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Introduction

Depuis les temps anciens jusqu'a nos jours, les gens se sont confrontés avec le
risque des accidents, des maladies et des infections. Autrefois, I’entiére activité des
peuples, indifféremment s’il s’agissait de la chasse, de I’agriculture ou de constructions,
s’est basée sur les membres de la communauté capables a soutenir le bon
développement des locations d’ou ils faisaient partie. Tous les individus qui, a cause de
certains accidents ou certaines maladies ne pouvaient pas contribuer au bon état de la
communauté, représentaient une charge pour les autres. Certaines des plus graves
1ésions étaient celles osseuses. Ces types de 1ésions représentaient un motif majeur de
souci suite a la possibilité d I’apparition de certaines séquelles permanentes. Ainsi, la
fragilit¢ de ’organisme humain a déterminé le fait de trouver et développer certaines
méthodes de guérison des différentes affections. Les premiers essais de réparation des
défauts osseux ont été mentionnés dans le papyrus d’Edgar Smith et ils datent environ
de I’année 2000 Avant J.C. [1]. Les écritures mentionnent que le traitement d’un défaut
osseux cranien d’environ 7 mm a €té réalis€¢ avec un morceau d’os issu d’un animal [2-
3]. En plus, des études récentes réalisées par les professeurs anthropologues de
I’Université de Florida ont découvert des preuves de certaines des plus anciennes
interventions chirurgicales osseuses en Pérou [4-5]. Il semble que certaines des plus
anciennes interventions chirurgicales orthopédiques ont été réalisées pendant la période
800 — 1335 par les chamans Chachapoya de Pérou. Les scientifiques qui ont étudié cette
découverte sont arrivés a la conclusion que ces interventions chirurgicales ont été le
plus probable effectuées afin de diminuer la pression accumulée dans le pied suite a une
1ésion ou a une infection [4-5]. Malgré le fait que les deux interventions ont fini avec le
déces des patients, les fragments osseux ne présentant pas des traces de guérison, cette
découverte présente les débuts de la chirurgie orthopédique. En temps, la médecine s’est
développée de maniére continue, dans un rythme alerte, en arrivant a 1’utilisation des
premiéres greffes osseuses avec plus de 350 années a ’avant [6]. A compter avec les
années 1600, il a été accordé une attention spéciale a la compréhension et la
connaissance de la physiologie humaine. Galileo Galilei finit la construction du premier
microscope moderne en 1609, et en Grand Bretagne, Whiliam Harvey découvrait la
circulation sanguine en 1615. De méme, la curiosité pour la connaissance de

I’organisme humain a ét¢ immortalisée dans des divers chefs d’ceuvres de I’époque, 1’'un



des plus représentatifs étant «La lecon d’anatomie du Dr. Nicolaes Tulip », chef-
d’ceuvre réalisé par le peintre hollandais Rembrandt dans 1’année 1631. Dans cet ceuvre
Rembrandt décrit une legon d’anatomie, ou Dr. Nicolaes Tulip présente aux disciples la
musculature du bras. La médecine moderne a continué de se développer graduellement.
Ainsi, dans I’année 1668, le médecin hollandais Jacob Van Meekren réalise la premiére
intervention chirurgicale de greffe osseuse en utilisant la xénogreffe canine pour réparer
un défaut osseux cranien d’un soldat russe suite a une lésion de guerre [1,6].
L’intervention chirurgicale a ét€ un succes, la greffe osseuse étant completement
incorporée par le tissu d’accueil [1,6]. Ultérieurement, apres plus de 150 ans, en 1821,
Philips von Walter a effectué en Allemand la premiere intervention chirurgicale ou il a
été utilisé une autogreffe [7]. 60 ans plus tard, en 1879, Sir William MacEwen, médecin
€cossais a réalisé le premier transplant allogene par le remplacement de deux tiers de
I’humérus proximal infect¢ d’un garcon de quatre ans avec le tibia d’un autre enfant qui
souffrait de rachitisme [7]. Les progrés médicaux réalisés pendant la Premicre et la
Seconde Guerre Mondiale ont conduit a une meilleure compréhension des modalités de
traitement des défauts osseux. Ainsi, apres la finalisation des deux guerres mondiales,
ils ont été réalisés de nombreuses recherches axées sur le développement de certaines
nouvelles méthodes de traitement des défauts osseux. Parmi les réalisations majeures du
domaine de la chirurgie osseuse, on énumere la découverte de la matrice osseuse
déminéralisée (DBM) autour des années 1960 et aussi de celle de la protéine
morphogénique osseuse (BMP) dans I’année 1965 par le chirurgien orthopédiste
américain Marshall Urist [6]. Suite aux études réalisées tout au long des années, il a
réussi en 1996 d’étre breveté le premier produit céramique synthétique [6,8-9].

Méme si les plus utilisés types de greffes restent les autogreffes, dans le dernier
siecle ils ont été réalisés de nombreuses €tudes pour la création de certains matériaux
synthétiques alternatifs au tissu naturel osseux. Parce que I’utilisation des autogreftes
suppose des interventions chirurgicales supplémentaires, et la quantité de tissu osseux
qui peut étre utilisée est limitée, des scientifiques et des médecins du monde entier ont
essayé a créer un matériel qui puisse substituer le tissu osseux naturel. Le premier
matériel synthétique utilisé come remplagant du tissu osseux a été réalisé en 1892, par
Dressmann qui a utilisé le sulfate de calcium (platrerie de Paris — matériel connu a ce
jour sous le nom de gypse) afin de remplir des défauts osseux [2,10]. Ultérieurement,

dans les années 1940, la résine acrylique connue sous le nom de méthacrylate de



méthyle a été utilis€ée comme remplagant du tissu osseux, étant utilisée méme a ce jour
en combinaison avec des différentes masses métalliques. Les céramiques sur base
d’hydroxyapatite et phosphate de calcium ont été utilisées en orthopédie et
stomatologie, & compter de la seconde moitié du 20°™ siecle [2].

Une fois avec le développement du génie tissulaire, il a été essayé la création du
remplacant idéal du tissu humain osseux. Dans ce contexte, il est important de prendre
en compte qu’un matériel créé¢ pour remplacer le tissu humain doit avoir plusieurs
propriétés spécifiques. Les plus importantes propriétés sont la biocompatibilité avec le
tissu d’accueil et ’habilité¢ de ne pas déclencher une réponse de rejette de la part de
I’organisme [2]. L’os humain est une matrice extracellulaire composée d’une partie
organique et d’une inorganique. La composante majeure de la partie organique est
I’hydroxyapatite (HAp), Caio(PO4)s(OH)2. La partie organique est composée de
collagenes fibrillaires [11-12] qui sont alignés parallele avec I’axe des nanocristaux
d’HAp [11,13]. Le tissu osseux humain contient entre 10 et 20% eau, et de sa masse
seche, environ 60-70% est représentée par la partie minérale formée d’hydroxyapatite.
La différence jusqu’a 100% est représentée en grande partie par le collagéne, protéines
et sels inorganiques [14]. Ainsi, le matériel synthétique idéal capable a reproduire le
plus fidele la structure du tissu osseux humain doit étre formée a la fois de
I’hydroxyapatite et aussi de collagene. Les recherches réalisées tout au long du temps
ont démontrées que 1’hydroxyapatite possede des propriétés comme 1’ostéo-conductivité
et ’ostéo-inductance, ayant la capacité de stimulation de la régénération osseuse [15-
16]. De méme, une autre caractéristique importante d’HAp est la biodégradabilité. Des
études récentes [15,17-22] ont montré que I’hydroxyapatite s’incorpore avec succes
dans le tissu environnant, en se dégradant graduellement au fur et a mesure que le tissu
d’accueil commence a se régénérer. Afin d’améliorer certaines propriétés d’HAp,
comme la solubilité, la bio-activité ou ’ostéo-inductance, les scientifiques ont essayé
d’introduire dans sa structure des divers ions métalliques par I’interméde du mécanisme
de substitution ionique [11,20-21,23-27]. De ceux-ci, une attention spéciale a été
accordée aux ions métalliques ayant des propriétés antimicrobiennes, tel que Ag*, Zn",
Eu®*. Des études précédentes ont démontré que le dopage de I’hydroxyapatite avec des
différents ions métalliques détermine la modification des parametres du réseau
cristalline, de la cristallinité et aussi d’autres propriétés physiques [28-34]. Dans ce

contexte, une attention spéciale a été accordée au zinc (Zn). Le zinc est un métal de



transition qui comporte un role essentiel pour le bon fonctionnement de I’organisme
humain, en spécial du tissu osseux et du plasma [28,35-37]. Il est un composant
chimique non-protéique nécessaire pour 1’activité biologique de plus de 300 enzymes et
il contribue au métabolisme des protéines, des hydrates de carbone et des lipides [28,38-
41]. En plus, el zinc a un important rdle catalytique, structurel et régulateur dans le
cadre du systeme biologique [28,38]. Presque 30% de la quantité totale de zinc du corps
humain se trouve dans le tissu osseux, étant nécessaire pour la maintenance de la densité
minérale osseuse et du métabolisme osseux. La déficience de zinc détermine
I’apparition de certains problemes graves de santé tel que le retard d’agrandissement,
I’hypogonadisme masculin, en pouvant produire de modifications neurosensorielles
anormales [19,28,38,42]. De mé€me, la déficience de zinc induit le retard des guérisons
des lésions, la perte en poids, anorexie et une sensibilité élevée aux infections
[19,28,38,42]. En plus, chaque étape du métabolisme du tissu osseux implique 1’action
du zinc, et une absence de celui-ci détermine I’installation de 1’ostéoporose [28,38]. En
conséquence, le dopage HAp avec ions de Zn** pourrait conduire a I’amélioration des
propriétés de I’hydroxyapatite, en s’obtenant ainsi un bio-matériel avec des propriétés
physique — chimiques supérieures. Vu que la matrice organique osseuse est représentée
par collagéne en proportion de 89% [11,43-44], il doit comprendre la préoccupation
pour la création d’un nouveau bio-composite sur base de collagene et hydroxyapatite
dopée avec zinc. Le collagene est un polymere naturel qui peut tre trouvé dans des
différents types de tissus, tels que peau et os (Type I), dans les cartilages (Type II) ou
dans les parois des vaisseaux de sang (Type III) [11,45]. De méme, le collagene a été
utilisé au génie tissulaire et de réparation grace a sa biocompatibilité et a la capacité
d’étre facilement résorbé par le corps humain e permettant en méme temps une bonne
fixation des cellules [11,22, 45-48]. Des études récentes ont démontré que les dispositifs
sur base de collagene et hydroxyapatite inhibe le développement des agents pathogenes
bactériens, en diminuant ainsi le risque de I’apparition des infections post-chirurgicales
qui peuvent s’installer suite a I’implantation des protheses [11,45,49].

L’objectif de cette these de doctorat a été de créer de nouveaux matériaux
céramiques biocompatibles avec des propriétés spécifiques qui permettent le
développement de nouvelles applications dans le domaine médical. Ainsi, I’obtention de
I’hydroxyapatite dopée avec des ions de zinc et/ou son incorporation dans une matrice

de collagéne a représenté 1’'un des principaux objectifs de cette étude. Une attention



spéciale a été accordée a la caractérisation des propriétés physique — chimiques et
biologiques de ces matériaux. En plus, dans le cadre de cette these, ils sont présentés
pour la premiere fois des études non-destructives par spectroscopie ultrasonore sur les
matériaux céramiques en solution et compactes.

La these est formée de cinq chapitres, les premiers ayant un caractere général,
étant expos€es des notions générales sur les biomatériaux et sur les techniques de
synthese et caractérisation utilisées. Dans les derniers quatre chapitres, ils sont présentés
les résultats expérimentaux originaux. Le degré de nouveauté de cette these consiste
dans la méthode de synthese et la caractérisation des matériaux biocéramiques sur base
d’hydroxyapatite pour les possibles applications biomédicales. De méme, il est présenté
une nouvelle technique non-destructive de caractérisation des matériaux sur base
d’hydroxyapatite avec ultrasons. La these est structurée comme il suit :

Dans le 1¢* Chapitre, ils sont brievement présentés les propriétés générales
des biomatériaux, I’accent étant mis sur les biomatériaux céramiques, spécialement ceux
sur base de phosphate de calcium, en particulier étant présentées les principales
propriétés de 1’hydroxyapatite. Il est mis en évidence de méme la motivation pour
laquelle il a été choisi le zinc comme matériel dopant de 1’hydroxyapatite, comme le
collagéne come bio-polymere couvrant des nanoparticules d’hydroxyapatite dopée avec
zinc. Dans le 28™¢ chapitre, il est décrit la méthode de synthese des matériaux étudiés,
et aussi les techniques de caractérisation physique-chimique et ultrasonore utilisées. Le
3tme chapitre inclut des résultats expérimentaux obtenus suite 2 la caractérisation
physique — chimique et biologique des nanoparticules d’hydroxyapatite dopée avec des
différentes concentrations de zinc. Dans le 4°™ chapitre, ils sont présentés les données
expérimentales obtenues suite a la caractérisation physique — chimique et biologique des
nanoparticules d’hydroxyapatite dopée avec zinc en matrices de collagéne. Pour ces
études, il a été sélecté une concentration de dopant représentative, étant étudié I’effet du
collagene sur les propriétés du matériel.

Le 5°¢ chapitre inclut les résultats expérimentaux obtenus suite a la
caractérisation ultrasonore des nanoparticules d’hydroxyapatite dopée avec des
différentes concentrations de zinc. Dans ce but, ils ont été caractérisés a 1’aide des
ultrasons des solutions ou ils ont été dispersés trois preuves d’hydroxyapatite dopée
avec zinc. Les concentrations de zinc des matériaux utilisés ont été choisies comme

étant représentatives pour les études effectuées.



A la fin des cinq chapitres, ils sont présentés les Conclusions générales qui
peuvent tre mises en évidence suite aux résultats des études présentées dans le cadre de

cette these de doctorat.



1¢* chapitre: Propriétés générales des biomatériaux

céramiques

Pendant les dernieres décennies, ils ont été enregistrés de progres importants en
ce qui concerne le développement de nouveau matériaux ou amélioration de la
composition et de la microstructure des matériaux déja existants, pour 1’obtention de
certains matériaux ayant des propriétés supérieures qui pourraient €tre utilisés dans des
différentes applications biomédicales [50]. L’un des domaines de recherche de la
science des matériaux, qui a attiré une attention spéciale, a été celui des matériaux créés
pour les applications du domaine médical, spécialement pour les interventions

chirurgicales reconstructives.
1.1 Présentation générale des biomatériaux

En grandes lignes, les biomatériaux peuvent étre définis comme matériaux synthétiques
créés pour accomplir une certaine activité biologique [50-51]. Un bio-matériel peut étre
décrit comme une combinaison de substances issues des matériaux naturels,
inorganiques ou organiques, qui est biocompatible et il se trouve en contact partiel ou
total avec 1’organisme humain pendant la période de sa guérison. Les biomatériaux
peuvent faire partie partiellement ou intégralement d’un dispositif médical créé¢ pour
I’effectuation, I’amélioration ou le remplacement d’une fonction naturelle de
I’organisme humain [52-53]. Dans D’année 1987, D.F. Williams a défini les
biomatériaux comme étant « des matériaux non-viables utilisés dans des dispositifs
médicaux, destinés pour interagir avec les systemes biologiques » [54]. Cette définition
a été ultérieurement apprise par les experts du domaine.

La science de biomatériaux s’adresse a la fois aux processus de diagnostic, et
aussi aux méthodes thérapeutiques. En incluant a la fois des renseignements du domaine
de la biologie, de la physique, de la chimie, et aussi du domaine de génie et celui
médical, la science des biomatériaux doit parcourir certaines étapes pour la facilitation
de I'utilisation clinique des biomatériaux. Les plus importantes étapes qui devraient étre
parcourues pour que les biomatériaux soient intégrés dans les dispositifs médicaux sont

(1) conception et création des biomatériaux ; (2) test in vitro ; (3) test in vivo sur les



animaux et puis sur les gens; (4) I’approbation pour I’utilisation clinique; (5) la
production, le développement et la commercialisation industrielle des biomatériaux
[54].

Globalement, tous les biomatériaux sont congus pour maintenir 1’équilibre
entre les propriétés mécaniques du tissu remplacé et les effets biochimiques du matériel
implanté sur le tissu d’accueil. Dans ce but, il est nécessaire pour que les biomatériaux
utilisés possédent certaines propriétés, telles que la biocompatibilité, [’activité
biologique, la résistance mécanique ou la durabilité chimique. En conséquence, pour
pouvoir étre utilisés cliniquement, les matériaux devraient présenter une combinaison
complexe des plusieurs propriétés, les plus importants étant ci-dessus mentionnées.

La différence entre les biomatériaux et autres types de matériaux consiste dans leur
habilité de rester au milieu biologique sans léser le tissu d’accueil et sans se détériorer
pendant le processus d’implantation [50,55]. Ainsi, pour pouvoir accomplir une certaine
fonction biologique, les biomatériaux doivent réunir a la fois les propriétés biologiques
du tissu naturel qu’ils le remplacent, et aussi les propriétés spécifiques du matériel
utilisé. Du point de vu médical, il est préférable pour qu’un matériel biocompatible
perturbe le moins possible le fonctionnement normal de 1’organisme humain. En
conséquence, la plus importante caractéristique d’un biomatériau est le mode dont le
dernier interagit avec le tissu naturel quand il est implanté dans 1’organisme humain
[50]. La capacité d’un biomatériau implanté de coexister avec le tissu d’accueil sans
donner naissance a certaines réactions adverses est connue sous la dénomination de
« biocompatibilité », celle-ci représentant « la capacité d’un matériau d’obtenir une
réponse adéquate de la part du tissu d’accueil en accomplissant en méme temps une
application spécifique » [50,56]. Le biomatériau qui pourrait avoir des potentielles
applicabilités dans le domaine médical devrait détenir de propriétés spécifiques telles
que la compatibilité du point de vu biochimique, non-toxicité, il soit non-irritable, non-
allergique et non-cancérigene. En plus, le biomatériau doit étre compatible du point de
vu biomécanique avec le tissu d’accueil et former un contact bio-adhésif avec le dernier
[50].

En tenant compte des facteurs ci-dessus mentionnés, les biomatériaux peuvent

étre classifiés ainsi [50,57]:
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1. Bio-inertes ou bio-tolérables — sont des matériaux biocompatibles, mais qui ne
peuvent pas former de liaisons biocompatibles entre le tissu d’accueil et
I’implant.

2. Bioactifs — sont des matériaux biocompatibles qui peuvent s’attacher
directement des tissus vivants et ils peuvent former des liaisons chimiques et
biochimiques pendant les étapes de début de la période immédiatement suivante
a ’opération d’implantation.

3. Bio-résorbables — sont des matériaux biocompatibles qui résorbent
graduellement, étant remplacés finalement avec de nouveaux tissus in vivo

régénérés.
1.2 Biomatériaux céramiques

Les matériaux céramiques sont des sources importantes pour les biomatériaux utilisés
dans des différentes applications du génie biomédical. Les matériaux céramiques
destinés d’étre en contact avec les tissus vivants s’appellent des matériaux
biocéramiques. Les études réalisées pendant les 50 dernieres années ont conduit a leur
développement continu. Les nécessités médicales d’une population de plus en plus agée
ont déterminé la concentration de 1’attention des scientifiques du monde entier sur la
création de nouveaux matériaux destinés pour I’amélioration de la vie des patients [58].
Les principaux objectifs de 1’utilisation des matériaux biocéramiques sont de diminuer
la douleur et de ré-établir les fonctions des tissus osseux ou dentaires calcifiés, malades
ou détériorés. Les os sont vulnérables aux fractures, en spécial dans le cas des
personnes agées grace a la perte de la densité et de la résistance osseuse une fois avec
I’avancement a 1’age. Cette chose représente un probleme majeur spécialement dans le
cas des femmes a cause des modifications hormonales survenues apres I’installation de
la ménopause. L une des plus grandes provocations de I’orthopédie moderne est celle de
remplacer le tissu osseux agé et détérioré avec un matériel capable a accomplir les
fonctions du tissu original et qui, de maniere idéale, soit graduellement remplacé avec
un nouveau tissu osseux naturel obtenu suite au processus de régénération initié par
I’organisme humain [59-60]. En conséquence, I'une des caractéristiques communes de
tous les biocéramiques est la réactivité des surfaces. Elle influence la capacité de la

formation des liaisons avec le tissu osseux adjacent et contribue a la formation d’un
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nouveau tissu osseux. Pendant I’implémentation, ils ont lieu des différentes interactions
a D’interface matériel biocéramique / tissu qui détermine des modifications dépendantes
de temps des caractéristiques des surfaces des matériaux biocéramiques implantés, et
aussi des tissus biologiques adjacents [59,61]. Vu que la durée moyenne de vie des gens
est a ce jour supérieure a 80 ans, et les interventions chirurgicales orthopédiques
deviennent nécessaires autour de 1’age de 60 ans, il est essentiel pour que les matériaux
biocéramiques non-résorbables aient une durée de vie de 20 ans au minimum. Ainsi,
I’une des plus importantes réalisations des derni¢res décennies a été la création des
matériaux biocéramiques implantables capables a résister aux plus difficiles conditions,
telles que la corrosion, la température ou les charges mécaniques [59,62].

Regardant rétrospective, dans [’évolution des biomatériaux céramiques
implantables, nous pouvons distinguer trois générations de matériaux biocéramiques
qui ont été développées au cours des derniers 40-50 ans. Les premiers matériaux
céramiques avec des propriétés biologiques ont été réalisés autour des années 1960.
Parmi ceux-ci les plus représentatifs sont 1’oxyde d’aluminium, connu sous le nom
d’alumina (Al203) et 'oxyde de zirconium (ZrOz). Une autre catégorie de matériaux
biocéramiques débute a se développer dans les années 1980 par I’amélioration des
propriétés des matériaux existants et le développement d’autres nouveaux qui présentent
des interactions bénéfiques avec 1’organisme humain. Suite a une demande de plus en
plus grande de matériaux biocéramiques, les recherches ont été étendues, en rehausser
ainsi la création de certains matériaux avec des propriétés complexes qui ont pu étre
utilisés pour la régénération des tissus naturels biologiques. Ces matériaux avec des
propriétés complexes ont été réalisés par le développement et 1’amélioration des
propriétés des matériaux biocéramiques déja existants. Ainsi, les biocéramiques
modernes sont des matériaux céramiques complexes biocompatibles, avec des
propriétés supérieures, obtenus par l’ajout de certains matériaux mésoporeux, des
matériaux hybrides de type organique — inorganique ou substances biologiques actives
[58]. Tel qu’on peut observer, dans une moitié de siecle, le domaine des matériaux
biocéramique s’est développé dans un rythme alerte, et a ce jour les biocéramiques
cliniquement utilisés sont spécialement créés, afin de réparer et régénérer le tissu humai
adjacent a la zone affectée.

A ce jour, la médecine moderne utilise des dispositifs implantables qui

contiennent des matériaux biocéramiques pour la régénération et la réparation des tissus
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vivants affectés par des diverses maladies ou traumas. Pour les applications cliniques
spécifiques, spécialement a 1’orthopédie ou a la stomatologie, les matériaux
biocéramiques ont un role essentiel [58]. Ils sont utilisés comme éléments composants
du systeme musculaire — squelettique, pour les implants orthopédiques ou dentaires,
pour les implants de 1’oreille orbitale et médiane, pour les valves cardiaques, et aussi
comme couches couvrantes congues pour améliorer la biocompatibilité des implants
métalliques.

Pour I’évaluation biologique des matériaux biocéramiques, il doit étre établi leur
cytotoxicité, I’irritabilité tissulaire, 1’interaction biocéramique — tissu et 1’adhésion
cellulaire sur la surface du bio-matériel [53,63-65]. Parmi les propriétés caractéristiques
des matériaux céramiques, on peut mentionner les suivantes : la température de fusion
élevée, la conductivité électrique et thermique basse, ou la dureté relativement élevée.
En ce qui concerne les propriétés mécaniques des matériaux céramiques, les dernieres
présentent a la fois la résistance a la compression élevée et aussi la résistance a
I’étirement trés diminuée. Plus que ¢a, on peut considérer que les biocéramiques sont
des matériaux rigides, avec des valeurs élevées du module d’Young. Vu qu’ils ne se
déforment pas plastique, ces matériaux sont fragiles, en pouvant étre considérés méme
cassables [58]. Grace au caractere cassable des matériaux biocéramiques, leur capacité

d’étre utilisés pour des différentes applications médicales a été drastiquement limitée.
1.3 Biocéramiques sur base de phosphate de calcium

Les ¢études existantes jusqu’a ce jour ont montré que les matériaux
biocéramiques sur base de phosphate de calcium sont les plus utilisés pour le traitement
des défauts et des lésions des tissus biologiques dures. Ce sont les matériaux
biocéramiques sur base de phosphate de calcium. Les phosphates de calcium
représentent une famille de minéraux formée d’une combinaison d’ions de calcium
(Ca*") et ortophosphates (PO4*), métaphosphates ou pyrophosphates (P207+) [66]. Les
phosphates de calcium sont rencontrés a la fois dans les systemes biologiques et aussi
dans la nature, dans I’environnement [50]. Grace a la similarité chimique avec la
composante minérale du tissu humain dure (os et dents), les phosphates de calcium ont
été utilisés pour la reconstruction et la réparation des lésions ou des défauts osseux

produits suite a certains accidents ou qui ont apparu suite a certaines maladies [67-69].
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Le premier implant ou il a été utilisé un matériel biocéramique sur base de phosphate de
calcium synthétique a été réalisé au début du 20°™ siecle, dans I’année 1920, quand il a
été testé Deffet stimulateur sur 1’ostéogenése. Le matériel biocéramique sur base de
phosphate tricalcique (TCP) a été utilisé pour le traitement de certains défauts osseux
créés en préalable a voie chirurgicale aux lapins. Plus tard, apres encore une moitié de
siecle, les matériaux sur base de phosphate de calcium ont été utilisés dans les diverses
recherches réalisées dans le domaine de la chirurgie parodontale [67,70], étant rapportés
les premiers résultats de I’implantation de certains cylindres d’hydroxyapatite comme
remplacants des racines des dents [67,71]. Ultérieurement, dans les années 1980,
I’utilisation des phosphates de calcium dans les applications cliniques a connu un
progrés spécial [67]. A ce jour, ils sont réalisés des études étendues pour 1’amélioration
des propriétés des matériaux utilisés dans les applications médicales des différents
domaines.

Suite aux recherches, on a constaté que certains matériaux biocéramiques sur
base de phosphate de calcium peuvent s’intégrer dans I’organisme vivant, étant soumis
a un processus d’ostéo-intégration avec le tissu osseux adjacent, processus similaire a
celui de ré-modélisation osseuse qui se produit naturellement [61,67]. Ces matériaux
possedent des surfaces adéquates au guidage de la ré-modélisation osseuse et ils dirigent
la croissance osseuse par un processus nommé ostéo-conduction. On a pris en compte
aussi la possibilité de la création de certains phosphates de calcium avec des propriétés
ostéo-inductives, en réussissant ainsi la stimulation de la prolifération des cellules stem
mésenchymateuses (CSM) tout au long des ostéoblastes et en facilitant la création d’un
nouveau tissu osseux [67,72]. Cette nouvelle propriété des matériaux sur base de
phosphates de calcium s’est obtenue par 1’interméde de certaines substitutions ioniques
spécifiques. En conséquence, les matériaux biocéramiques sur base de phosphate de
calcium ont pu étre impliqués a la fois dans la médecine régénérative, et aussi au génie
tissulaire. Suite a la résistance diminuée a ['usure [67,73], D’applicabilité de ces
matériaux s’est limitée au remplissage de petits défauts osseux et a la couverte des
prothéses métalliques ou des implants parodontaux [67]. Ainsi, parmi les produits
commerciaux sur base de phosphate de calcium utilisés pour la réparation des tissus
osseux, pour la croissance osseuse ou pour les reconstructions tissulaire, on peut

énumérer les apatites (hydroxyapatite et B-TCP) [74-84].
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1.4. Hydroxyapatite

La dénomination « apatite » provient du terme grec « apatit» qui signifie
« tromper » et elle est attribuée aux apatites minérales grace au fait que celles-ci sont
souvent confondues avec des diverses pierres précieuses comme le topaze, 1 aigue-
marine ou I'améthyste [74,85]. Dans ce contexte, les apatites forment une famille de
composés avec une structure chimique similaire, qui cristallisent dans le systeéme
hexagonal, groupe spatial P63/m. Des études structurelles et des éléments ont montré
que les étapes inorganiques des os et des dents sont majoritairement formées de
I"hydroxyapatite [74,86]. Suite aux analyses structurelles, il a ét¢ démontré que les
diffractogrammes de 1"émail dentaire, de la dentine et des os sont similaires avec celles
des apatites minérales. D autre partie, des études des €léments ont démontré que le
phosphate et le calcium sont les principaux éléments constituants du tissu [74,86]. La
similitude entre le tissu minéral osseux et les apatites minérales a contenu de carbonate
de calcium est mise en évidence par les liaisons du carbonate de calcium avec les
apatites biologiques [74,87]. Des études complémentaires effectuées pour les apatites
minérales, biologiques et synthétiques ont démontré que les apatites biologiques sont
des apatites sur base de carbonate [74,88-90]. Du point de vu cristallographique,
I"hydroxyapatite appartient au groupe spatial P63/m, ayant une cellule élémentaire
hexagonale avec les parametres de réseau a=9.432 A et ¢=6.881 A [75,101]. La cellule
unité contient dix atomes de calcium (Ca), six groupements de phosphate (PO4) et deux
groupements d hydroxyle (OH). La représentation schématique de la structure de

I"hydroaxyapatite est présentée dans la Figure 1.1 [67,91].

Figure 1.1: Structure de ['hydroaxyapatite (gauche) et représentation tout au long de

[’axe c (droite) [Images reprises de 103]
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Pour que I’hydroxyapatite soit considérée stoechiométrique, le rapport molaire
doit étre Ca/P = 1.67. Toutes les autres apatites pour lesquelles le rapport molaire Ca/P
< 1.67 est déficitaire en calcium [74]. Les apatites stoechiométriques, en particulier
I’hydroxyapatite stoechiométrique, peuvent incorporer une grande variété d’ions. Ainsi,
on peut incorporer de cations avec le méme état d’oxydation comme Ca**, tels que Sr**,
Pb**, Mg?*, Zn>*, etc [67,92-95], et anions avec le méme état d’oxydation comme OH",
tels que FF ou CI' [67,96]. Ces types de substitutions peuvent déterminer de
modifications structurelles, en influencant les parametres de réseau et/ou
morphologiques, en produisant ainsi des modifications des propriétés spectrales, de la
couleur, et aussi de la solubilité et de la stabilité thermique [74]. Un role important dans
les modifications produites suite aux substitutions est donné a la fois par la quantité des
ions remplagants, et aussi par leur dimension. En plus, les propriétés biologiques sont
fortement influencées par les éléments remplagants de la structure des apatites [74,97-
100].

Une attention spéciale a été accordée au dopage de I’hydroxyapatite avec des
différents ions métalliques. Parmi ceux-ci, le zinc a recu I'intérét des scientifiques du
monde entier grace aux propriétés eues, et aussi son role dans le bon fonctionnement de
I’organisme humain. On sait que le zinc (Zn) est un métal de transition essentiel pour le
systeme biologique humain, ayant un rdle catalytique, structurel et régulateur [38]. Le
zinc se trouve de 1’abondance dans chaque partie de 1’organisme, étant surclassé
uniquement par le fer en termes de concentration des métaux de transition. Bien qu’il
fasse partie de chaque systeme biologique humain, le zinc est concentré avec
prépondérance dans le tissu musculaire (60% de 1’entiére quantité de zinc) et le tissu
osseux (30% de D’entiere quantité de zinc). Une quantité significative de zinc est
accumulée de méme dans la peau (environ 5% de la quantité totale de corps) [38]. On a
calculé que I’organisme d’un adulte contient en moyenne 2-3 grammes de zinc [38,101].
De méme, le zinc et cofacteur dans plus de 300 enzymes de toutes les 6 classes
d’enzymes [38]. Le zinc est de méme impliqué dans le métabolisme des protéines, des
hydrates de carbone et de lipides [38,102-107]. En plus, on a montré que le zinc est
essentiel a ’entretien d’ADN et, respectivement de I’ARN [38]. Physiologiquement, le
zinc est essentiel a la croissance et au développement normal de 1’organisme humain

[38,108-110]. En plus, on a montré que le zinc influence la capacité d’adaptation a
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I’obscurité du sens visuel, les fonctions thyroidiennes, la coagulation sanguine, I’acuité
gustative et il contribue au bon-fonctionnement du systeme immunitaire [38,110]. La
déficience de zinc détermine I’apparition et I’installation des plusieurs affections
cliniques, parmi lesquelles on énumere le retard d’agrandissement, 1’hypogonadisme
masculin, la léthargie mentale, des modifications neurosensorielles anormales, la
prolongation du processus de guérison des lésions, I’appétit diminué, I’oligospermie,
I’anorexie, la perte en poids et une sensibilité augmentée aux infections [38,109,111].
Les études réalisées tout au long des années ont montré que 1’absence d’une
concentration optimale de zinc peut conduire au déclenchement de nombreuses
maladies qu’affectent a la fois les jeunes, et aussi les personnes agées [38,112-114]. En
tenant compte que le zinc a un rdle régulateur local dans les cellules osseuses,
ostéoporose et retard d’agrandissement sont certains des plus communes affections dues
a la déficience de zinc [38,115]. Pace qu’il est impliqué dans chaque étape du
métabolisme osseux, le zinc agit comme un cofacteur a 1’activité des ostéoblastes
pendant le processus de formation du tissu dur. C’est pourquoi, le zinc est nécessaire
pour la maintenance de la densité osseuse optimale et il contribue a la diminution du
risque d’apparition de 1’ostéopénie et des et des fractures une fois avec ’avancement a
I’age [38]. Le zinc a de méme un rdle important a la réglementation des activités
cellulaires, en stimulant la synthese des protéines nécessaires pour la formation de la
matrice organique, un exemple étant la production de collagene [38,101,111,116-117].
Le collagene représente environ 90-95% de la matrice osseuse, en formant le cadre
structurel autour duquel il a lieu le processus de minéralisation [38].

De la quantité totale de collagene de I’entier organisme humain, 90% représente
le principal élément constituent de la partie organique du tissu osseux (collagene de type
I). Le reste de 10% se retrouve dans la structure des yeux et des cartilages (collagéne de
type II), dans la composition de la peau, des muscles et des vaisseaux sanguins
(collagene de type III), il forme la couche des épithéliums sécréteurs de la membrane
basale (collagene de type IV) ou il se retrouve dans la composition des cheveux, des
surfaces des cellules ou du placenta (collagéne de type V) [118,119-120]. En
conséquence, aux biomatériaux sur base de collagene, on a accordé une attention
augmentée pour les différentes utilisations du génie tissulaire et de la médécine
régénérative. Grace a la biocompatibilité augmentée et de I’immunogénicité diminuée,

le collagéne est la protéine idéale pour I’amélioration des biomatériaux. Les grands
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avantages de I’utilisation de collagéne consistent dans le fait qu’il peut étre extrait des
différentes sources tissulaires et il peut former des composants variés par la

combinaison avec d’autres molécules [118,120].
1.5. Applications de I’hydroxyapatite

Tel que je 1’ai mentionné antérieurement, grace a la similitude avec composante
inorganique du tissu dure humain, I’hydroaxyapatite est considérée un matériel adéquat
pour différentes applications médicales qu’impliquent la réparation du tissu osseux et
dentaire, étant déja utilisée dans ce but depuis presque 40 ans [121-122]. En plus, les
études récentes ont mis en évidence le potentiel de I’hydroaxyapatite d’étre utilisés
comme systeme de livraison des médicaments, pour la direction des cellules, comme
sonde biologique luminescente ou pour le diagnostic. Dans les applications cliniques,
les biocéramiques sur base d’HAp peuvent étre utilisées a la stomatologie ou orthopédie
ou sous la forme d’implants de petites dimensions. De méme, ces biocéramiques
peuvent étre utilisées comme sous-couche temporaire qui favorise la croissance
cellulaire et la régénération du tissu osseux dans des régions qui ne sont pas soumis au
stress mécanique ou comme matériau recouvrant biocompatible et bioactif des implants
métalliques utilisés dans le domaine maxillo-facial et orthopédique [121-123].

On a démontré que les greffes synthétiques sur base d’hydroxyapatite s’integrent
dans I’organisme humain sans étre rejetées par le tissu d’accueil et elles facilitent la
formation d’un nouveau tissu osseux, en créant des liaisons avec le tissu nouvellement
formé. Un tel comportement détermine une meilleure récupération du tissu osseux 1ésé
[121,124]. D’autre partie, les nanoparticules d’HAp ont été utilisées a large échelle
comme des composants bioactifs dans la fabrication des greffes osseuses [121,125].
L’hydroxyapatite peut étre utilisée comme matériel couvrant pour les implants
métalliques en facilitant une meilleure adhésion de I’implant de tissu osseux adjacent.
Les réponses biologiques d’HAp et aussi I’adhésion et la diffusion ou la prolifération et
la différenciation cellulaire dépendent de la porosité et la dimension des micropores, de
la forme et la dimension des cristallites, de la cristallinité et les substitutions ioniques
[121,126-127]. Un intérét spécial pour la médecine reconstructive est représenté par la
régénération des cartilages. Des études récentes [121-126] ont démontré que les nano-

cristaux d’hydroxyapatite forment une composante bioactive importante, en facilitant la
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régénération des cartilages. L’incorporation des nanoparticules d’HAp dans I’organisme
humain stimule 1’adhésion et la prolifération des chondrocytes, en augmentant ainsi la
capacité de régénération des cartilages [121,128-129].

En conclusion, on peut dire que I’hydroxyapatite joue un rdle important dans le
développement de nouveaux matériaux a large applicabilité dans des différents
domaines, comme le génie tissulaire réparateur, systemes de livraison des substances
médicamenteuses, des génes ou des protéines, en chromatographie, imagerie et
diagnostic [121]. L’amélioration des propriétés de 1I’hydroxyapatite est un domaine
d’intérét majeur pour les scientifiques du monde entier. A ce jour, tout travail
scientifique sur ce theme représente un bénéfice apporté aux communautés médicales et
scientifiques internationales.

Suite aux propriétés majeures dans le cadre du tissu osseux humain et de la
contribution essentielle au bon fonctionnement de I’entier organisme, le zinc et le
collagéne ont été choisis pour évaluer le mode dont ceux-ci peuvent contribuer a
I’amélioration des propriétés spécifiques de I’hydroxyapatite. Dans le cadre de cette
thése, il a été étudié I’'influence de la concentration de zinc de la structure de
I’hydroxyapatite sur les propriétés physique-chimiques et biologiques. D’autre partie,
on a suivi la réalisation d’un nouveau composé par 1’incorporation de I’hydroxyapatite
dopée avec zinc dans une matrice polymérique de collagene. En plus, ils seront
présenté les résultats obtenus suite a I’étude des propriétés physique — chimiques,
ultrasonores et biologiques de 1’hydroxyapatite et de I’hydroxyapatite dopée avec zinc
avant et aprés I’incorporation dans une matrice de collagéne. Des études non-
destructives par spectroscopie ultrasonore sur les matériaux céramiques dans la solution

et compactes seront, de méme, présentés.
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2¢me chapitre: Méthodes de synthése et techniques de

caractérisation des biomatériaux céramiques

Parce que I’hydroxyapatite est un matériel d’importance majeure dans des
différentes applications du domaine médical, une attention spéciale a été et est accordée
au développement de certaines méthodes de syntheése versatiles et économiques [130].

De méme, une importance spéciale est accordée a la caractérisation de
I’hydroxyapatite du point de vu physique — chimique et aussi biologique. En plus, de
nouvelles techniques d’investigation sont adaptées afin d’obtenir des renseignements
supplémentaires qui peuvent contribuer au développement de certains nouveaux
domaines d’applicabilité. Dans le cadre de cette étude, ils ont été utilisés de techniques
de caractérisation structurelle, morphologique, optique, d’éléments et de porosité. De
méme, dans le cadre de cette these de doctorat, il a €té utilis€é une méthode innovante de

caractérisation non-destructive de 1’hydroxyapatite par 1’interméde des ultrasons.

2.1. Synthese et caractérisation structurelle et morphologique des

biomatériaux céramiques
2.1.1 Synthese par co-précipitation

La méthode de co-précipitation a été choisie parce qu’elle est efficiente du point
de vu économique et elle permet un bon controle des parametres pendant le processus
de synthese. Un autre avantage de cette méthode de synthese est donné par la quantité
substantielle de matériel qui peut étre obtenue suite a une seule préparation a un coiit

raisonnable [130-131].

Dans le cadre de ce travail, a la fois les preuves d’hydroxyapatite simple (HAp)
et aussi celles d’hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations de zinc

(HApZn) ont été obtenues par une méthode adaptée de co-précipitation.

Pour I’hydroxyapatite non-dopée (HAp, xzn=0) ils ont été utilisés comme précurseurs

I’ammonium hydrogene phosphate [(NH4)2H2POu4] et le nitrate de calcium tétra-hydrate
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[Ca(NO3)2:4H20], en conservant le rapport molaire entre le calcium et le phosphore

Ca/P=1.67 [19]

Pour I’hydroxyapatite dopée avec zinc (HApZn, Caio-xznZnxza(PO4)6(OH)2, unde
0.01 < xzn < 0.3) ils ont été utilisés comme precurseurs I’ammonium hydrogéne
phosphate [(NH4)2HPO4], le nitrate de calcium tétra-hydrate [Ca(NO3)2-4H20] et le
nitrate de zinc hexa-hydrate [Zn(NO3)s - 6H20]. Les solutions aqueuses dans le cadre
des syntheses ont eu de rapports ioniques Zn:(Zn+Ca) différents, ainsi que le rapport,

(Ca+Zn)/P a été conservé a une valeur constante de 1.67 [132].

Pour les preuves d’hydroxyapatite dopée avec zinc englobées dans la matrice de
collagene, on a utilisé un gel formé des fibrilles de collagene de type I (Col) avec une
concentration de 2.11% (w/w) de provenance bovine, extrait suite a certains traitements

acides et alcalines [11,133].

En méme temps, pour 1’obtention des preuves d’hydroxyapatite dopée avec zinc
englobées dans une matrice de collageéne, les poudres de Zn:HAp ont été ajoutées sur le
gel de collagene (HApZn10-CBc), en s’obtenant des preuves avec les rapports suivants :
: 0:1 (référence de collagene), 4:1 (HApZn10-CBc_4), 1:1 (HApZnl10-CBc_1) et 1:0
(référence HApZn10) [11].

2.1.2 Caractérisation

Diffraction de rayonnements X

Les mesures de diffraction avec rayonnements X ont été effectuées a I’aide d’un
diffractometre Bruker D8 Advance. Pour une analyse complexe DRX des nano-poudres
étudiées, les diffractogrammes ont €té traitées a I’aide du programme MAUD [21] en
utilisant le raffinage Rietveld et « les regles POPA ». Suite a cette analyse détaillée, on a
pu déterminer la structure, les parametres de réseau et la dimension moyenne des
cristallites.
Microscopie électronique de balayage (MEB)

La morphologie des preuves obtenues a ét€ analysée par microscopie
¢lectronique de balayage (MEB). De méme, 1’analyse d’éléments a été réalisée par

I’analyse EDAX. Dans le cadre de ce travail, les micrographies MEB ont été effectuées
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a ’aide d’un microscope Quanta Inspect F doté avec un dispozitif EDAX/2001 utilisé
pour I’analyse d’éléments.
Microscopie électronique en transmission (MET)

La microscopie électronique en transmission a été utilisée afin de déterminer la
distribution de dimensions des nanoparticules, et aussi afin de mettre en évidence leur
forme. Dans ce travail, pour I’effectuation des études MET des preuves obtenues, il a
été utilisé un microscope 120 keV de FEI. La diffraction d’électrons sur Superficie
Sélectée (SAED) a été utilisée pour la mise en évidence de la structure des preuves (ils

ont pu étre déterminés des parametres cristallographiques)

Spectroscopie a photoélectrons de rayonnements X (XPS)
Dans le cadre de cette these de doctorat, les mesures de spectroscopie a
photoélectrons de rayonnements X (XPS) ont été effectuées avec un Systéme d’analyse

des surfaces Multimethod SPECS [132].

Analyse thermogravimétrique (TGA) et thermo-différentielle (DTA)

Les études d’analyse thermique différentielle (DTA) et celles d’analyse
thermique gravimétrique (TGA) ont été effectuées pour 1’évaluation du comportement
thermique des preuves investiguées. Pour cette chose, il a été utilis€ un analyseur
Shimatzu DTG-TA-50 et DTA 50. L’intervalle de températures étudi¢ a été 30°C-
1200°C.

Spectroscopie en infrarouge avec transformée Fourier (FTIR)
Les groupements fonctionnels présents dans la structure des preuves investiguées
ont été par I'intermeéde des mesures spectroscopiques FTIR, en utilisant un spectometre

Spectrum BX de Perkin Elmer.

Spectroscopie Raman
Dans le cadre de cette these, les spectres Raman on €té enregistrés a I’aide d’un

spectometre Raman dispersiv type RenishawInVia (2012) [28].

Adsorption — Désorption de gaz (BET)
Des études d’adsorption / désorption de gaz ont été réalisées dans la présence N2
a une température de 77K a 1’aide d’un instrument ASAP 2020. Pour la détermination

de la surface spécifique des preuves, on a utilisé les méthodes Bruaauer-Emmett-Teller
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(BET), Langmuir et t-plot. Le volume des pores et leur diametre ont été calculés par le

modele Barrett-Joyner-Halenda (BJH) [21].
2.3. Caractérisation ultrasonore des biomatériaux céramiques

2.3.1 Caractérisation ultrasonore des solutions

Les équipements qui sont utilisés aux déterminations expérimentales sont
groupés comme il suit :

a. Le récipient thermo-controlé (réalisé a S.C. Nuclear NDT Research & Services)
est formé des deux structures: (1) le récipient d’acier inoxydable a couvercle de
plexiglas par lequel il passe le transducteur ultrasonique d’immersion, sonde de
température, axe de 1’hélice d’homogénéisation agi par le moteur fixé sur le
couvercle et spirale de chauffage du liquide ; (2) Le bloc électronique de mesure
et de contrdle de la température, qu’affiche la température avec erreur de 0,1 °C
et commande apres un programme adaptatif le chauffage en récipient, afin de
maintenir une température constante du liquide du vaisseau d’acier inoxydable,
ou la croissance apres une fonction de temps donnée. Le méme bloc de
commande agi aussi I’hélice d’homogénéisation de la température.

b. L’appareil puser-receiver (réalisé au laboratoire LAUM — Université du Havre -
France). Il fonctionne dans ce travail, en régime de pulser-receiver sur un seul
transducteur qu’accomplit les deux réles. L’appareil émet un pouls bref (signal
Dirac) d’haute tension (300 V). Le transducteur produit un signal de résonance
et puis il réceptionne les échos du liquide mesuré. L’appareil amplifie ces
signaux (amplification réglable jusqu’a 100 dB) et il les applique a la borne de
sortie, qui est li¢ a I’entrée de 1’oscilloscope. L’appareil a encore une sortie
« trigger-out » qui est utilisée pour la synchronisation de 1’oscilloscope par
I’entrée « Aux » de celui —ci.

c. Transducteur ultrasonore. Il a été choisi le modele HSK (produit par General-
Electric, Krautkramer), avec la fréquence centrale SMHz et un trés court pouls.
Le transducteur est couplé a la borne 1 de I’appareil pulser — receiver.

d. L’oscilloscope Tektronix DPO 4014B (produit par Tektronix) est utilisé pour
I’affichage et le stockage des signaux de pulser — receiver. Le stockage se réalise

sur stick de mémoire sous forme de fichiers de texte.
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Figure 2.1: Croquis d’interconnexion des appareils utilisés [134]
2.4. Caractérisation biologique des biomatériaux céramiques

2.4.1 Viabilité des cellules endothéliales sur poudres d’hydroxyapatite dopée avec

différentes concentrations de zinc

Cultures de cellules

Le matériel biologique utilisé a été représenté par des cellules endothéliales
humaines, la ligne EAhy 926 (Edgell C, 1983) augmentées dans le milieu de culture
DMEM avec 4,5 %o glucose ou il a été ajouté 10% sérum feetal bovin et 2% mélange
antibiotique (pénicilline, néomycine et streptomycine). Les cellules endothéliales (0,85
x105 cellules/ml) ont été augmentées 72 heures a 37°C et 5% CO:2 sur supports
d’hydroxyapatite (HAp) en contenant des différentes concentrations de Zn (1%, 3%,
5%, 1%, 10%, 20%, 30%).
Viabilité cellulaire

Les cellules vivantes se distinguent par la présence de ’estérase intracellulaire,
déterminée par la conversion enzymatique de la calcéine AM non fluorescente en
calcéine intense fluorescente. Le colorant polyanionique — la calcéine est bien retenus
dans les cellules vivantes, en produisant une fluorescence verte intense, uniforme dans
les cellules vivantes (excitation / émission : 485nm/530nm). Les cellules mortes ont été

mises en évidence par coloration avec ethidium homodimer (EthD-1).
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2.4.2 Viabilité des cellules HepG2 sur poudres d’hydroxyapatite dopée avec des

différentes concentrations de zinc

Cultures cellulaires

Les tests de croissance cellulaire des cellules HepG2 ont été réalisés
conformément a la méthode antérieurement décrite dans la littérature [135] avec les
modifications suivantes : les cellules HepG2 ont été augmentées dans un
Environnement Minimal Essential (Minimul Essential Medium - MEM) amélioré avec
10% v/v sérum bovin feetal (FBS), 20 mM L-glutamine, 100 pg'-mL™! stréptomicine et
100 U mL! pénicilline [132].
Viabilité cellulaire

Pour les tests de viabilité cellulaire, ils ont été semés 3.105 cellules HepG2 dans
chaque godet d’une plaque avec 12 godets. La viabilité cellulaire a été déterminée par la
numération des cellules colorées avec Bleu Trypan a I’aide d’un Comptoir Cellulaire
Automatique TC20 (BioRad) [132]. Les différents composants HApZn ont été
solubilisés a 1’eau jusqu’au moment quand ils sont arrivés a une concentration finale de

10 mg/ml.

2.4.3 Viabilité des cellules HelLa sur poudres d’hydroxyapatite dopée avec Zn

dans la matrice de collagéne

Etude de la cyto-toxicité

Pour I’effectuation des expériences, ils ont été utilisés des cellules HelLa. Les
cellules ont été développées en DMEM:F12 (Invitrogen, NY, USA) complété avec 10%
sérum bovin thermiquement inactif et pénicilline/streptomicine a 37°C avec 5% COz. La
morphologie des cellules a ét¢ étudiée avec un microscope avec fluorescence.
Brievement, les cellules ont été fixées dans une solution avec 70% éthanol, colorées
avec Spg/ml iodure de propidium et étudiées avec un microscope Leica DFC450 [11].
La cyto-toxicité a été établie en utilisant la couleur bleue Trypan suite au traitement
avec 100 pg/ml composant pendant 24 heures [11].
Distribution du cycle cellulaire

3x10° cellules ont été déposées dans chaque des 6 godets et elles ont été traitées
pendant 72 heures avec une quantit¢ de matériel de 100 pg/ml. Apres la période de

traitement, les cellules ont été récoltées d’une sous-couche et colorées avec iodure de
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propidium, I’acquisition a été réalisée a 1’aide d’un cytometre de flux Epics Beckman
Coulter. Les données ont été analysées a 1’aide d’un programme Plow Jo et elles ont été

exprimées comme fractions de cellules dans des différentes étapes du cycle [11].
2.4.4 Etudes antimicrobiennes sur Escherichia coli

Le test quantitatif de la concentration inhibitrice minimale (MIC, pg/mL) s’est
basé sur dilutions séries doubles effectuées en plaques avec 96 godets. Les plaques ont
été incubées pendant 12 heures a une température de 30 °C sous agitation constante de
45 rpm dans un lecteur de plaques Tecan, ’absorbance a 600 nm étant mesurée a

chaque 15 minutes [28,132].

2.4.5 Evaluation qualitative de la sensibilité des différentes souches microbiennes

par rapport aux nanoparticules avec potentielle action antimicrobienne

Pour [D’évaluation qualitative des propriétés antimicrobiennes des preuves
Collagene, HApZn10, HApZn10-CBc_4 et HApZn10-CBc_1, on a utilisé une méthode
diffusimétrique adaptée. L’effet bactéricide du composant (inhibition de la croissance
bactérienne) a été¢ quantifié par I’apparition d’une zone d’inhibition (zone claire) autour

du spot [136].
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3¢me Chapitre: Caractérisation physique-chimique et

biologique de I’hydroxyapatite dopée avec zinc

Dans le cadre de ce chapitre, ils sont présentés les résultats obtenus suite a la
caractérisation physique — chimique et biologique des nano-poudres sur base
d’hydroxyapatite (HAp) et hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations de
zinc. Dans le Tableau 3.1 1ils sont présentés les dénominations des preuves
d’hydroxyapatite dopée avec zinc selon la concentration de zinc présente dans chaque

preuve.

Tableau 3.1: Dénominations des preuves étudiées

Concentration de zinc

Preuve De la preuve
HAp xzn=0
HApZnl xzn=0.01
HApZn3 xzn=0.03
HApZn5 xzn=0.05
HApZn7 xzn=0.07
HApZn10 xzn=0.1
HApZn20 xzn=0.2
HApZn30 xzn=0.3

L’influence du zinc sur la structure et la morphologie de I’hydroxyapatite a été
étudiée selon les différentes concentrations de zinc.

Les propriétés structurales des matériaux obtenus ont été évalués par Diffraction
de Rayonnements X (DRX), Microscopie Electronique de Balayage (MEB),
Microscopie Electronique dans la Transmission (MET) et Analyse Thermique (TG-
DTA). Des informations sur la morphologie des particules ont été obtenues suite aux
investigations MEB et MET, En plus, les propriétés optiques des matériaux obtenus ont
été étudiées par Spectroscopie en Infrarouge avec Transformé Fourier (FTIR),
Spectroscopie Raman et Spectroscopie avec photoélectrons de Rayonnements X (XPS).
L’analyse d’éléments a été réalisée par XPS et Spectroscopie d’Energie Dispersive de
Rayonnements X (EDAX). En plus, dans le cadre de cette these, ils ont été réalisés des
études de porosité des matériaux obtenus. Les études de porosité ont été effectuées par

la technique d’adsorption — désorption d’azote. Pour 1’évaluation de la porosité, de la
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dimension et du volume de pores, et aussi de la surface spécifique, ils ont été utilisés les
méthodes BET (Brunauer—Emmett—Teller), Freundlich, t-Plot et BJH (Barrett-Joyner-
Halenda). En plus, I’effet de la concentration de zinc sur 1’hydroxyapatite a été évalué

par des études biologiques, telles que la viabilité cellulaire et études antimicrobiennes.

3.1. Caractérisation physique — chimique des poudres

d’hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations de zinc

3.1.1 Diffractométrie de rayons X (DRX)

Les diffractogrammes des poudres d’hydroxyapatite dopée avec des différentes
concentrations de zinc (HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZnl0,
HApZn20 et HApZn30) sont présentés dans les Figures 3.1-3.3. Les résultats de la
diffraction de rayonnements X obtenus pour toutes les 8 preuves (HAp, HApZnl,
HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZn10, HApZn20 et HApZn30) mettent en évidence
la présence des maximales associées a I’hydroxyapatite (Caio(PO4)s(OH)2) hexagonale
qu’appartient au groupe spatial P63m, en conformité avec la fiche ICDD-PDF No. 9-
432. Les données expérimentales sont marquées en bleu, et les données calculées sont
représentées par une ligne de couleur grise. Les lignes verticales représentent les
positions des lignes de diffraction de 1’hydroxyapatite hexagonale. La ligne grise d’en
bas de la figure représente le profil de la différence entre les données expérimentales et
celles calculées en utilisant la méthode Rietveld.

Les valeurs calculées des parametres de réseau « a » et « ¢ » ont baissées quand
la concentration de Zn des preuves a augmenté. D’autre partie, une fois avec la
croissance de la concentration de Zn, on a observé que la dimension moyenne des
cristallites a baissé de 23.1879 mm (HAp) a 4.7546 mm (HApZn30). La diminution de
la dimension des cristallites une fois avec la concentration de Zn des preuves justifie
I’¢élargissement des maximales de diffraction observée. Les résultats présentés dans
cette étude sont logiques et en accord avec ceux antérieurement présenté par E.S. Thain
et al. [137], en tenant compte que le rayonnement ionique de Zn>* (0,074 nm) est plus

petit en dimension que celui de Ca?* (0,099 nm).
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Figure 3.1: Traitement Rietveld des preuves HAp, HApZn1 et HApZn3.
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Figure 3.3: Traitement Rietveld des preuves HApZn20 et HApZn30.

Dans chaque diffractogramme obtenue pour les preuves d’hydroxyapatite dopée avec

des différentes concentrations de zinc, il a été identifié uniquement la phase hexagonale

avec les parametres de réseau caractéristiques a I’hydroxyapatite (Tableau 3.2). La

dimension moyenne des cristallites a baissé une fois avec la croissance de la

concentration de zinc des preuves (Tableau 3.2).

A la fois les paramétres de réseau des preuves d’hydroxyapatite dopée avec des
différentes concentrations de zinc (HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS5, HApZn7,
HApZn10, HApZn20 et HApZn30) et aussi les facteurs R [138] ont été déterminés en

utilisant

la méthode Rietveld pour le traitement des données DRX collectées dans
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I’intervalle 26 20-80° et en utilisant le programme MAUD (Material Analysis Using
Diffraction) [139] par I’application de la théorie Popa pour I’analyse de la
microstructure anisotrope [140], implémentée dans le code du programme MAUD

comme "regle Popa".

Tableau 3.2: Les constants de réseau calculées, les écarts survenus dans le cas des
preuves Zn:HAp et les dimensions moyennes de cristallites mesurées parallele et

perpendiculaire par rapport a ’axe c pour les différentes valeurs xzn.

Parametres de réseau Dimensions des cristallites XZn
a =b/écart (A)

Preuve . c/écart (A)
(A)

ICDD-PDF#9- 9418 6.8838/0.001
432
HAp 9.4320/0.001 6.8828/0.001 231.879 + 1.000 0
HApZnl 9.4325/0.001 6.8818/0.001 230.797 + 1.000 0.01
HApZn3 9.4348/0.001 6.8808/0.002 224.182 +1.000 0.03
HApZn5 9.4365/0.001 6.8838/0.001 201.651 = 1.000 0.05
HApZn7 9.4298 6.8806/0.001 193.858+ 1.000 0.07
HApZn20 9.4287 6.8736/0.001 99.671+ 1.000 0.2
HApZn30 9.4273 6.8718/0.001 47.546+ 1.000 0.3

Il a résulté que chaque preuve est constituée des nano-cristallites allongées qui peuvent
étre approximées par un ellipsoide circulaire, avec la dimension plus longue parallele
avec I’axe cristallographique « c» d’HAp. Les valeurs obtenues pour les facteurs R
finaux (Rwp, Rexp et Rragg) [141] suite au traitement des preuves HApZn (HAp,
HApZnl, HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZn10, HApZn20 et HApZn30) en utilisant

la méthode Rietveld sont présentées dans le Tableau 3.3.

Tableau 3.3: Valeurs obtenues pour les facteurs R finaux (Awp, Aexp §i Rbrage).

Preuve pr (%) Rexp (%) RBragg (%)
HAp 24120636  0.9340562  1.8473682
HApZnl 2262112 0.9263251  1.8062721
HApZn3  2.2435231 0.92514825 1.7426357
HApZnS  2.2953548  0.9202162  1.731587
HApZn7 2.329898 09187892  1.7531348
HApZnl10 2.1904957  0.9283141  1.7085351
HApZn20  2.22002 0.9004986  1.7693205
HApZn30 1.5515361 0.8810307  1.2327117
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3.1.2 Microscopie électronique de balayage (MEB)

La morphologie et la composition des éléments des poudres d’hydroxyapatite dopée
avec des différentes concentrations de zinc a été¢ investiguée par I’inntermede de la
microscopie ¢électronique de balayage (MEB) et de la spectroscopie d’énergie dispersive
de rayonnements X (EDAX).

Dans la Figure 3.4, ils sont présentés les micrographies MEB des poudres HAp,
HApZn3, HApZnS, HApZn10, HApZn20 et HApZn30. Les preuves étudiées ont permis
la mise en évidence de ’influence de la concentration de zinc sur la morphologie des
nanoparticules. Dans les six images MEB présentées, on peut observer que les poudres
sont formées des particules a 1’échelle nanométrique allongées qui ont la tendance de
former des agglomérations une fois avec la diminution de leur dimension. De méme, on
peut remarquer le fait que le dimensionnement des nanoparticules baisse une fois avec
la croissance de la concentration de zinc, en empéchant ainsi 1’observation claire des
nanoparticules. Ainsi, pour la poudre avec la concentration la plus grande de zinc
(HApZn30) (Figure 3.4 b), ils ont été€ observés des nanoparticules avec des dimensions
extrémement réduites qui ont la tendance de s’agglomérer.

L’analyse des éléments des preuves HAp, HApZn3, HApZnS, HApZn10, HApZn20
et HApZn30 est présentée dans la Figure 3.5. Dans le cas de la preuve HAp
(hydroxyapatite pure, xzn=0), on peut observer que les principaux éléments constituants
sont I’oxygene (O), le phosphore (P) et le calcium (Ca). La présence du zinc (Zn) a été
observée dans le cas des preuves HApZn3, HApZnS5, HApZnl0O, HApZn20 et
HApZn30. De méme, les spectres EDAX ont mis en évidence la croissance de la
concentration de zinc, en se remarquant une croissance de 1’intensité des maximales
associées une fois avec sa croissance. En plus, les spectres EDAX relevent le fait

qu’aucune preuve ne contient d’autres éléments ou impuretés.

33



0 HFW
1 3 )C mm | 1,49 pm

| HFW  |—— 500 nm ——— / n HFY
m[1.49 pm 10:5 m | 1.49 pm

HApZn5 HApZn30

(T — S — 2014 v ) HF\
mm |1.49 pm| 00 9 m  1.49 pm

Figure 3.4: Micrographies MEB des poudres HAp, HApZn1, HApZn3, HApZnS5,
HApZn10, HApZn20 et HApZn30
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Figure 3.5: Spectres EDAX des poudres HAp, HApZn1, HApZn3, HApZn5, HApZn10,

HApZn20 et HApZn30

Les cartographes des éléments réalisés sur les preuves qui font 1’objet de cette

¢tude ont permis I’observation de la distribution des éléments constituants. Dans la

Figure 3.6, ils sont présentés les cartographies des deux preuves représentatives

(HApZnS et HApZn30). Ils ont été choisis ces preuves pour mettre en évidence la

distribution des éléments constituants une fois avec la croissance de la concentration de

zinc. On peut observer que les éléments constituants de chaque preuve analysée sont

uniformément distribués. Une croissance de la quantité de zinc a été observée dans le

cas des preuves HApZnS et HApZn30. En plus, on peut remarquer une diminution de la

quantité de calcium au fur et a mesure que la quantité de zinc a augmenté.
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Figure 3.6: Cartographie des éléments de la poudre de HApZn5 et HApZn30

3.1.3 Microscopie électronique en transmission (MET)

Pour obtenir des informations sur la structure, la dimension et la forme des
particules des preuves investiguées (HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS, HApZn7,
HApZnl10, HApZn20 et HApZn30), on a effectué des études de microscopie
€électronique en transmission (MET). Les micrographies MET obtenues pour les poudres
analysées sont présentées dans la Figure 3.7. Elles ont montré que toutes les poudres
analysées sont formées des particules a I’échelle nanométrique 1égerement elliptiques.
Suite a I’énumération de plus de 500 nanoparticules, pour chaque preuve, on a réalisé la
distribution de dimensions (Figure 3.8). On a remarqué que la dimension des particules
a baissé une fois avec la croissance de la concentration de zinc de 25 nm (xzn=0) a 16
nm (xzn=30). Suite aux dimensions tres petites des nanoparticules, on a observé une
tendance d’agglomération. Les résultats obtenus suite a ces investigations ont confirmé
les résultats des études MEB. Les deux méthodes de caractérisation ont montré que la

dimension des particules baisse quand la concentration de zinc augmente.
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Figure 3.7: Micrographies MET obtenues pour les poudres HAp, HApZn1, HApZn3,
HApZn5, HApZn7, HApZn10, HApZn20 et HApZn30, une fois avec les images SAED

insérées au coin inférieur gauche de chaque micrographie

37



HAp _ *1 HApZn1

F % N

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 15 18 21 24 27
diameter (nm)

./

—~J
-

frequency (%)
frequency (%)
t

n

36
diameter (nm)

m HApZn3 B HApZn5

Il i

AN
-~
~]

frequency (%)
frequency (%)

sl

0
12 I4 1618 20 22 24 26 28 30 32 34 36 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

diameter (nm) diameter (nm)
0] HApZn7 _ y HApZn10
AT 7
—~ 15 /| ™ . VZ \S
= & 17
g0 5 s
= =
& &
5 44
0 0 -

10 12 14 18 20 22 24 26 28 30 32 6

12 14 16 I8 20 22 24 26 28
dtameter (nm)

diameter (nm)

5] HApZn20 _ m HApZn30 =
_’-'_‘ T
AN 7;7 x
154
S Z gn
7 >
S £
& £
51 4
oL LI ol ; . : ;
2 4 6 012 14 16 18 20 2 24 2 4 6 8 12
diameter (nm) diameter (nm)

Figure 3.8: Distributions de dimensions des poudres HAp, HApZn1, HApZn3, HApZnS5,
HApZn7, HApZn10, HApZn20 et HApZn30

38



3.1.4 Analyse thermique (TGA-DTA)

Par l’interméde de I’analyse thermique on a pu investiguer les modifications
physique-chimiques qui ont lieu sous I’action imposée par la variation de la
température. Ainsi, on a pu observer la stabilité des preuves d’hydroxyapatite (HAp) et
hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations de zinc (HApZnl, HApZn3,
HApZnS, HApZn7 et HApZn20) et étudier les effets qu’accompagnent les différentes

transformations qui ont lieu pendant le traitement thermique.
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Figure 3.9: Les courbes TGA et DTA des preuves HAp, HApZn1, HApZn3, HApZn5,
HApZn7 et HApZn20
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La courbe d’analyse thermogravimmétrique (TGA) a permis la mesure des
changements de masse des preuves selon la température dans I’intervalle 30-1200°C (en
air statique avec un taux linéaire de chauffage de 10°C/min). D’autre partie, I’analyse
thermique différentielle (DTA) nous a permis ’obtention de certains renseignements
importants sur les processus exothermiques ou endothermiques des preuves analysées.
Les courbes TGA et DTA caractéristiques aux preuves étudiées obtenues suite a
I’analyse therogravimétrique et a 1’analyse thermique différentielle sont présentées dans
la Figure 3.9. Les températures maximales du processus (maximales exothermiques) ont
¢té déterminées suite a 1’analyse de la courbe DTA.

Suite aux analyses thermiques effectuées pour les preuves d’hydroxyapatite (HAp)
et hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations de zinc (HApZnl, HApZn3,
HApZnS, HApZn7 et HApZn20), on a observé qu’une fois avec la croissance de la
concentration de zinc des preuves, la premiere perte de masse a lieu dans un intervalle
de température de plus en plus augmentée. De méme, la température maximale
enregistrée sur les courbes DTA (maximales exothermiques) se déplace une fois avec la
croissance de la concentration de zinc. Ainsi, on peut observer qu’il s’est déplacé de
241°C (HAp) a 384°C (HApZn20).

Dans le cas de toutes les preuves analysées, le premier maximal exothermique
observé corresponde a la déshydratation et la perte des molécules d’eau physiquement

adsorbées par la poudre d’hydroxyapatite [142].

En plus, la mise en évidence d’une seule perte de masse jusqu’autour de la
valeur de 700-800 °C suggére la formation de 1’hydroxyapatite bien cristallisée [143].
Les études d’analyse thermique confirment ainsi les résultats obtenus suite au traitement
des données de diffraction de rayonnements X, qui ont mis en évidence une seule phase
cristalline qu’appartient a I’hydroxyapatite hexagonale dans le cas de toutes les preuves

analysées.
3.1.5 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La composition des preuves investiguées a été étudiée par I'intermede des mesures
FTIR. Une attention spéciale a été accordée aux régions spectrales 450-700 cm™ et 900-

1200 cm™. Pour ces régions spectrales, ils ont été¢ réalisés des dé-convolutions en
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utilisant des courbes d essayage Voight. Ce

s études ont été complétées par le calcul de

la seconde dérivée des régions d intérét. Ainsi, pour chaque preuve, ils ont ét€é comparés

a la fois les maximales obtenues suite aux dé-convolutions, et aussi celles mises en

évidence par le calcul de la seconde dérivée. Les résultats obtenus sont présentés dans

les Figures 3.10-3.13.
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La substitution des ions de Ca** avec des ions de Zn** dans la structure de

I"hydroxyapatite détermine des modifications spectrales FTIR. Ainsi, on peut remarquer

une diminution progressive de I'intensité des bandes vibrationnelles une fois avec la

croissance de la concentration de zinc des preuves, et aussi leur élargissement général.

En plus, au fur et a mesure que la concentration de zinc des preuves augmente, on

remarque une croissance de I'intensité des bandes vibrationnelles de 3452 cm™ et 1631

cm’! associées a I'eau [144].

Toutes les maximales d adsorption caractéristiques aux preuves étudiées sont

résumées dans le Tableau 3.4, étant présentés les modes de vibration associés a chaque

maximale.

Tableau 3.4: Bandes FTIR des preuves d hydroxyapatite dopée avec zinc

Position maximale (cm™)

- ¥ % &8 3 2 8§ 8§ 2§ ¢
g 3 3 % 3% § 8§ 8 z8 >
o o o - \Q
an < < < < < < < 2 2 o)
a a an a s an s (55 RS 2
472 472 472 472 472 472 472 472 waPOs 26, 195-197
564 564 564 564 564 564 564 564  vaPOs 26, 195-197
574 574 576 574 574 574 574 574 viPOs 26, 195-197
602 602 602 602 604 604 604 604  vaPOs  26,195-197
633 633 633 633 633 633 633 633 wOH  26,193-194
5. 26,195,196,
- - - - - - 947 947  viPOs 198.200
26,
962 962 962 962 962 962 962 - vi POs*  195,196,198-
200
26, 104, 195,
- - - - - - 996 993  v3 PO4* 197, 198,
200, 201
26, 104, 195,
1032 1032 1032 1032 1032 1032 1032 1032  v; POs* 197, 198,
200, 201
26, 104, 195,
1044 - 1044 1052 - 1045 - - vi POs* 197, 198,
200, 201
26, 104, 195,
1057 1056 1056 - - - - - v3 POs* 197, 198,
200, 201
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26, 104, 195,
1070 1070 1070 1070 1070 1070 1070 1070  v3 PO4* 197, 198,
200, 201
26, 104, 195,
1092 1094 1096 1094 1095 1094 - - v3 POs* 197, 198,
200, 201
26, 104, 195,
1111 1111 1113 1112 1106 1105 1102 1101  v3 POs* 197, 198,
200, 201
- - - - - - 1146 - v3 POs* 202

Les spectres FTIR de I"hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations de
zinc suggerent le fait que toutes les preuves ont une composition caractéristique a
I"hydroxyapatite hexagonale. Une fois avec la croissance de la concentration de zinc, les
bandes de 960 et 1036 cm™! sont de plus en plus difficile 2 observer, leur intensité
baissant de maniere significative. Ces modifications produites dans les spectres FTIR
suggerent une diminution de la cristallinité des apatites une fois avec la croissance de la
concentration de zinc des preuves. Les résultats obtenus sont en accord avec les résultats
XRD.

D autres partie, on remarque une croissance du contenu d eau dans les preuves une
fois avec la croissance de la concentration de zinc. Les bandes vibrationnelles associées
a la structure de 1'eau tendent d €tre plus intenses quand la concentration de zinc

augments de xzn=0 (HAp) a xzn=0.3 (HApZn30).
3.1.6 Spectroscopie Raman

Des études complémentaires de la spectroscopie FTIR ont été réalisées par
I'intermede de la spectroscopie Raman. Dans la Figure 3.14, ils sont présentés les
spectres Raman des poudres d hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations
de zinc (a) xzn=0 — HAp, b) xz.=0.01 - HApZn1, ¢) xz,=0.03 - HApZn3, d) xzn=0.05 -
HApZnS, e) xzn=0.07 - HApZn7, f) xz.=0.1 - HApZn10, g) xz»=0.2 - HApZn20 et h)
xzn=0.3 - HApZn30). Les bandes observées dans tous les 8 spectres des preuves
analysées sont associées aux modes de vibration d'étirement et de courbage des
groupements fonctionnels de phosphate.

Dans la partie gauche de chaque spectre, il se trouve la zone augmentée du maximal

principal pour lequel on a fait la dé-convolution avec des fonctions Voight. On peut
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observer que, pour toutes les preuves étudiées le seul maximal observé est celui de 961
cm’!. Il doit remarquer que dans les spectres Raman des preuves analysées, ils n*ont pas
été mis en évidence d autres maximales secondaires. La présence de ce seul maximal
(961 cm™) suggere le fait que toutes les preuves, indifféremment de la concentration de

zinc comportent une structure caractéristique de 1"hydroxyapatite hexagonale [145].
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Figure3.14: Spectres Raman des preuves HAp, HApZn1, HApZn3, HApZn5, HApZn7,
HApZn10, HApZn20 et HApZn30
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Les études de spectroscopie Raman mettent en évidence, comme dans le cas des
résultats FTIR, que toutes les preuves comportent une structure caractéristique de
I"hydroxyapatite. Les petits déplacements des maximales des bandes de vibration sont

dus aux concentrations de zinc des preuves.
3.1.7 Spectrométrie de photoélectrons induits par rayons X (XPS)

Des renseignements sur 1 état chimique de 1 hydroxyapatite dopée avec zinc
Caiox Znx(PO4)s(OH)2 ou 0 < xza < 0.3, ont été obtenus suite a 1'analyse de ces preuves
par la méthode XPS. Cette méthode nous a permis, de méme, 1 analyse chimique
compositionnelle en pouvant, ainsi, identifier les éléments chimiques. Ils ont été réalisés
des mesures sur les preuves HAp (xzn=0), HApZnl (xz,=0.01), HApZn3 (xzn=0.03),
HApZnS5 (x20=0.05), HApZn7 (xz,=0.07), HApZn10 (xzx=0.1), HApZn20 (xzx=0.2) et
HApZn30 (xz,=0.30). Par l'intermede de ces mesures, il a ét€ mis en évidence
I'influence de la substitution des ions de Ca®" avec des ions de Zn?* pendant le
processus de synthese.

Les sommets qui correspondent Cls, Ca 2p, P 2p, 1s O et Zn 2p ont été
identifiés pour toutes les preuves avec 0.01 < xzn < 0.3 investiguées. Comme on s’y
attendait, dans le spectre de la preuve HAp (xzn=0), le sommet associ€ Zn 2p n"a pas été
présent.

En plus, dans le cadre de cette étude, les spectres d haute résolution obtenus
pour Cls, Ca 2p, P 2p, 1s O et Zn 2p ont été analysés. Ainsi, dans le cas Cls, on a pu
observer que la valeur de 1"énergie de liaison pour les maximales Cls reste inchangée
apres la substitution des ions de Ca** avec ceux de Zn**. Plus que ca, il a été effectué la
décomposition des maximales de I'intervalle énergétique correspondant Cls pour
chaque preuve (0 < xza <0.3). On a pu observer que les maximales obtenues suite a la
décomposition Cls ont été mises en évidence a la méme valeur de 1"énergie de liaison
pout toutes les preuves indifféremment de la concentration de zinc. Un comportement
différent a été observé dans le cas de la preuve HApZn30. D autre partie, on a observé
que, au fur et a mesure que la concentration de zinc de la preuve augmente de xzn=0 a
xzn= 0.30, les maximales associées aux énergies de liaison s élargissent et baissent en

intensité.
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Figura 3.15: Spectres XPS d haute résolution pour 1'élément C 1s des preuves HAp,
HApZn1, HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZn10, HApZn20 et HApZn30

49



Les spectres XPS d haute résolution de Ols oxygene pour les preuves HApZn
ont mis en évidence que le sommet associé Ols est situé autour de la valeur de 531.4
eV. Suite a la dé-convolution du sommet associé a 1" énergie de liaison (Es) égale avec
531.4 eV, la preuve HAp (xzn =0) présente un seul sommet. Pour les preuves HApZn
(0.01 < xzn <£0.2), le sommet associé Ols a été dé-convoluté dans deux sommets. Les
énergies de liaison associées aux deux sommets obtenus suite a la dé-convolution sont
légerement influencées par la concentration de zinc des preuves, en marquant de

déplacements de celles-ci quand la concentration de zinc de la preuve augmente.
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Figure 3.16: Spectres XPS d haute résolution pour 1'élément O 1s des preuves HAp,
HApZn1, HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZn10, HApZn20 et HApZn30
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Les spectres XPS d haute résolution de Ca 2p pour les preuves avec 0 < xzn < 0.3

présentent deux sommets associés aux valeurs de I"énergie de liaison caractéristiques Ca

2pir2 et respectivement Ca 2p3.2. Quand la concentration de zinc des preuves augmente,

on observe un déplacement des deux sommets associés aux énergies de liaison avec des

valeurs plus petites. [146].
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Figure 3.17: Spectres XPS d haute résolution pour 1"élément Ca 2p des preuves HAp,
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La ligne du photoélectron P 2p consiste d un seul maximal autour de 1'énergie de
liaison, Eg d’environ 133 eV [147]. En plus, on a pu observer que, au fur et a mesure
que la concentration de zinc de la preuve augmente, l'intensité du maximal du
photoélectron P 2p baisse. De méme, il a été remarqué un élargissement du maximal du

photoélectron P 2p une fois avec la croissance de la concentration de zinc.
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Figure 3.18: Spectres XPS d haute résolution pour 1"élément P 2p des preuves HAp,
HApZn1, HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZn10, HApZn20 et HApZn30
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Les spectres du photoélectron Zn 2p pour des différentes preuves d hydroxyapatite
dopée avec zinc ont mis en évidence la présence du sommet associé Zn 2p autour de la
valeur de 1" énergie de liaison d"environ 1022.4 eV [148] en se modifiant Iégerement une
fois avec la croissance de la concentration de zinc de 1022.44 eV (HApZnl) a 1022.50
eV (HApZn20). Ainsi, I'énergie de liaison de Zn2p3.2 associée au sommet des spectres
du photoélectron Zn 2p pour les preuves avec 0.01 < xza < 0.2 corresponde Zn**, tel
qu'il a été rapporté dans la littérature [149]. Cette chose suggere le fait que la valence
du zinc n*a pas été modifiée pendant le processus de substitution des ions de Ca>* avec

Zn** [150].
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Figure 3.19: Spectres XPS d haute résolution pour I'élément Zn 2p des preuves
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En conformité avec les résultats obtenus suite aux €tudes DRX, FTIR, Raman et
XPS, on peut tirer la conclusion que le matériel utilis€é dans le cadre de cette étude est
I"hydroxyapatite dopée avec zinc. L analyse des spectres de diffraction a montré que
nous n avons pas de maximales supplémentaires, qui mettent en évidence la présence de
certaines phases supplémentaires. Les études XPS ont confirmé les résultats DRX, en
montrant que pendant le processus de syntheése de I"hydroxyapatite dopée avec zinc, la
valence du zinc est restée inchangée (Zn**), mtme quand la concentration de zinc de la
preuve a augmenté. La valeur calculée des rapports molaires Ca / P (1.67) et (Ca+Zn)/P
(1.67) est égale avec la valeur stoechiométrique (1.67) obtenue suite a I"analyse ICP, en
indiquant le fait que les ions de Ca®* ont été substitués par les ions de Zn** au cours du
processus de syntheése, en s intégrant parfaitement dans la structure hexagonale de

I"hydroxyapatite.

3.1.8 Mesures de porosité par adsorption — désorption de gaz (méthode BET)

La structure poreuse des preuves (CaioxZnx(PO4)s(OH)2 - HAp, HApZnl,
HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZn10 et HApZn20) a été déterminée par des diverses
méthodes d adsorption physique (BET, Freundlich, BJH). La surface spécifique
représente la surface totale sur I'unité de masse de produit disponible, y compris la
surface des pores ouverts. La surface spécifique peut étre déterminée par la méthode
Brunauer, Emmett et Teller (BET) [151]. Tel que nous allons démontrer ci-apres,
nombreux parametres peuvent tre déterminés des isothermes d adsorption et désorption
de gaz sur ces solides.

L isotherme d adsorption, avec I'équation Vads = f(p/po), s obtient par la mesure
des quantités volumiques du gaz adsorbé (Vadas) pour les valeurs croissantes de la
pression relative, représentées par p/po, ou p représente la pression, et po représente la
pression des vapeurs de saturation du gaz a la température visée. Le phénomene
d adsorption résulte de la touche des molécules de gaz a la surface du solide (du
matériel). Dans le cadre de notre étude, comme dans plusieurs cas, le gaz étudié est
I"azote et la température est celle d ébullition de I"azote liquide (77 K).

Apres avoir touché la saturation (p/po = 1), en déterminant les quantités de
vapeurs restants adsorbés sur le solide (la surface de la preuve) pour des valeurs

décroissantes de la pression relative (p/po), on peut obtenir I'isotherme de désorption.
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La désorption corresponde au déplacement des molécules de gaz a la surface en rapport
avec la concentration totale de gaz. Souvent, I'isotherme de désorption ne corresponde
pas a lisotherme d adsorption. En conséquence, on observe I apparition d un
phénomene d hystérésis ; la quantité de vapeur restante adsorbée pendant la désorption
pour une valeur donnée p/po est supérieure a celle utilisée pendant 1 adsorption a la
méme pression. Ce phénomene est toujours observé dans le cas des isothermes de type
IV et V et, parfois, dans le cas des isothermes de type II et III. Les différents types
d hystérésis qui s obtiennent classiquement ont été classifiés par DeBoer [152]. Ainsi,
selon le type d hystérésis obtenu, on peut déterminer la forme des pores du matériel
solide analysé. L absence de I hystérésis indique soit que le matériel solide contient
uniquement de micropores, soit que les pores présents sont tubulaires et fermés a une
extrémité.

Les courbes d adsorption — désorption de gaz (N2, a 77 K) nous permettent la
détermination de la texture des preuves (HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS, HApZn7,
HApZn10 et HApZn20). En plus, la texture d"un matériel solide peut étre définie par la
surface spécifiq2ue du matériel, le volume des pores et la forme des pores. La
connaissance de ces caractéristiques des matériaux est trés importante parce que les
propriétés biologiques dépendent en principal de la surface disponible. La forme et la
dimension des pores influencent les réactions qui ont lieu a la surface, la stabilité et les
phénomenes de transfert.

Les isothermes d adsorption obtenues permettent la détermination de la surface
spécifique des preuves. Dans la Figure 3.20, ils sont présentés les isothermes
d adsorption — désorption de gaz des preuves HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS,
HApZn7, HApZn10 et HApZn20.

Tel qu on peut observer, les isothermes d adsorption obtenues sont de type II
conformément a la classification [153]. Les isothermes de type II sont caractéristiques
aux matériaux qui présentent un mélange de micro et méso-porosité. En plus, en accord
avec la classification de DeBoer [152], le type d hystérésis qui se forme montre que la
forme des pores des preuves analysées est de type A. Les pores de type A sont des pores
tubulaires. Une diminution de I"hystérésis des preuves analysées montre qu une partie

des pores tubulaires sont fermés a une extrémité.
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Figure 3.20: Isothermes d adsorption — désorption de gaz des preuves HAp,
HApZn1, HApZn3, HApZn5, HApZn7, HApZn10 et HApZn20.

La détermination de la surface spécifique aux preuves HAp, HApZnl, HApZn3,
HApZnS, HApZn7, HApZn10 et HApZn20 par la méthode BET peut étre obtenue de
maniere expérimentale par 1 adsorption physique d'un gaz a basse température. Cette
méthode de détermination de la surface spécifique est fondée sur les études réalisées par
Brunauer, Emmett et Teller en 1938 [251], qui ont proposé une théorie de 1 adsorption
physique qui suppose que la surface est homogene et I'adsorption se réalise dans
plusieurs couches, les molécules de la premiere couche servent comme lieu d adsorption
pour la seconde couche. En plus, pendant ce processus, il est supposé qu'il ya un
équilibre permanent entre le nombre de molécules qui s adsorbent et celles qui sont
désorbités.

L équation BET pour I"adsorption d'un gaz (N2 dans notre cas) par un solide
(HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZnl0 ou HApZn20) permet la
détermination de la surface spécifique de la preuve analysée. Souvent, I'équation BET

est applicable uniquement sur un certain domaine de pression relative (entre 0.05 et
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0.1), domaine ou les courbes théoriques et expérimentales coincident, parce que la
théorie BET ne tient pas compte de 1"hétérogénéité du matériel solide. En partant de
“équation BET, nous pouvons représenter graphiquement la valeur (p/(Vads(po-p)))
selon p/po. La représentation graphique de (p/(Vads(po-p))) selon p/po pour les preuves
HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZnl10 et HApZn20 est présentée
dans la Figure 3.21.
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Figure 3.21: représentation graphique de (1/(Vadas(po-p))) selon p/po pour les preuves
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HAp, HApZn1, HApZn3, HApZn5, HApZn7, HApZn10 et HApZn20.

Dans le Tableau 3.5, ils sont représentés les valeurs obtenus pour Vm, C et Sser.

Le coefficient de corrélation a été égal avec 0.9999.

Tableau 3.5: Valeurs calculées pour C, Vmet SBer

Preuve

C

Vm(cm®/g STP)

Seer(m?*/g)

HAp
HApZnl

409.126
386.660

22.616
22.852
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HApZn3  383.430 23.956 104.285

HApZn5 393.876 26.514 115.421
HApZn7  379.539 28.222 122.854
HApZn20 391.044 40.962 178.313

Pour la détermination de la distribution de la grandeur des pores, on a utilisé le
modele Barret, Joyner, Hallend (BJH) [154]. Ce modele est basé sur la condensation
(capillaire) de I'azote dans les mésopores, qui a lieu a une pression inférieure que la
pression des vapeurs saturés de 1 absorbant (qui forme un ménisque hémisphérique
liquide - vapeurs).

En tenant compte que par les mesures d adsorption — désorption d azote, nous
obtenons le volume de I"azote adsorbé / désorbité selon la pression partielle, nous
pouvons calculer le volume des pores selon la dimension des pores et, en conséquence,
la distribution de la grandeur des pores du matériel. Le calcul du volume des pores selon
la dimension des pores et la distribution de la grandeur des pores du matériel est
effectué, en général, en utilisant la courbe de désorption. Les distributions du volume
des pores déduites de l'isotherme de désorption correspondant aux preuves HAp,
HApZnl, HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZn10 et HApZn20 sont représentées dans
la Figure 3.22.

Les distributions du volume de pores déduites de I'isotherme de désorption
correspondant aux preuves HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS5, HApZn7, HApZn10 et
HApZn20 (Figure 3.22) ont montré que ' intrusion de 1"azote conduit a une distribution
des pores inférieurs a 100 nm. Tel qu on peut observer, toutes les preuves présentent
une porosité de 2 nm a Ienviron 40 nm.

Afin de déterminer quantitativement la superficie de la surface externe et la
superficie des micropores externes des preuves HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS,
HApZn7, HApZnl10 et HApZn20, on a utilisé la méthode t-plot (Figure 3.23)
développée par De Boer [155] et Sing [156], qui ont montré que cette méthode offre un

moyen pour la détermination de la microporosité des preuves.
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Figure 3.22: Ditribution du volume des pores déduite de 1'isotherme de désorption

correspondante aux preuves HAp, HApZn1, HApZn3, HApZnS5, HApZn7, HApZn10
etHApZn20.

Les graphiques des preuves HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS5, HApZn7,
HApZn10 et HApZn20 présentées dans la Figure 3.22 ont mis en évidence des courbes
caractéri8stiques aux matériaux qui présentent un mélange de micro- et mésopores.
Parce qu'il a été difficile a obtenir des isothermes de référence de solides non-poreux,

les isothermes BET ont été utilis€ées comme référence en accord avec la méthode

proposée par Lecloux [157].
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Figure 3.23: Valeurs t-plot des isothermes d adsorption des preuves HAp et HApZn1.

En plus, les valeurs déterminées pour la superficie de la surface externe, la
superficie des micropores externes, la dimension et le volume des pores des preuves
HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZn10 et HApZn20 sont présentées
dans le Tableau 3.6.

Tableau 3.6: Les valeurs calculées pour la superficie de la surface externe, la

superficie des micropores externes, la dimension et le volume des pores

Superficie de Superficie Volume des ~ Volume des Dimensions
la surface des micropores pores des
Preuve externe micropores (cm®/g STP)  (cm’/g STP) pores (nm)
(m?%/g) externes
(m*/g)

HAp 87.951 10.498 0.007023 0.386 15.533
HApZnl 88.849 10. 361 0.007040 0.461 15.693
HApZn3 94.209 10.076 0.007059 0.404 15. 845
HApZn5 109.976 6.445 0.005956 0.358 15. 890
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HApZn7 116.277 5.5776 0.006598 0.477 15.993
HApZn20 177.552 0.762 0.006750 0.676 16.598

3.2. Etudes biologiques des poudres d hydroxyapatite dopée avec des

différentes concentrations de zinc

3.2.1 Croissance et viabilité des cellules endothéliales sur supports

d hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations de zinc

Pour la premiere expérience (réalisée sur supports non-lavés en milieu de
culture) apres trois jours de culture, on a analysé la viabilité des cellules endothéliales
agrandies sur les supports d hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations
de Zn (xz0=0, xz0=0.01, xz0=0.03, xz0=0.05, xzn=0.1 1 xzn=0.3). Au cours des 3 jours de
culture, on a observé un effet cytotoxique élevé des supports sur la culture de cellules en
comparaison avec les cellules agrandies sur support de verre. Les images de
microscopie de fluorescence montre la croissance d un nombre tres réduit de cellules
sur les supports d" HAp avec et sans Zn et mortalité absolue par la coloration avec EthD-
1 (Figure 3.24). En plus, les supports d hydroxyapatite présentent une auto-fluorescence
puissante dans le domaine de la calcéine, en induisant des interférences a I observation

des cellules viables [134].

HApZn5

HApZnl HApZn10

HApZn3 HApZn30

Figure 3.24: Image des cellules endothéliales agrandies sur supports d hydroxyapatite
dopée avec des différentes concentrations de Zn (xxa=0, xxa=0.01, xxn=0.03, xxa=0.05,

xxn=0.1 et xxa=0.3), colorées avec EthD-1 (cellules mortes) [134]



Par comparaison, les cellules endothéliales agrandies sur lamelle de verre sont
au stade de confluence ayant viabilité élevée démontrée par la coloration avec calcéine
AM (Figure 3.25a). La coloration avec EthD-1 des cellules traitées avec alcool
éthylique 70% (pour la fixation et la perméabilité des membranes) met en évidence la

mort de toutes les cellules (Figure 3.25b) [134].

Figure 3.25: Image des cellules endothéliales agrandies sur supports de verre colorées
avec calcéine AM pour les cellules vivantes (a) et EthD-1 pour les cellules mortes (a)

[134]

Pour un second set de supports d hydroxyapatite dopée avec des différentes

concentrations de Zn (xxn=0, xxn=0.01, xxn=0.03, xxn=0.05, xxn=0.07, xxn=0.1, xxn=0.2
et xxn=0.3), ils ont été réalisés des tests de détermination des valeurs de pH a 24h et 48h
dans le milieu de culture DMEM avec 4.5% glucose sans sérum.
Les cellules ont été traitées pour la détermination de la viabilité cellulaire par le
marquage des cellules vivantes (coloration avec calcéine AM) et des cellules mortes
(coloration avec EthD-1). Apres la coloration, les cellules ont été montées entre le
support (lamelle) et lame, en utilisant un milieu de montage qui contient DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole),, colorant spécifique pour les acides nucléiques, qui a mis en
évidence les noyaux des cellules endothéliales, noyaux appartenant a la fois aux cellules
mortes et aussi aux cellules vivantes (fleches, Figure 3.26). On observe une petite
croissance du nombre de cellules endothéliales qui peuplent les supports
d hydroxyapatite dopée avec zinc, directement proportionnelle avec la concentration de
Zn contenue sur les supports (HAp, HApZn5, HApZn7, HApZnl10, HApZn20 et
HApZn30) [134].
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Figure 3.26: Mise en évidence par la coloration avec DAPI des noyaux des cellules
endothéliales qui peuplent les supports d hydroxyapatite dopée avec des différentes

concentrations de zinc (Xza=0, xza=0.05, x2,=0.07, xz0=0.1, xzo=0.2 et xza=0.3) [ 134]

Les images de microscopie de fluorescence montrent la baisse 1égere du nombre
de cellules mortes (fleches, Figure 3.27) une fois avec la croissance de la concentration
de Zn (xzn=0, xzn=0.01, xzn=0.03, xz,=0.05, xz:=0.07, xza=0.1, xz0=0.2 et xzn=0.3). Les
cellules vivantes ne peuvent pas €tre observées a cause de 1 auto-fluorescence puissante.
La coloration avec DAPI a mis en évidence le nombre total de cellules (vivantes et
mortes) détectées sur les supports semés avec cellules. Par la différence qualitative de la
coloration avec DAPI (cellules totales) et avec EthD-1 (cellules mortes), il résulte une
croissance relativement réduite du nombre de cellules viables présentes sur les supports
d hydroxyapatite dopée avec zinc directement proportionnelle avec la concentration de
Zn contenue (xzn=0, xz,=0.01, xz,=0.03, x2z,=0.05, xz,=0.07, xz.=0.1, xz:=0.2 et
xzn=0.3) [134].
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Figure 3.27: Mise en évidence des cellules endothéliales mortes sur les supports

d hydroxyapatite dopée avec zinc par coloration avec calcéine AM et EthD-1 [134]

Les résultats de viabilité obtenus sur les supports d HAp ont été comparés avec
ceux obtenus sur les cellules cultivées sur les lamelles de verre. Apres 8 jours de
culture, les cellules endothéliales se trouvent dans le stade de pré-confluence, par leur
densité couvrant presque I"entiere surface de la lamelle (Figure 3.28). Par la coloration
avec calcéine AM et EthD-1, on observe des cellules vivantes (vertes) et des cellules
mortes (rouges) (Figure 3.28a) et des cellules mortes (prétraitées avec alcool éthylique
70%), (Figure 3.28b). Ces résultats montrent la densité réduite des cellules des supports
d"HAp avec et sans Zn en comparaison avec les cellules agrandies sur les lamelles de

verre [134].
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Figure 3.28: Cellules endothéliales cultivées sr les lamelles de verre (a) — cellules
vivantes (vertes) et cellules mortes (rouges) colorées avec calcéine AM et EthD-1; (b)
cellules mortes — cellules prétraitées avec alcool éthylique 70% et colorées avec

calcéine AM et EthD-1 [134]

3.2.2 Viabilité des cellules HepG2 sur poudres d hydroxyapatite dopée avec des

différentes concentrations de zinc

La ligne cellulaire HepG2 est formée des cellules de carcinome hépatique
humain, issues du tissu hépatique. Au niveau mondial, le carcinome hépatocellulaire est
le cinquieme le plus souvent rencontré type de cancer [158]. Depuis le début des années
"90, il a été étudié l'effet inhibiteur des nanoparticules d hydroxyapatite sur la
prolifération des cellules cancéreuses, ce sujet apportant in intérét avide pour la science
des matériaux et la médecine appliquée [158-165]. La ligne des cellules HepG2 est a ce
jour utilisée a large échelle pour le développement de nouveaux médicaments pour le
traitement du cancer [168-169]. Des études antérieures [159,166] ont montré que la
dimension des nanoparticules d hydroxyapatite comporte un rdle essentiel dans
I"activité anti-tumorale, apoptose et pour I"activité des niveaux protéiques activés par la
signalisation apoptotique [166]. Dans ce contexte, des études de I'effet des poudres
d hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations de zinc sur les cellules
HepG2 sont utiles pour les possibles futures applications biomédicales.

Ainsi, dans le cas des cellules HepG2, on a testé la viabilité cellulaire dans la
présence des preuves d hydroxyapatite dopée avec zinc avec xzan = 0 (HAp), xzn = 0.01
(HApZnl), xza = 0.03 (HApZn3), xza = 0.05 (HApZnS), xzn = 0.07 (HApZn7) si Xzn =
0.1 (HApZn10) aux différentes concentrations.
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Pour les preuves HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS5, HApZn7 et HApZnl10, ils
ont été étudiés quatre concentrations différentes : 62.5, 125, 250 et 500 pg/mL. Dans
toutes les expériences effectuées, a 1'exception de 1'étalon, on a enregistré la morte
d environ 20% des cellules (Figure 3.29). La preuve HAp a induit un taux plus élevé de
la mortalité cellulaire pour les concentrations de 62.5, 125 et 250 pg/mL, celle-ci en
augmentant une fois avec la concentration, en arrivant a la fin pour 250 pg/mL a une
mortalité d environ 40%. Pour les concentrations plus élevées (500 and 1000 pg/mL), la
toxicité a baissé, en arrivant a une mort cellulaire d uniquement 20%. Ce niveau de
mortalité est similaire avec celui enregistré pour les preuves d hydroxyapatite dopée
avec zinc. La toxicité observée pour les preuves HApZnl, HApZn3, HApZnS5, HApZn7
et HApZnlO est due le plus probable a la sédimentation des particules pendant les
expériences. Cependant, I'effet positif sur la survivance cellulaire observé pour
HApZn5 pourrait étre di 2 une libération supérieure d*ions Zn>* sur lesquels on sait que
stimulent la prolifération cellulaire aux concentrations d environ 100 uM [132,170].

Les résultats des études effectuées ont montré que I activité des nanoparticules
d hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations de zinc sur les cellules
HepG2 est fortement influencée par leur dimension. Des études antérieures [28,171-
172] soutiennent cette hypothese, en démontrant que la cyto-toxicité des nanoparticules
HapZn est dépendante de leur dimension. Une fois avec la croissance de la
concentration de zinc, on a remarqué une diminution de la dimension des particules, en
observant un effet cytotoxique plus prononcé pour les poudres ayant des concentrations
plus petites de zinc. En plus, Chithrani et al. [173] ont rapporté que la cinétique
d absorption cellulaire et les concentrations de saturation sont dépendantes des
dimensions des nanoparticules. D autre partie, Osaki et al. [174] ont établi que les
nanoparticules semi-conductrices ayant un diametre de 50 nm ont pénétré les cellules
par I'endocytose par I'intermede des récepteurs plus facilement que les nanoparticules
ayant des dimensions plus petites [28].

Récemment, des études sur la corrélation entre les propriétés des particules et la
cyto-toxicité et bio-stabilité [28,175] ont montré que, en ce qui concerne I absorption
cellulaire, les nanoparticules d hydroxyapatite a forme allongée sont plus adéquates que

celles a forme sphérique.
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Figure 3.29: Viabilité des cellules HepG2, 24 heures apres 1'incubation avec
hydroxyapatite dopée avec zinc avec xzn = 0, Xzn = 0.01, xzn = 0.03, xzn = 0.05, xz0 =
0.07 et xzn = 0.1 aux concentrations entre 62.5 et 500 pg/mL. Les barres d erreur ont

été calculées d"au moins 3 expériences indépendantes [28,132].

3.2.3. Etudes antimicrobiennes sur Escherichia coli

Il a été évalué I'effet de 1"hydroxyapatite dopée avec zinc avec xzn=0 (HAp),
xzn=0.01 (HApZnl), xz,=0.03 (HApZn3), xzn=0.05 (HApZnS), xz.=0.07 (HApZn7) si
xzn=0.1 (HApZn10) sur la viabilité cellulaire procaryote et eucaryotes.

Les six preuves d hydroxyapatite dopée avec zinc ont influencé la croissance
cellulaire d* Escherichia coli uniquement aux concentrations tres élevées (1000 et 500
pg/mL). Les preuves HApZnl et HApZn3 inhibent la croissance E. coli avec 45% et
respectivement 20% aux concentrations de 1000 pug/mL et respectivement 500 pg/mL
(Figure 3.30 a).

Dans le cas des preuves d hydroxyapatite dopée avec zinc avec xzn=0.07
(HApZn7) et xzn=0.1 (HApZnl0), on remarque une inhibition significative de la
croissance de la souche bactérienne Escherichia coli uniquement pour les
concentrations de 500 et 1000 pg/mL (Figure 3.30 b). La similitude de I effet
bactéricide de toutes les preuves investiguées suggere que leur toxicité diminuée sur la
souche bactérienne est influencée par la dimension des particules présentes dans la

solution. Cette hypothese est soutenue par les résultats expérimentaux qu indiquent une
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toxicité plus basse dans le cas de la preuve HApZnl10, la derniere ayant une quantité

supérieure de zinc, mais des dimensions inférieures des particules [28].
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Figure 3.30: Croissance cellulaire de la bactérie E. coli en LB a 30 °C pendant 12
heures, dans la présence de 1"hydroxyapatite dopée avec zinc avec xzn = 0, xza = 0.01,
xzn = 0.03, xzn = 0.05, xz0 = 0.07 $i xzn = 0.1 aux concentrations entre 1.95 et 1000
pg/mL. Les barres d erreur ont été calculées au moins dans 3 expériences

indépendantes. [28,132]

Les investigations biologiques effectuées suggerent que la cyto-toxicité des
preuves sur la souche bactérienne E. coli et la ligne cellulaire HepG2 dépendent de la

dimension des particules.

3.3. Conclusions

Dans le cadre de ce chapitre, ils ont été présentés les résultats obtenus suite a la
caractérisation morphologique, structurelle, biologique et de porosité des poudres
d hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations de zinc. Pour cette finalité,
ils ont été synthétisés des poudres sur base d hydroxyapatite avec des différentes
concentrations de zinc (HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZnlO,
HApZn20 et HApZn30).

Les diffractogrammes de toutes les 8 poudres analysées ont mis en évidence la
présence des maximales associées a I"hydroxyapatite (Caio(PO4)s(OH)2) hexagonale
qu appartient au group spatial P63/m, en conformité avec la fiche ICDD-PDF No. 9-432.
Drautre partie, en étudiant les spectres DRX, on a pu observer que les maximales de

diffraction d*élargissent progressivement, une fois avec la croissance de la
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concentration de zinc des preuves. Ce comportement peut €tre déterminé par une
diminution significative de la cristallinité des preuves et aussi une diminution de la
dimension des particules une fois avec la croissance de la concentration de zinc. Des
études supplémentaires ont montré le fait que les valeurs des parametres « a » et « ¢ »,
et aussi la dimension moyenne des cristallites ont baissé une fois avec la croissance de
la concentration de zinc. Ainsi, la valeur de la dimension moyenne calculée baisse, de
23.1879 nm pour la preuve sans contenu de zinc (HAp) jusqu'a 4.7546 nm, pour la
preuve avec la concentration la plus élevée de zinc (HApZn30). En plus, le traitement
des données DRX collectées dans I'intervalle 20 20-80° en utilisant la méthode Rietveld
a confirmé la formation de la structure de 1"hydroxyapatite hexagonale monophasique
en appartenant au groupe spatial P63/m dans toutes les preuves d hydroxyapatite dopée
avec des différentes concentrations de zinc (HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS,
HApZn7, HApZn10, HApZn20 et HApZn30) analysées.

Les micrographies MEB enregistrées pour les 8 preuves d hydroxyapatite dopée
avec des différentes concentrations de zinc (HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS,
HApZn7, HApZn10, HApZn20 et HApZn30) ont permis I étude de I'influence de la
concentration de zinc des preuves sur la morphologie des nanoparticules. Ainsi, on a
observé que les poudres sont formées des particules allongées dont la dimension baisse
une fois avec la croissance de la concentration de zinc, ayant la tendance de former des
agglomérations une fois avec la diminution de la dimension. En plus, 1"analyse des
éléments mise en évidence par les spectres EDAX ont mis en évidence le fait que toutes
les poudres HApZn (HAp, HApZnl, HApZn3, HApZn5, HApZn7, HApZnlO,
HApZn20 et HApZn30) contiennent les éléments constituants suivants : oxygene (O),
phosphore (P) et calcium (Ca), caractéristiques a 1 hydroxyapatite non-dopée. On a
observé aussi une croissance de I'intensité du maximal associé au zinc (Zn) une fois
avec la croissance de la concentration de zinc des preuves analysées de HApZn3, a
HApZn30. En plus, les cartographies des éléments ont mis en évidence la distribution
uniforme des éléments constituant dans les preuves investiguées.

Les résultats MEB ont été confirmés aussi par les résultats des études de
microscopie €lectronique en transmission. Les micrographies MET ont offert des
renseignements sur la structure, la dimension et la forme des particules des preuves
investiguées (HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZn10, HApZN20 et

HApZn30). Ainsi, il a été confirmé la morphologie des poudres analysées, celles-ci
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étant formées des particules nanométriques a forme elliptique. En plus, les résultats
obtenus suite aux distributions de dimensions effectuées suite au comptage de plus 500
nanoparticules a mis en évidence la diminution de la dimension des particules une fois
avec la croissance de la concentration de zinc des preuves, de 25 nm (HAp) a 16 nm
(HApZn30). De méme, suite aux investigations SAED, il a été mis en évidence la
structure hexagonale caractéristique a | hydroxyapatite pure pour chaque preuve
investiguée.

Les modifications physique-chimiques produites sur les preuves
d hydroxyapatite (HAp) et hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations
(HApZnl, HApZn3, HApZnS, HApZn7 et HApZn20) déterminées par la variation de la
température ont été investiguées par I'intermede de " analyse thermique (TGA et DTA).
Les études d analyse thermique ont confirmé les résultats obtenus suite au traitement
des données de diffraction de rayonnements X, qui ont mis en évidence une seule phase
cristalline, qu”appartient a I"hydroxyapatite hexagonale dans le cas de toutes les preuves
analysées. En plus, il a ét€ mis en évidence le fait que les preuves n ont pas souffert des
modifications structurelles, indifféremment de la concentration de zinc des preuves.

La composition des preuves investiguées a été étudiée par I'intermede des
mesures de spectroscopie FTR et Raman. Les résultats de ces études ont mis en
évidence le fait que les spectres de toutes les 8 preuves investiguées (HAp, HApZnl,
HApZn3, HApZn5, HApZn7, HApZnl0, HApZN20 et HApZn30) présentent les
maximales caractéristiques aux groupements fonctionnels phosphate, carbonate et
hydroxyle, celles-ci étant définitoires a la structure de I"hydroxyapatite hexagonale. En
plus, dans les spectres des preuves investiguées, on a observé des modifications
produites une fois avec la croissance de la concentration de zinc des preuves, ce que
suggere une diminution de la cristallinité des apatites une fois avec la croissance de la
concentration de zinc des preuves. Ces résultats confirment les résultats obtenus par
I'intermede des études DRX.

De méme, la composition des éléments des preuves d hydroxyapatite et
hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations de zinc a été étudiée aussi par
I'intermede de la spectroscopie avec photoélectrons de rayonnements X. Ainsi, suite a
I"analyse des spectres XPS, il a été mis en évidence la présence des principaux éléments
constituants, Ca, P, O et Zn. En plus, on a pu observer une diminution des maximales

associées au zinc une fois avec la croissance de la concentration de zinc des preuves. Ce
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comportement prouve le fait que les ions de zinc ont substitué les ions de calcium de la
structure de 1"hydroxyapatite. Cependant, on a observé que la preuve ayant la plus
grande concentration de zinc (HApZn30) a été une exception de ce résultat, dans ce cas
I'entiere quantité de zinc ne pouvant pas é&tre assimilée dans la structure de
I"hydroxyapatite.

La structure poreuse des preuves a été déterminée par les méthodes d adsorption
physique BET, Freundlich et BJH. Suite a I'analyse des données expérimentales
obtenues, on a pu tirer la conclusion que les isothermes d”adsorption obtenues pour les
preuves investiguées ont été de type Il conformément a la classification BDDT, celles-ci
impliquant un mélange de micro- et méso-porosité, et les pores des poudres analysées
ont été de type A (pores tubulaires). De méme, les valeurs des surfaces spécifiques
déterminées par l'intermede de la méthode BET ont présenté une croissance
progressive, une fois avec la croissance de la concentration de zinc des preuves. Ce
comportement a été de méme observé dans le cas de la dimension des pores, déterminée
par la méthode BJH, celle-ci augmentant une fois avec la croissance de la concentration
de zinc des preuves. Ainsi, la surface spécifique a augmenté de 98.449 m?*/g (HAp) a
178.313 m*/g (HApZn30), et la dimension des pores a augmenté de 15.533 nm (HAp) a
16.598 nm (HApZn30).

Dans le cadre des études sur la viabilité des cellules endothéliales (microscopie
de fluorescence), il a été mis en évidence le fait que les supports d hydroxyapatite ont
effet cytotoxique sur la croissance des cellules endothéliales. La maintenance des
supports semés avec des cellules endothéliales pour une période de trois jours dans la
culture a déterminé un puissant effet cytotoxique, en résultant une population réduite
avec des cellules et une mortalité élevée. On a observé une acidification puissante de
I"environnement. Ultérieurement, par la maintenance des supports pour 48 heures en
milieu de culture et puis leur population avec cellules a enregistré une croissance
modérée des valeurs de pH, fait qui a déterminé une croissance légere des
concentrations de zinc. Cependant, la densité des cellules détectées reste réduite en
comparaison avec les cellules agrandies sur les lamelles de verre. On recommande de
nouvelles méthodes de couverture d"HAp, ainsi que la surface de culture offre un pH
neutre et une biocompatibilité améliorée par rapport aux conditions examinées. Suite
aux études de viabilité cellulaire effectuées sur les cellules HepG2 et aux études

antimicrobiennes sur la souche bactérienne Escherichia coli on a observé une cyto-
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toxicité réduite sur la bactérie E. coli pour les six preuves d hydroxyapatite et
hydroxyapatite dopée avec zinc. Les effets cytotoxiques ont été plus prononcés dans le
cas des cellules hépatiques. En-effet, une diminution de la viabilité commence a se
remarquer nettement a la concentration de 125 pug/mL. Il est intéressant le fait que cette
cytotoxicité est significativement plus réduite pour les concentrations supérieures de
zinc. Ce comportement peut étre di a la libération des ions de zinc ou a une différence
de la solubilité des preuves d hydroxyapatite dopée avec zinc. La cytotoxicité observée
pour toutes les preuves testées est due le plus probable a I'interaction entre les particules
et les membranes cellulaires [28,132]. On peur tirer la conclusion que par le contrdle
des propriétés physique-chimiques, les nanoparticules peuvent jouer un rdle important

dans 1I"absorption cellulaire [28].
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4¢me chapitre: Synthese et caractérisation des nano-composites

sur base de I’hydroxyapatite

Selon un rapport élaboré par 1’Association Américaine des Chirurgiens
Orthopedes en 2002, le tissu osseux est le deuxieme le plus fréquent transplanté tissu,
étant dépassé uniquement par les transfusions de sang. Les greffes osseuses sont
nécessaires pour le remede des 1ésions osseuses graves, causées en principal par des
déformations congénitales, traumas, résections de certaines tumeurs ou différentes
maladies dégénératives, comme 1’ostéomy¢lite [11,45,176]. Dans ce contexte, la
difficulté apparait quand il doit choisir le plus adéquat type des trois types de greffes. La
premiere possibilité est I'utilisation d’une autogreffe. Cette option implique la récolte
d’un morceau d’os du corps du patient afin d’étre réimplanté dans la zone affectée. La
quantité de tissu qui peut étre utilisée est limitée, et D’intervention chirurgicale
supplémentaire que le patient doit la supporter cause beaucoup de douleur et de
souffrance, et le risque de la production des infections postopératoires est important
[11,43].Autre possibilité pour le greffage osseux est I'utilisation d’une autogreffe. Cette
option implique la récolte du tissu osseux d’un donateur. Bien que cette méthode soit
moins invasive que la premiere, il y ait un risque élevé de contacter une maladie
infectieuse qui peut étre transmise de donateur chez le patient [11,43]. Une
conséquence, la médecine moderne s’est concentrée pour trouver une meilleure solution
pour le probleme des greffes osseux. Dans ce contexte, la troisieme possibilité
alternative aux deux méthodes de greffage ci-dessus mentionnées a apparu sous la
forme de certaines greffes synthétiques. Ainsi, les chercheurs du monde entier se sont
concentrés pour trouver un matériel capable a imiter le tissu osseux naturel [11].

Dans le cadre de ce chapitre, ils seront présentés les résultats obtenus suite a la
caractérisation physique-chimiques et biologiques des biocéramiques sur base
d’hydroxyapatite (HAp et HApZn10) en matrice de collagéne. L’influence du collagéne
sur la structure et la morphologie HAp et HApZnl10 a été mise en évidence suite aux
analyses structurelles, optiques, de surface et biologiques. Les propriétés structurelles et
morphologiques des nano-composites ont été investiguées par diffraction de
rayonnements X (DRX) et microscopie électronique de balayage (MEB). Les

transformations thermiques et les pertes de masse ont €té mises en évidence par
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I’analyse thermogravimétrique (TGA) et analyse thermique différentielle (DTA). En
plus, les propriétés optiques de ces nano-composites ont été investiguées a la fois par la
spectroscopie en infrarouge avec transformée Fourrier (FTIR) et aussi par la
spectroscopie Raman. L’effet cytotoxique des bio-composites sur la ligne cellulaire
HelLa a ¢ét¢ de méme évaluée. En plus, I'influence sur le cycle cellulaire a été
investiguée par I’intermede de la cytométrie de flux. Des études antimicrobiennes sur
des bactéries Gram-positives, Gram-négatives et champignons ont ét¢é de méme

réalisées.

4.1. Synthése et caractérisation des poudres d’hydroxyapatite dopée

avec zinc en collagene

Pour I’obtention de la poudre d’hydroxyapatite en collagene (HAp6-CBc), 6g de
poudre HAp synthétisée en préalable ont été mélangées avec 100 ml de solution avec
contenu de collagene. Le mélange résulté a ét€ continuellement mélangé pendant 90
heures. D’autre partie, pour 1’obtention des poudres d’hydroxyapatite dopée avec zinc
avec xzn=0.1 en collageéne, la poudre d’hydroxyapatite dopée avec zinc a €té ajoutée
dans un gel de collagene, en s’obtenant ainsi des composants avec les rapports suivants :
0:1 (reference de collagene), 4:1 (HApZnl0-CBc_4), 1:1 (HApZnlO_1) et 1:0
(référence de HApZn10). Tous les composants de gel ont eu la méme concentration de
collagene, 1.2% (rapporté a la substance seche), pH 7.4 et ils ont été réticulés avec 0.5%
GA. Apres le processus de réticulation, tous les composites de gel ont été lyophilisés en
utilisant un lyophilisateur Christ Model Delta 2-24 LSC (Allemagne), en résultant en

final des composites poreux 3D
4.2.1. Diffractométrie de rayons X (DRX)

Les spectres de diffraction ont été obtenus dans I’intervalle 20 = 10° - 90°, avec
un pas de 0.02° et un temps de mesure de 34s.

Dans la Figure 4.1, ils sont présentés les diffractogrammes obtenues pour les
preuves d’hydroxyapatite (HAp) (Figure 4.1 (a)), hydroxyapatite en collagéne (HAp6-
CBc) (Figure 4.1 (b)), hydroxyapatite dopée avec zinc (xzn=0.1) en collagene ayant le
rapport des concentrations HApZn10:Collagene 4:1 (HApZn10-CBc_4) (Figure 4.1 (c))
si 1:1 (HApZnl0-CBc_1) (Figure 4.1 (d)) et aussi le standard correspondant a
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I’hydroxyapatite hexagonale. Conformément a la fiche ICDD-PDF 9-0432 du Centre
International pour les Bases de Données de Diffraction, les deux spectres sont formés
des maximales caractéristiques a 1’hydroxyapatite. Les diffractogrammes indiquent la
présence d’une phase majoritaire qui corresponde a la structure de 1’hydroxyapatite
hexagonale, en appartenant au groupe spatial P63/m [11].

Sauf la phase associée a I’hydroxyapatite pure, il n’a été identifi¢ aucune autre
phase minoritaire. D’autre partie, il a pu étre observé une légere diminution de
I’intensité¢ des maximales dans le cadre de la preuve HAp6-CBc (Figura 4.1 (b)), et
aussi un élargissement de celles-ci. Ce comportement pourrait déterminer une
diminution du degré de cristallinité de la preuve [11]. De méme, on peut remarquer un
élargissement des maximales de diffraction et aussi une diminution de leur intensité une
fois avec la baisse du rapport HApZn10:Collagene des preuves, ce qui suggere une

diminution de la dimension des particules, et aussi une cristallinité réduite [11,15,177].

Hydroxylapatite, syn

Hydroxylapatite, syn » (c)

Lin (Cpa)

Hydroxylapatite, syn
| F SRR ERECRA R @ Hydroxylapatite, syn

2-Theta - Scale

01 7 T 2Tk e 10505 1 S 304 S RN - T o - T S 192 T 43

Figure 4.1: Diffractogrammes des preuves HAp (a), HAp6-CBc (b), Zn:HAp-CBc_4 (¢)
si Zn:HAp-CBc_1(d) [11,15]
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4.2.2 Microscopie électronique de balayage (MEB)

Les morphologies des poudres d’hydroxyapatite (HAp), hydroxyapatite en
collagene (HAp6-CBc), hydroxyapatite dopée avec zinc avec xzn=0.1 (HApZnl0) et
hydroxyapatite dopée avec zinc avec xzn=0.1 en collagene avec les rapports
HApZnl0:Collagene = 4:1 (HApZnl0-CBc_4) et 1:1 (HApZnlO-CBc_1) ont été
étudiées par I’intermede de la microscopie électronique de balayage.

Dans la Figure 4.2, il est présenté la micrographie MEB des preuves Collagene
(a), HAp (b), HAp6-CBc (c), HApZn10 (d), HApZn10-CBc_4 (e) et HApZn10-CBc_1
(f). En observant les images de microscope électronique de balayage des preuves sur
base d’hydroxyapatite. En observant les images de microscopie électronique de
balayage des preuves sur base d’hydroxyapatite, on peut remarquer la forme ellipsoidale
des nanoparticules, et aussi la tendance de la formation d’agglomérations a cause de la
dimension tres petite des particules. De méme, on peut remarquer une croissance de la
porosité des poudres une fois avec la croissance de la concentration de collagene des

preuves [11,15].

HAp6-CBec

HApZn10-CBc_1

»

Figura 4.2: Image MEB des preuves collagene, HAp, HAp6-CBc, HApZn10 HApZn10-
CBc_4 et HApZn10-CBc_1[11,15]
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4.2.3 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

Les groupements fonctionnels présents dans la structure des preuves étudiées ont
¢été identifiés par I'intermede de la Spectroscopie FTIR. Dans la Figure 4.3, ils sont
présentés les spectres de I’hydroxyapatite (HAp), de 1’hydroxyapatite en collageéne
(HAp6-CBc), du collagene (Collagene), de I’hydroxyapatite dopée avec zinc
(HApZn10) et de I’hydroxyapatite dopée avec zinc en collagene (HApZnl10-CBc_4 et
HApZn10-CBc_1).
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Figure 4.3 Spectres FTIR des preuves HAp, HAp6-CBc, Collagene, HApZn10,
HApZn10-CBc_4 et HApZn10-CBc_1 [11]
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Les spectres enregistrés pour 1’hydroxyapatite, hydroxyapatite en matrice de
collagene et hydroxyapatite dopée avec zinc en collagene mettent en évidence la
présence des bandes d’absorption caractéristiques aux apatites. Dans le cadre du spectre
enregistré pour les preuves HAp6-CBc, HApZn10-CBc_4 et HApZn10-CBc_1, on peut
observer légerement que la bande de la région 1600-1700 cm™ est plus large que dans le
cadre du spectre obtenu pour la preuve HAp. Une explication de ce comportement est la
superposition de la bande associée a la matrice d’eau avec celle associée au mode
d’étirement C = O du groupe Amide I présente dans le spectre du collagene [178]. De
méme, on peut observer & 1548 cm™! une bande vibrationnelle associée au groupement
Amide II [36]. On peut remarquer le fait que I’influence du collagéne détermine une
diminution de I’intensité des maximales, et aussi une tendance générale d’¢largissement

de toutes les bandes d’absorption.
4.2.4 Spectroscopie Raman

Des ¢tudes complémentaires a la spectroscopie FTIR ont été effectuées a 1’aide de la
spectroscopie Raman. Les spectres Raman de 1’hydroxyapatite, de 1’hydroxyapatite
englobée en collagéne, du collagéne de I’hydroxyapatite dopée avec zinc HApZn10 et
de celles de I’hydroxyapatite dopée avec zinc en collagéne avec le rapport
HApZn10:Collagene 4:1 (HApZn10-CBc_4) et 1:1 (HApZn10-CBc_1) sont présentées
dans la Figure 4.4.

Les bandes vibrationnelles caractéristiques a la structure de I’hydroxyapatite ont été
observées dans les spectres HAp, HAp6-CBc, HApZnl0, HApZnl0-CBc_4 et
HApZn10-CBc_1.

En plus, dans les spectres obtenus pour les preuves avec collagene, HAp6-CBc
HApZnl10-CBc_4 et HApZnl0-CBc_1, on peut observer a la fois les bandes
vibrationnelles du collagene, et aussi celles associées a la structure apatitique.

Comme dans le cas des spectres FTIR, I’influence du collagéne détermine une
diminution de I’intensité des maximales et aussi un élargissement et un lisage général de
toutes les maximales, et aussi ’apparition de certaines maximales supplémentaires
associées a la structure du collagéne. L’Attribution des principales bandes

vibrationnelles est résumée dans le Tableau 4.1
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Figure 4.4: Spectres Raman des preuves HAp, C-HAp6, Collagene, HApZn10 ,
HApZn10-CBc_4 et HApZn10-CBc_1 [11,15]

79



Tableau 4.1: Bandes Raman et modes vibrationnels correspondants [15]

Position maximale (cm™)

HApZn10- HApZn10- Modes
HAp HAp6-CBc HApZnl0O
CBc 4 CBc_1 Vibrationnels
430 430 432 430 430 V2 POE'
) - 445 444 447 v2 PO;™
- 582 581 - v4 POZ
500 590 591 590 590 v4 PO:™
) 607 607 610 vé POE -
961 960 962 960 960 vl PO:™
3 —_—
1047 1047 1047 1046 1047 v3 PO;
) 1070 - 1072 1070 v3 PO;™
) 1266 - 1245 1266 v Amide 111
) 1451 - 1451 1451 v C-H
Tncovoiere
1664 - 1664 1664 v Amide |

4.2.5 Analyse thermique (TGA-DTA)

Les modifications chimiques des preuves Collagene, HAp, HAp6-CBc, HApZn10,
HApZnl10-CBc_4 et HApZnlO-CBc_1 ont été investiguées a ['aide des études
thermiques. Les courbes issues suite a [’analyse thermogravimétrique (TGA) et a
I’analyse thermique différentielle (DTA) sont présentées dans la Figure 4.5. Les courbes
TGA et DTA de ces preuves ont été obtenues dans I’air statique avec un taux linéaire de
chauffage de 10°C/min, de 30°C a 800°C.

L’influence du collagéne dans les preuves étudiées a été observée dans les courbes
TGA des nanoparticules de HApZnl10-CBc_1 (Figure 4.5 (d)) et HApZnl10-CBc_4
(Figura 4.5 (b)). La perte totale de masse augmente quand la quantité de collagene de la
preuve est supérieure (Zn:HAp-CBc 1). L’analyse thermogravimétrique (TGA) a
montré une baisse de la masse perdue une fois avec la croissance de la quantité de

nanoparticules de HApZn10 de la preuve (HApZn10-CBc_4).
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Figura 4.5: Courbes TGA et DTA des preuves HApZn10 (a), HApZn10-CBc_4 (b),
HAp (c), HApZn10-CBc_1 (d), Collagene (e) et HAp6-CBc (f)

4.2.6 Mesures de porosité par adsorption — désorption de gaz (méthode BET)

Pour étudier la porosité des preuves d’hydroxyapatite dopée avec zinc

(HApZn10) en matrice de collagene (HApZn10-CBc_4 et HApZn10-CBc_1), ils ont été

effectués des différentes méthodes d’adsorption physique comme BET, Freundlich et

BJH. La surface spécifique (Sser) des preuves a été déterminée de manicre

expérimentale par I’adsorption physique d’un gaz (azote) avec température basse (77K)

8

1



par la méthode BET. Des isothermes d’adsorption et désorption de gaz, ils ont pu étre
investigués par des différents parametres spécifiques a I’hydroxyapatite dopée avec zinc
en matrice de collagéne. Ainsi, des courbes d’adsorption — désorption de gaz, ils ont pu
étre déterminés la texture et la surface spécifique des preuves et aussi le volume des
pores et leur forme. La texture des preuves et du type de porosité présente dans la
preuve analysée a été évaluée par ’intermede de la classification BDDT [153].

Les surfaces spécifiques des preuves ont ét€é déterminées des isothermes
d’adsorption. Dans la Figure 4.6, ils sont présentés les isothermes d’adsorption —

désorption de gaz des preuves.

240 4 240 4
300 +g§:2:§l;: HAPZn10 7 e Adsorption HApZn10-CBe_4 ) —a— Adsorption HApZn10-CBc_1

—e— Desorption 22040 _e—Desorption

Relative pressure (p/p )
Relative pressure (p/p,)
H

Relative pressure (p/p,)

T T T T J T T T T J v T T T J
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V,.(cm’/g STP) V., (cm’/g STP) v, (cm'/g STP)

Figure 4.6: Isotherme d’adsorption — désorption de gaz des preuves HApZn10,
HApZn10-CBc_4 et HApZn10-CBc_1.

En tenant compte de la classification BDDT, les isothermes d’adsorption obtenues
sont de type II [152]. Elles sont caractéristiques aux matériaux qui présentent un

mélange de micro- et méso-porosité.

Figure 4.7: Distribution du volume des pores déduite de ['isotherme de désorption et
Valeurs t-plot des isothermes d’adsorption correspondant aux preuves HApZn10,

HApZn10-CBc_4 et HApZn10-CBc_1.

Ils ont été calculés le volume de vapeurs nécessaires pour la couverture en
totalité de la surface du solide avec une couche mono-moléculaire adsorbant (Vm), la
constante caractéristique du systeme gaz-solide (C) et la surface spécifique BET (Sger).
Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 4.2, le coefficient de corrélation

étant 0.9999.
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Tableau 4.2: Valeurs calculées pour C, Vmet SBET

Preuve C Vm(cm®/g STP)  Seer(m?/g)
HApZn10 394.752 21.016 91.4856
HApZnl10-CBc_4 111.222 23.818 103.685
HApZnl10-CBc_1 105.535 23.554 102.537

D’autre partie, la distribution de la grandeur des pores a été déterminée par
I’intermeéde du modele BJH [154], basé sur la condensation (capillaire) de 1’azote en
mésopores qui a lieu a une pression plus petite que la pression des vapeurs saturés de
I’adsorbant. De la courbe de désorption, il a été déterminé le volume des pores selon la
dimension des pores et la distribution de la grandeur des pores. Ainsi, dans la Figure 4.7
a-c, ils sont présentés les distributions du volume des pores correspondant aux preuves
HApZn10, HApZnl10-CBc_4 et HApZnl0-CBc_1.0n a pu évaluer la porosité des
preuves de 2 nm a I’environ 27 nm.

La méthode t-plot a ¢té utilisée pour 1’évaluation quantitative de la superficie de
la surface externe et de la superficie des micropores externes, les résultats obtenus étant
présentés dans la Figure 4.7 d-f.

Les courbes mises en évidence dans la Figure 4.7 d-f sont caractéristiques a un
mélange de micro- et méso-pores, en montrant ainsi la nature des preuves HApZn10,
HApZn10-CBc_4 et HApZn10-CBc_1. Les valeurs déterminées pour la superficie de la
surface externe, la superficie des micropores externes, la dimension et le volume des
pores des trois preuves d’hydroxyapatite dopée avec zinc en matrice de collagéne sont

présentées dans le Tableau 4.3.

Tableau 4.3: Valeurs calculées pour la superficie de la surface externe, la superficie

des micropores externes, la dimension et le volume des pores

Superficie ~ Volume des  Volume des Dimension
de la micropores pores des pores
Preuve surface (cm®/g STP)  (cm?/g STP) (nm)
externe
(m?/g)
HApZn10 89.0519 0.004101 0.342 14.947
HApZnl0-  109.516 0.002853 0.324 12.494
CBc 4
HApZnl0-  112.099 0.004694 0.352 13.723
CBc_1
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4.3 Etudes biologiques des poudres d’hydroxyapatite dopée

avec zinc en collagene

4.3.1 Etude de la cyto-toxicité

Dans la Figure 4.9, ils sont présentés des images des cellules HeLa suite a leur
culture dans la présence des matériaux composites sur base d’hydroxyapatite pure et en
matrice de collagene, et aussi dans la présence des composites sur base
d’hydroxyapatite dopée avec zinc et hydroxyapatite dopée avec zinc en collagéne. On
remarque le fait que les cellules HelLa cultivées dans la présence des matériaux
composites €étudiés ont une morphologie similaire avec celle de I’étalon. On peut

observer des cellules polygonales, de maniere homogene distribuées sur la surface.

nllngan 3

Figure 4.9: Etudes morphologiques des cellules HeLa avant et aprés [’exposition a
Collagene, HApZn10, HAp, HAp6-CBc, HApZn10-CBc_1 et HApZn10-CBc_4 (10

mg/ml) pendant 72 h. Chaque expérience a été réalisée en triplicate [15]
4.3.2 Distribution du cycle cellulaire

L’influence des matériaux composites obtenus sur les cycles cellulaires des cellules
HeLa a été étudiée par I’interméde de la cytométrie de flux avec double — coloration des
cellules avec Annexin V-FITC/ iodure de propidium. Quand les cellules HeLa ont été
exposées au collagene, HApZn10-CBc_1, HApZn10-CBc_4 et HApZn10, ils n’ont pas
été remarqués de modifications significatives. Sur la prolifération cellulaire et
I’apoptose, les résultats des études suggerent de n’avoir existé aucune différence entre

les composites obtenus et les matériaux bruts utilisés (Figure 4.10 - étalon). Dans la
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Figure 4.10, il est présenté la preuve de référence, I’analyse du cycle cellulaire des

cellules Hela cultivées avec 0.1% DMSO.
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Figure 4.10: Analyse du cycle cellulaire des cellules HeLa cultivées avec 0.1% DMSO
(étalon) et traitées avec collagwne, HAp, HAp6-CBc, HApZn10, HApZn10-CBc_1 et
HApZn10-CBc_4 [15]

Les études sur I’effet cytotoxique des nanoparticules d’hydroxyapatite dotée avec
zinc en collagene sur la ligne cellulaire HelLa cancéreuse ont présentées une distribution
homogene sur la surface des preuves, ayant une morphologie similaire avec celle de la
preuve étalon. D’autre partie, 1’analyse du cycle cellulaire des cellules Hela cultivées
avec 0.1% DMSO (étalon) et traitées avec collagene, HAp, HAp6-CBc, HApZn10-
CBc_1, HApZn10-CBc_4 et HApZnl0 a montré de ne se remarquer aucune différence
entre les composites obtenus suite au traitement et matériaux originaux en ce qui

concerne la prolifération cellulaire et apoptose.

4.3.3 Evaluation des propriétés antimicrobiennes

L’activité antimicrobienne des poudres de Collagéne, HApZnl10, HApZn10-
CBc_4 et HApZn10-CBc_1 sur certaines des plus rencontrées souches Gram positives
(Staphylococcus aureus 0364, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis),
Gram négative (Pseudomonas aeruginosa 1397, Escherichia Coli ATCC 25922) et sur
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la souche de champignons Candida albicans ATCC 10231 a été qualitativement évaluée
par une méthode adaptée a celle diffusimétrique.

Parmi les bactéries Gram négatives, la plus sensible souche a [’activité des
composants testés sur base de zinc, hydroxyapatite et collagéne a été Pseudomonas
aeruginosa 1397. D’autre partie, les bactéries Gram positives Enterococcus faecalis
ATCC 29212 et Staphylococcus aureus 0364 n’ont pas présentées la sensibilité devant
les matériaux testés. Une sensibilité élevée par rapport aux composants testés a été
observée dans le cas de la souche de champignons Candida albicans ATCC 10231.
L’analyse qualitative de 1’activité antimicrobienne des nanoparticules utilisées a montré
que celles-ci présentent un spectre différent d’activité antimicrobienne. Ainsi, toutes les
nanoparticules testées ont été actives par rapport a la souche de champignons testée.

La quantification de [D’activit¢ antimicrobienne des poudres de collagéne
HApZn10, HApZn10-CBc 4 si HApZnl10-CBc 1, par ’observation de 1’apparition
d’une zone d’inhibition est présentée dans la Figure 4.11. Tel qu’on peut observer dans
la Figure 4.11, la plus sensible souche microbienne a été C. albicans avec des zones

d’inhibition clairement délimitées.

S. aureus P. aeruginosu C. albicans

HApZnl0-CBc 4

J
1)
o
&
I
N
=
e

Figure 4.11: L évaluation qualitative de [’activité inhibitrice des poudres de Collagéne,

HapZn10, HApZn10-CBc_4 et HApZn10-CBc_1, sur les bactéries Gram-positives
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(Staphylococcus aureus 0364), Gram-négatives (Pseudomonas aeruginosa 1397) et de

la souche de champignons Candida albicans ATCC 10231.

Suite a I’analyse qualitative des propriétés antimicrobiennes des poudres de
Collagene, HApZn10, HApZn10-CBc_4 et HApZn10-CBc_1, on a observé que tous les
matériaux qui contiennent zinc ont manifesté une action inhibitrice, bactériostatique /
bactéricide sur les souches testées. Tel qu’on a pu observer dans la Figure 4.11, la plus
sensible souche Gram-négative a 1’activité des composants sur base de zinc est
Pseudomonas aeruginosa 1397 avec des zones d’inhibition nettement délimitées. De
méme, dans le cas de la souche Gram-positive, Staphylococcus aureus 0364, on a pu
observer des signes de 1’activité inhibitrice des matériaux HApZn10, HApZn10-CBc_4
et HApZn10-CBc_1, mais moins prononcés. Une activité inhibitrice intense de tous les
matériaux testés a été observée par rapport a la souche de champignons Candida

albicans ATCC 10231.

4.4 Conclusions

Les résultats de cette étude soulignent I’influence du processus d’incorporation
de I’hydroxyapatite dans la matrice de collagene. Dans ce but, ils ont été étudiés la
structure, la morphologie et les modifications chimiques des preuves préparées en
préalable par la méthode de la co-précipitation a basse température. Les
diffractogrammes obtenues suggerent le fait que toutes les preuves présentent la
structure caractéristique de I’hydroxyapatite, bien que le collagéne semble a déterminer
une diminution de la cristallinité. Cette diminution de la cristallinité des preuves
analysées a été observée aussi dans les images MEB. De méme, dans les micrographies
MEB on a pu remarquer une diminution de la dimension moyenne des particules et
aussi une croissance de la porosité une fois avec la croissance de la concentration de
collagéne. En ce qui concerne la présence des groupements fonctionnels dans les
preuves étudiées, les spectres FTIR et Raman suggerent la présence des bandes
caractéristiques a I’hydroxyapatite associée en principal aux groupements phosphate,
carbonate et hydroxyle, la présence du collagéne en déterminant une diminution de
I’intensité des maximales, un ¢largissement et un lisage de toutes les maximales

observées dans les spectres obtenus dans les spectres obtenus, et aussi I’apparition de
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certaines maximales supplémentaires caractéristiques a la structure du collagene. Les
études thermiques ont été effectuées pour la détermination des modifications chimiques
qui ont lieu dans la structure des preuves HAp, HAp6-CBc, HApZnl10, HApZn10-
CBc_4 et HApZn10-CBc_1. En analysant les courbes DTA, on a pu mettre en évidence
les maximales exothermiques. La preuve HAp présente deux maximales a 161°C et
700°C, pendant que dans le cas de la preuve HAp6-CBc, on remarque la présence de
trois maximales a 161°C, 330°C et respectivement 730°C. En plus, la perte majeure de
masse se produit dans le cas des deux preuves pour des températures inférieures a
620°C, et pour des températures supérieures, la perte de masse reste constante [15].

En conclusion, cette étude a montré que I’intégration de I’hydroxyapatite
synthétique dans la matrice de collagene détermine la formation d’un nouveau
composant avec la structure caractéristique de I’hydroxyapatite pure, mais qui a une
dimension moyenne des particules inférieure a celle observée pour HAp, un degré de
porosité supérieur et une cristallinité plus basse [15].

Les propriétés antimicrobiennes des preuves investiguées (Collagene, HApZn10,
HApZn10-CBc_4, et HApZn10-CBc_1) ont été évaluées pour les souches bactériennes
Gram positives (Staphylococcus aureus 0364, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Bacillus subtilis), Gram négatives (Pseudomonas aeruginosa 1397, Escherichia Coli
ATCC 25922) et sur la souche de champignons Candida albicans ATCC 10231. Les
résultats obtenus ont démontré que tous les matériaux qui contiennent zinc ont
manifesté une action inhibitrice, bactériostatique / bactéricide sur les souches testées, le
plus important effet pouvant étre observé pour C. albicans.

D’autre partie, les études préliminaires in vitro ont montré que les matériaux
composites sur base d’hydroxyapatite et hydroxyapatite dopée avec zinc en collagéne
présentent une excellente biocompatibilité, étant indiquées pour les futures études in
vivo. De méme, elles pourraient étre adéquates aussi pour I utilisation comme
biomatériaux pour la régénération osseuse [11].

Vu les résultats prometteurs obtenus pour les matériaux composites sur base
d’hydroxyapatite et hydroxyapatite dopée avec zinc en collagene, on peut dire que les
nouveaux composites sont des biomatériaux qui pourraient &étre utilisés dans des
différentes applications biologiques comme matériaux remplacants pour le tissu osseux

[11].
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5¢me chapitre: Caractérisation ultrasonore des biomatériaux
céramique sur base d hydroxyapatite dopée avec des

différentes concentrations de zinc

Dans ce chapitre, ils sont présentés les résultats expérimentaux des mesures
d ultrasons effectuées sur des solutions et d hydroxyapatite et hydroxyapatite dopée
avec des différentes concentrations de zinc.

Pour linterprétation des signaux ultrasonores, ils ont été utilisés des
programmes spécialisés, capables a offrir des renseignements essentiels sur les

parametres caractéristiques de chaque matériel étudié.

5.1 Caractérisation ultrasonore des dispersions
d hydroxyapatite (HAp) et hydroxyapatite dopée avec zinc (HApZn7
et HApZn20)

La vitesse de propagation des ondes acoustiques dans des liquides homogenes

peut étre calculée avec la relation :
c=,[— (5.1)

ou k représente la compressibilité adiabatique, I'inverse du module élastique de
compression K (K =1/x).

En utilisant les dépendances de température des grandeurs impliquées, on peut
tracer la dépendance de la compressibilité adiabatique de 1"eau pure (Figure 5.1 ).

La vitesse des ultrasons par des solutions et suspensions, dans I"approximation
linéaire des  petites perturbations, dépende de la densit¢ moyenne et de la

compressibilité moyenne. Ces valeurs sont calculées apres les équations d” Urick :

1
C:E; K:Zd)i/(i; ,O:Zi:CDi,oi (5.2)
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ou @i représente la fraction (la participation) volumique de la compétente i. La fraction

volumique peut étre transformée en fraction massique, tel qu'il suit:

we p, (5.3)
Dp, +(1-D) p,

52 T

% [1/Pa]

42 i E E E H H H H E
0 10 2 3 40 50 o0 Fi 80 L]
TA

Figure 5.1: Coefficient de compressibilité adiabatique de 1"eau pure comme fonction de

température

@ [neperim]

Figura 5.2: Coefficient d*atténuation des ondes acoustiques dans 1'eau pure, fonction

de température
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Dans le cas d'une solution avec deux phases, notées avec I'indice 1 pour la
phase 1 et 2 pour la phase dispersée [179-180]:

Pour TI'effectuation de certaines études comparatives par ['intermede des
ultrasons, ils ont été choisis trois matériaux avec trois concentrations de zinc différentes,
sélectées de telle maniere afin de mettre en évidence I'influence de la concentration de
dopant sur les parametres caractéristiques du matériel. Ainsi, les matériaux choisis ont
été 1" hydroxyapatite (HAp) et I' hydroxyapatite dopée avec zinc ayant xzn=0.07
(HApZn7) et xzn=0.2 (HApZn20).

Les solutions sur base d° hydroxyapatite et hydroxyapatite dopée avec zinc
(xzn=0.07 et xzn=0.2) ont contenu 25 g de matériel de suspension en 500 ml eau bi-
distillée. Pour une meilleure homogénéité des suspensions, les mélanges ont été
continuellement agités par un agitateur magnétique. Les solutions finales ont été
introduites dans le récipient contr6lé du point de vu thermique. La température des
solutions a été maintenue constante a 21°C. Au cours des mesures, la suspension d’
hydroxyapatite dans la solution a été stable, et a la fin de I'expérience, on n'a pas
observé des nanoparticules précipitées. Les signaux obtenus ont été affichés et stockés a
I"aide d"un oscilloscope.

Les instruments utilisés pour la caractérisation ultrasonore des dispersions d°
hydroxyapatite et hydroxyapatite dopée avec zinc sont présentés dans les Figures 5.3-

54.

'oscilloscope Tektronix DPO
0146

dispositif pulseur-récepteur

Dispositif électranique de
mesure et de contrdle de la
temperature

récipient termocontrole

Figure 5.3: Vue d ensemble de la chaine de mesure
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Figure 5.5: Appareil pulser-receiver (en haut) et récipient a fond plat utilisé pour les

volumes inférieurs de liquide (en bas)

92



Figure 5.6: Oscilloscope utilisé pour I'affichage et stockage des signaux mesurés

L'eau est le fluide le plus utilisé pour la dissolution des différentes
nanoparticules ou autres substances. La densité de I"eau pure dépende de la température

conformément a la Figure 5.7.

plkg/m?]

975
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Figure 5.7: Dépendance de la densité de I'eau pure de température
Il doit remarquer que 1'eau comporte un composant acoustique ultrasonore

différent dans plusieurs aspects par rapport aux autres fluides. Par exemple, en-dessous

de 74°C le gradient de la vitesse de propagation des ultrasons dans 1"eau est positif,
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pendant que pour la plupart des liquides il est négatif. Une autre propriété spéciale est le
coefficient de dilatation négatif en-dessous de 4°C. Cependant, pour I'eau ils sont
disponibles plusieurs résultats expérimentaux, ce qui facilite les études basées sur celle-
cl.

La température est un facteur important, parce que la longueur de la voie
acoustique se modifie grace a la température, mais aussi la vitesse des ultrasons dans
I'eau dépende en grande mesure de la température. On peut considérer avec bonne
approximation que la vitesse des ondes élastiques varie dans 1'eau avec environ 3
m/(s'K) a une température moyenne de 20°C, et nous pouvons avoir une erreur de 0,1
°C dans la mesure de la température et d avoir une erreur de 0,3 m/s dans la
détermination de la vitesse.

Pendant les recherches effectuées, nous avons vérifié plusieurs valeurs sur la
courbe confirmée par plusieurs scientifiques [181-183]. La courbe tracée dans la Figure
5.8 est la courbe utilisée au cours des études effectuées.

L étalonnage de la chaine de mesure a été fait avec I"eau double distillée, a une
température mesurée avec une précision de 0,1°C. Tous les autres parametres ont été

conservés constants a une modification du fluide testé.

¢ [mfe)

Figure 5.8: Courbe de la vitesse de propagation des ultrasons dans 1'eau comme
fonction de température
A la température déterminée (21°C) pour les fluides mesurés, les valeurs des

grandeurs ci-dessus présentées pour I"eau pure sont : la vitesse des ondes acoustiques =
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1492.07 m/s; densité de 1'eau pure = 997.47 kg/m?; coefficient de compressibilité
adiabatique = 4.5032e-010 1/Pa; coefficient d atténuation = 0.558845 (Np/m) pour {=5
MHz.

Tableau 5.1: Densités des dispersions de HAp, HApZn7 et HApZn20

Preuve  Densité (g/cm?)

H20 0.9997
HAp 1.0129
HApZn7 1.0062
HApZn20 1.0057

On remarque une petite différence entre la densité standard de I'eau a 21°C
(997,47 kg/m3) et celle mesurée (999,7 kg/m3). Cette différence peut s expliquer par les

possibles gaz dissous.
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Figure 5.9: Signaux acquis pour I'eau double distillée, groupés (en haut) et les trois

échos séparés (en bas) [134]

Les intervalles de temps entre les échos permettent la détermination avec
précision de la distance entre la face du transducteur et la surface du fond de la glace
d aluminium utilisé. On utilise la vitesse des ondes ultrasonores dans 1'eau double
distillée, a la température mesurée, conformément a la Figure 5.8.

Les signaux obtenus ont été traités en utilisant un algorithme spécialisé

implémenté dans le programme ,Matlab”, et la modélisation de I'effet des ondes
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ultrasonores sur les nanoparticules de HAp, HApZn7 et HApZn20 a été réalisée avec un
modele original implémenté dans le programme ,,Comsol”.

Le programme spécialisé pour I'analyse des signaux temporaux permet la
détermination des différences de temps entre les échos équivalents dans des fluides
différents, avec précision de 1 ns. Pour tous les fluides testés, la référence est I"eau bi-
distillée. Les petits signaux observés avant le deuxieme et le troisieme écho représente
les signaux des réflexions multiples sur le fond plan du récipient d aluminium utilisé
pour les fluides testés. Ces signaux n affectent pas les résultats obtenus dans le
programme d interprétation des signaux.

L algorithme est basé sur I'inter-corrélation des valeurs absolues des signaux
comparés. Suite a 1"analyse des signaux obtenus pour I"eau bi-distillée, il a été calculé la
distance entre la face du transducteur et le fond plat du récipient d aluminium, en
résultant la distance de 47.91 mm. La température de 1"eau pendant les mesures a été de
21°C, correspondant a la vitesse ultrasonore standard de 1492.07 m/s.

Dans la Figure 5.10, ils sont présentés les signaux des premiers trois échos
acquis pour la dispersion sur base d"HAp.

Vu les parametres HAp, ils ont été obtenus les différences temporales entre
chacun des trois échos obtenus pour I eau bi-distillée, d une partie et la dispersion sur
base d hydroxyapatite, d"autre partie. Ainsi, dans le cas du premier écho enregistré pour
I'eau bi-distillée et la dispersion sur base d hydroxyapatite, on a enregistré une
différence temporale de 1.67 ps. Dans le cas du deuxiéme écho, la différence temporale
a été de 3.255 ps, celle-ci étant correspondante a une différence entre les signaux
équivalents de 1.628 ps. Similairement, pour le troisiéme écho, la différence temporale
jusqua cet écho a été de 5.17 ps, en s'obtenant ainsi une différence temporale de 1.723

us [134].
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Figure 5.10: Signaux acquis pour HAp dispersée dans I'eau double distillée, groupés

(en haut) et les trois échos séparés (en bas) [134]

En utilisant la moyenne de ces différences temporales et la distance parcourue
par les signaux (qui a été calculée du temps de parcours dans 1"eau double distillée), on
a obtenu la vitesse des ultrasons par la dispersion sur base d hydroxyapatite (1454.17
+/- 1.06 m/s) et une atténuation de 9.11055 Np/m (1.04889 dB/m) [134].

Dans la Figure 5.11, Figure 5.12 et Figure 5.13, ils sont présentés les
superpositions des trois échos obtenus pour I'eau bi-distillée et la dispersion
d hydroxyapatite. On peut observer légerement les petits signaux des réflexions
multiples sur le fond plat du récipient d aluminium dans le cas de I'eau bi-distillée
(signaux bleus). La disparition de ces signaux de petite intensité dans le cas des
dispersions sur base d hydroxyapatite (signaux oranges) est déterminée par 1" atténuation
augmentée du signal ultrasonore pour ce milieu. Bien que la superposition des signaux
semble imparfaite dans ces figures, il doit comprendre que le décalage de temps est
optimisé dans le sens de la superposition optimale des modules des signaux, afin
d éviter le probleme du saut de phase du signal a la réflexion sur la paroi d aluminium.
Dans les Figures 5.11 b) et 5.12 b), ils sont mis en évidence ces superpositions des
signaux en valeur absolue, en pouvant observer une corrélation optimale entre les deux

signaux.
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Figure 5.11: a) Superposition du premier écho du signal de 1'eau (bleu) et celui de
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Figure 5.12: a) Superposition du deuxieme écho du signal de 1"eau (bleu) et celui de

I"hydroxyapatite (HAp) dispersée (orange); b) mise en évidence d une bonne

superposition des signaux en valeur absolue
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Figure 5.13: Superposition du troisieme écho du signal de I'eau (bleu) et celui de

I"hydroxyapatite (HAp) dispersée (orange)
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Dans la Figure 5.14, ils sont présentés les signaux des premiers trois échos

acquis pour la dispersion sur base d HApZn7.

60 80 100 120 140 160 180

Figure 5.14: Signaux acquis pour HApZn7 dispersée dans I"eau double distillée,

groupés (en haut) et les trois échos séparés (en bas)

Comme dans le cas de la dispersion d HAp, ils ont été obtenus les différences
temporales entre chacun des trois échos obtenus pour I"eau bi-distillée, d une partie et la
dispersion sur base de HApZn7, d autre partie. En comparaison le premier écho
enregistré pour I"eau bi-distillée et la dispersion de HApZn7, on a obtenu une différence
temporale de 0.703 ps. Dans le cas du deuxieme écho, la différence temporale est 0.701
ps. Similairement, pour le troisiéme écho, la différence temporale est de 0.691 ps.

Vu ces différences temporales, on a obtenu la vitesse ultrasonore par la
dispersion sur base de HApZn7, la derniere ayant une valeur 1476.02 +/- 0.15m/s et une
atténuation de 3.87419 Np/m (0.446033 dB/m).

Les Figures 5.15-5.17 présentent en détail la superposition des premiers trois
échos enregistrés pour 1'eau bi-distillée (signal bleu) et, respectivement HApZn7

dispersée dans 1" eau bi-distillée (signal orange).
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Figure 5.15: Superposition du premier écho du signal de I'eau (bleu) et celui de
I"hydroxyapatite dopée avec zinc avec xzn=0.07 (HApZn7) dispersée (orange)
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Figure 5.16: Superposition du deuxieme écho du signal de 1'eau (bleu) et celui de
I"hydroxyapatite dopée avec zinc avec xzn=0.07 (HApZn7) dispersée (orange)
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Figure 5.17: Superposition du troisieme écho du signal de 1'eau (bleu) et celui de

I"hydroxyapatite dopée avec zinc avec xzn=0.07 (HApZn7) dispersée (orange)
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La Figure 5.18 présente les signaux acquis pour I hydroxyapatite dopée avec une
grande concentration de zinc (HApZn20) dispersée dans I eau bi-distillée. Ils ont été
calculés les différences temporales entre les signaux des premiers trois échos obtenus
pour I"eau bi-distillée et celles obtenues pour HApZn20. Ainsi, pour le premier écho, il
a résulté une différence temporale de 0.016 ps, dans le cas du deuxiéme écho, il a été
calculé une différence temporale de 0.0225 ps, et pour le troisieme écho, la différence

temporale issue a été de 0.022 ps.

133

Figure 5.18: Signaux acquis pour HApZn20 dispersée dans I'eau double distillée,

groupés (en haut) et les trois échos séparés (en bas)

Suite a la médiation des différences temporales, on a obtenu la vitesse
ultrasonore par la dispersion de HApZn20. Sa valeur a été¢ de 1492.54 +/- 0.08 m/s, et
pour I"atténuation on a obtenu la valeur de  2.823 Np/m (0.325 dB/m).

La superposition des premiers trois échos obtenus pour I"eau bi-distillée (signal
bleu) et la dispersion de HApZn20 (signal orange) sont présentées séparément dans les

Figures 5.19-5.21.
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Figure 5.19: Superposition du premier écho du signal de 1"eau (bleu) de

I"hydroxyapatite dopée avec zinc avec xzn=0.2 (HApZn20) dispersée (orange)
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Figure 5.20: Superposition du deuxieme écho du signal de I"eau (bleu) de
I"hydroxyapatite dopée avec zinc avec xzn=0.2 (HApZn20) dispersée (orange)
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Figure 5.21: Superposition du troisieme écho du signal de I'eau (bleu) de

I"hydroxyapatite dopée avec zinc avec xzn=0.2 (HApZn20) dispersée (orange)
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Pour toutes les trois dispersions étudiées (HAp, HApZn7 et HApZn20) on peut
observer que les intensités des signaux associées aux dispersions sont plus diminuées
comparativement avec celles associées a I'eau bi-distillée. Ce comportement est di a
I"atténuation augmentée par les dispersions investiguées.

Les résultats obtenus pour toutes les solutions investiguées ont été centralisés et
ils sont présentés dans le Tableau 5.2. On peut observer qu une fois avec la croissance
de la concentration de zinc des composants d hydroxyapatite dopée avec zinc, la densité
des dispersions baisse et la vitesse ultrasonore augmente. Ainsi, on peut observer une
dépendance entre la concentration de zinc et la vitesse de propagation des ondes

ultrasonores par les milieux aqueux.

Tableau 5.2: Valeurs expérimentales

Preuve Densité (g/cm®)  Vitesse de propagation (m/s)  Atténuation (Np/m)

H20 0.9997 1492.07 0.558845
HAp 1.0129 1454.17 +/- 1.06 9.11055
HApZn7 1.0062 1476.02 +/- 0.15 3.87419
HApZn20 1.0057 1492.54 +/- 0.08 2.8226
5.2 Dispersion des ondes ultrasonores d haute fréquence des

nanoparticules dispersées dans I'eau bi-distillée

La propagation des ondes planes dans un liquide est décrite par I'équation
différentielle des ondes, qui pour la pression acoustique (pa) peut €tre décrite avec la

formule :

o'p
&2

(5.5)

a

=c’Ap,

La variation de la pression acoustique produit un mouvement local harmonique

des particules de liquide. La relation entre la vitesse locale T, et la pression acoustique

locale peut étre décrite par la formule :

ou. (5.6)
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Cette équation décrit en fait la relation entre 1"accélération locale et le gradient
de pression.
La propagation des ondes élastiques dans un milieu solide produit de petits
déplacements U =ui+vj+wk , de composants u, v, w sur un systéme d*axes fixe. Ces
ondes produisent des déformations du milieu, et conformément aux équations
constitutives du matériel, ils génerent des tensions mécaniques. L'équation de

mouvement différentiel est
(,1+y)v(V~17)+yAG=pI;j (5.7)

ou Aetyu sont les coefficients Lamé du matériel. La relation entre ces coefficients et les

constants E (module d* Young)et v (coefficient Poisson) est définie par les formules:

_ Ev X _ E 58
A 0=29) “ 205 (-5)

Modele basé sur les éléments finis (MEF)

La Méthode des Eléments Finis (MEF) peut étre appliquée pour la résolution
des problemes de I'interaction entre les ondes élastiques qui se propagent en fluide et les
nanoparticules solides élastiques immergées dans le méme liquide.

Le premier inconvenant majeur est représenté par la dimension réduite des
nanoparticules (le rayonnement d une nanoparticule est ~10 nm) en comparaison avec
la longueur d onde des ondes ultrasoniques qui se propagent par I'eau (~ 0.3 mm a 5
MHz). Dans un volume de 100x100x300 000 nm avec une concentration volumétrique
de 5%, on retrouve environ 30 000 nanoparticules, cette chose étant évidemment un
probleme impossible a résoudre. Cependant, il n'est pas nécessaire la définition d un
domaine de dimension de la longueur d onde pour obtenir de suffisantes valeurs de la
pression tout au long de la direction de propagation. Un domaine de 100x100x2000 nm
prouve d'étre adéquat pour les ressources de calcul actuelles, avec une précision
suffisante des résultats, par 1'assurance d un espace suffisant (plus de 5 diametres de
nanoparticules sur la petite partie du domaine) pour une distribution aléatoire.

Un algorithme original a ét¢ implémenté dans le programme Matlab pour

I'insertion « aléatoire » des nanoparticules sphériques avec un rapport volumétrique
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donné dans une section parallélépipédique sélectée. Ainsi, ils ont été insérés 153
spheres indépendantes, qui ne se touchent pas entre elles. Il a été implémenté aussi une
possible variation aléatoire (de 10% dans ce cas) du rayonnement des nanoparticules, en
accord avec la dispersion réelle de leurs dimensions. Sauf la distribution présentée
(Figure 5.22), ils ont été utilisés quatre distributions différentes, ou les nanoparticules
ont ét€ aléatoirement générées. Il a été€ utilis€ un nombre de 5 géométries de calcul
différentes, afin de vérifier si les résultats obtenus ne sont pas dépendants d une
distribution particuliere, bien qu aléatoire, des nanoparticules. A la suite, ils sont

présentés les résultats obtenus pour le domaine parallélépipédique.

Figure 5.22: Distribution aléatoire des nanoparticules avec le rayonnement et le

rapport volumétrique solide / fluide donné

La géométrie ainsi obtenue pour les solides élastiques (les 153 spheres) et 1'eau qui
I"entoure a été transférée vers le programme MEF ,,COMSOL” en utilisant le module
dédié pour les interactions acoustiques fluide — solide. Le probleme acoustique est
résolu dans le domaine fréquentiel. Toutes les variations temporales sont considérées
harmoniques. Par exemple, une onde acoustique plane qui se propage tout au long de

I"axe Oz produit une pression acoustique.

p, =Pexp|i(kz—at) ] (5.9)

ou P est 'amplitude de la pression acoustique, k =w/c est le numéro d onde, et

w=2xf est la vitesse angulaire, ou f représente la fréquence. En conséquence,

“équation (5.5) peut étre écrite comme il suit :
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-’ p, = czApa (5.10)
et I'équation (5.7) devient

(/1+y)v(v-6)+m6=—a)2p6 (5.11)

Les conditions de continuité entre les deux domaines sont établies par 1"équation de
continuité pour les déplacements (ou pour 1 accélération) et la continuité de la pression
dans le liquide transférée comme tension mécanique normale vers les particules solides.

A une extrémité de la section parallélépipédique, on applique une pression

harmonique P avec une fréquence f =5MHz. A I'extrémité opposée, il a été choisi «

la condition de rayonnement libre » pour une onde plane. Cette condition pour le
rayonnement permet a une onde plane de quitter le domaine de modélisation avec des

réflexions nulles ou minimales, quand 1" angle d"incidence est nul ou presque normal :

n(Vp, )+ikp, =0 (5.12)

Le principal probleme qui reste consiste dans les quatre extrémités latérales
rectangulaires. La pression incidente du fluide agit sur chaque sphere solide, ces spheres
solides étant perturbées par les multiples centres de diffraction formés du reste de
spheres. De cette raison, par ces surfaces latérales, ils sortent des ondes de pression
produites par chaque sphere, mais la pression totale inclut simultanément la pression qui
provient des spheres situées en dehors du domaine FEM. Dans ce contexte, les
conditions de frontiere pour les parois rigides ordinaires ne son pas adéquates. Les
parois rigides produisent des réflexions irréalistes de la pression diffractée et elles
produisent un effet de guide d onde fluide avec des frontieres rigides, pour lequel la
vitesse d onde peut souffrir des modifications. La plus réaliste option est d imposer la
périodicité des conditions de frontiere entre les surfaces rectangulaires opposées du
parallélépipede. Cette option, une fois avec la distribution aléatoire des spheres
corresponde le mieux au domaine théorique infini dans la direction latérale
(perpendiculaire sur la direction de propagation). Malheureusement, le programme ne
peut pas traiter cette double périodicité a cause de 1"ambiguité des points situés tout au

/////

par la section de certains petits chanfreins tout au long des quatre extrémités. Ainsi, la
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section transversale normale devient un octogone. Grace a la dimension tres réduite des
chanfreins, leur influence sur le domaine de calcul est négligeable, ainsi que pour ces
quatre surfaces on a appliqué des conditions a la limite de parois rigides (déplacements /
accélérations nulles).

Le réseau de 250 000 éléments en forme de tétraedre finis couvre le domaine

avec de nombreux détails suffisants pour décrire la forme des spheres (Figure 5.23).

Figure 5.23: Treillis FEM utilisé pour le domaine bi-phasique (gauche). Présentation

détaillée (droit)

La solution est obtenue pour cinq fréquences centrées autour de la valeur de 5 MHz

(entre 3.75 MHz e 6.25 MHz) (Figure 5.24).

Figure 5.24: Champ de pression acoustique

Figure 5.25: Pression acoustique (gauche). Présentation détaillée (droit)
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Les résultats ci-dessus présentés sont obtenue pour la preuve HAp, avec R=11.6 nm,

densité p, =1.0129 kg/m’ et une concentration volumétrique 5%.
Pour une valeur donnée de la température, I’onde plane dans 1’eau pure se
propage avec une vitesse ¢, présentée dans la Figure 5.8. En conséquence, la valeur de

la pression a distance (la longueur du modele FEM), conformément a I’ équation (5.9)

est

b, :Pcos[“’L] (5.13)

Co

La procédure inverse est appliquée pour les nanoparticules en suspension (milieu bi-
phasique). La pression pa est déterminée de la solution FEM calculée pour la paroi

opposée (z= L), d’ou il résulte la vitesse équivalente dans le milieu bi-phasique :

c=(wL)/cos™ (p,/P) (5.14)

Le rapport pa/P tout au long de I"axe est graphiquement représenté avec rouge

pour les cing fréquences dans la Figure 5.26.

1R L T T T T T T T T =
0.9999 e e -
0.9998 .
0,9998
0.9997
0.9996
0.9995
0.9994 |
0.9994
0.9993 |
0.9992
0,9991 |
0.999
0,999
0.9989
0.9988
0.9987
0,9986
0.9986 [ 1 1 1 i 1 1 1 1 I

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 it 1.4 1.6 1.8
Arc length

J

by

=

=]
L

Figure 5.26: Pression acoustique en milieu bi-phasique dans le cas HAp (rouge) pour

les cinq fréquences et dans I'eau (bleu)
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Figure 5.27: Vitesse dans le milieu bi-phasique dans le cas HAp pour I'intervalle de

fréquences étudié

Tableau 5.3: Vitesses dans le milieu bi-phasique selon la fréquence pour la dispersion
HAp (phase solide: E=10 Gpa, v =0.3, rapport volumétrique dans 1'eau 5%, R=11.6
nm)

F (Hz) Vitesse (m/s)

3.7500E6 1454.0
4.3750E6 1454.1
5.0000E6 1454.1
5.6250E6 1454.1
6.2500E6 1454.1

On peut observer légerement que la vitesse ultrasonore obtenue pour les valeurs

E=10 GPa et v =0.3 comporte une valeur presque identique avec celle issue des

données expérimentales obtenue pour la dispersion d"HAp, présentées dans le Tableau
5.2.

Une procédure itérative peut déterminer par I'interpolation la vitesse dans le milieu

bi-phasique, en offrant des renseignements sur les propriétés élastiques du milieu solide

avec une erreur minimale dans un domaine avec deux variables (E,u) .

Sur base des résultats obtenus suite aux modélisations pour une série de valeurs

du module Young et du coefficient Poisson, on a réalisé un programme d interpolation
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c(E, v). Les résultats obtenus pour la vitesse ultrasonore selon les paires de parametres E

et v du Tableau 5.2 sont présenté dans les Figures 5.28 si 5.29.

Tableau 5.4: Vitesses dans le milieu bi-phasique selon les parametres E et v pour la
dispersion HAp

E/v v=02 v=025 v=03
E=10 1458.6 1456.3 1454.1
E=11 14574 14553 1453.2
E=12 14563 14544 1452.6

Input data

1458 -

1457

10

1
1.5

niu 03 12 E (GPa)

Figure 5.28: Vitesse ultrasonore par la dispersion HAp selon les valeurs du module

d*Young (E). La ligne noire indique les valeurs interpolées.
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Figure 5.29: Dépendance des valeurs obtenues pour le coefficient Poisson (v) et le

module d* Young (E)

Ils ont été réalisés des études similaires avec celles effectuées pour la dispersion
HAP pour les dispersions d hydroxyapatite dopée avec des différentes concentrations de
zinc (HApZn7 et HApZn20). Dans le cas de la preuve HApZn7, le rapport pa/P tout au
long de I"axe est graphiquement représenté avec rouge pour les cinq fréquences dans la
Figure 5.30. Dans la Figure 5.31, il est présenté le graphique de la vitesse ultrasonore

par la dispersion HApZn7 selon la fréquence
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Figure 5.30: Pression acoustique dans le milieu bi-phasique dans le cas HApZn7

(rouge) pour les cinq fréquences et dans 1"eau (bleu)
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Figure 5.31: Vitesse dans le milieu bi-phasique dans le cas HApZn7 pour I'intervalle de

fréquences étudié
Pour les valeurs préétablis du module d° Young (E=6 Gpa) et du coefficient

Poisson (v =0.3), on a obtenu la méme valeur de la vitesse ultrasonore par la dispersion

HApZn7, dans I'intervalle de fréquences étudié (Tableau 5.5). On peut observer que
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cette valeur de la vitesse est similaire avec celle déterminée de maniere expérimentale

(Tableau 5.2)

Tableau 5.5: Vitesses dans le milieu bi-phasique selon la fréquence pour la dispersion
HApZn7 (phase solide: E=6 Gpa, v =0.3, rapport volumétrique dans I'eau 5%, R=9.7
nm)

F (Hz) Vitesse (m/s)

3.7500E6 1460.5
4.3750E6 1460.5
5.0000E6 1460.5
5.6250E6 1460.5
6.2500E6 1460.5

Les valeurs de la vitesse ultrasonore par la dispersion HApZn7 ont été déterminées pour
les valeurs différentes de la paire de parametres (E, v), les dernieres étant présentées
dans le Tableau 5.6. Dans ce cas aussi, il a été appliqué I"algorithme dinterpolation de

la vitesse ¢ (£, v), les résultats obtenues étant présentées dans la Figure 5.32 et la Figure

5.33.

Tableau 5.6: Vitesses dans le milieu bi-phasique selon les parametres E et v pour la
dispersion HApZn7

E/v v=02 v=025 v=03
E=3 14925 14843 14762
E=4 1480.2 14742 1468.3
E=6 1468.3 1464.4 1460.5

On peut observer que les valeurs de la vitesse ultrasonore présentées dans le
Tableau 5.6 comportent une dispersion réduite, étant proches de la valeur de la vitesse
dans la dispersion HApZn7 déterminée de maniere expérimentale (1476.02 +/- 0.15

m/s) dans le Tableau 5.2.
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Figure 5.32: Vitesse ultrasonore par la dispersion HApZn7 selon les valeurs du

module d* Young (E). La ligne noire indique les valeurs interpolées.
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Figure 5.33: Dépendance des valeurs obtenues pour le coefficient Poisson (v) et le

module d” Young (E)

Dans le cas de la dispersion HApZn20, la pression acoustique enregistrée pour
les cinq fréquences est présentée dans la Figure 5.34, et dans la Figure 5.35 on peut

observer la vitesse par la dispersion selon la fréquence.

Line Graph: Pressure (MPa) Line Graph: 1e-6*P_transducer*cos(2#pi*freq/matl.def.cs(T)*z) >
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0.9997 y
0.9997 i
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0 0.2 0.4 0.6 0.8 %1078
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Figura 5.34: Pression acoustique dans le milieu bi-phasique dans le cas HApZn20

(rouge) pour les cinq fréquences et dans I'eau (bleu)
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Figure 5.35: Vitesse dans le milieu bi-phasique dans le cas HApZn20 pour I'intervalle

de fréquences étudié
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Dans le Tableau 5.7, ils sont présentés les valeurs obtenues pour la vitesse

ultrasonore dans le cas de la paire de parametres (E, v) préétablie. On peut observer que

dans ce cas aussi, les valeurs obtenues sont proches de celles déterminées de manicre

expérimentale, présentée dans le Tableau 5.2.

Tableau 5.7: Vitesse dans le milieu bi-phasique selon la fréquence pour la dispersion

HApZn20 (phase solide: E=2 Gpa, v =0.3, rapport volumétrique dans I'eau 5%,

R=4.98 nm)

F (Hz) Vitesse (m/s)
3.7500E6 1492.3
4.3750E6 1492.3
5.0000E6 1492.3
5.6250E6 1492.3
6.2500E6 1492.3

Comme dans le cas des dispersions HAp et HApZn7, il a été appliqué I"algorithme

d’interpolation c(E, v), et les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 5.36 et dans

la Figure 5.37. Les paires de parametres utilisées dans cet algorithme d interpolation

sont mises en évidence dans le Tableau 5.8.

Avec la méthode proposée, on peut déterminer des paires (E, v), étant nécessaire un

développement de la méthode afin d arriver a la détermination séparée des deux

constantes élastiques des nanoparticules. Méme dans ces conditions, les valeurs

déterminées ont une dispersion réduite et elle donnent des renseignements importants

sur le matériel €tudié..

Tableau 5.8: Vitesses au milieu bi-phasique selon les parametres E et v pour la

dispersion HApZn20

E/v v=02 v=025 v=03

E=2 15154 1504.7 14923
E=3 14923 1484.3 14763
E=4 14803 14743 1468.5
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Figure 5.36: Vitesse ultrasonore par la dispersion HApZn20 selon les valeurs du

Coef. Poisson

module d’ Young (E). La ligne noire indique les valeurs interpolées.
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Figure 5.37: Dépendance des valeurs obtenues pour le coefficient Poisson (v) et le

module d’Young (E)

5.3 Conclusion

Dans le cadre de ce chapitre, ils ont été présentés les résultats obtenus suite a la
caractérisation ultrasonore des dispersions d’ hydroxyapatite (HAp) et hydroxyapatite
dopée avec des différentes concentrations de zinc (HApZn7 et HApZn20). Pour 1’étude
de I’influence de la concentration de zinc sur les propriétés du matériel déduites suite
aux mesures avec ultrasons, ils ont été choisis des concentrations de zinc significatives
pour les études effectuées. Dans ce but, ils ont ét¢ étudiés de solutions sur base d’
hydroxyapatite et hydroxyapatite dopée avec zinc (xzn=0.07 $i xzn=0.2) avec contenu de
25 g de matériel en suspension de 500 ml eau bi-distillée.

Il a été accordé une attention spéciale a la maintenance de la température
constante. Ainsi, pour toutes les dispersions étudiées, la température a été maintenue a
la valeur de 21°C. Les mesures a ultrasons ont été effectuées a une fréquence centrale de
5 MHz. Suite a ’analyse des signaux obtenus, on a pu déterminer, par I’intermede d’un
algorithme spécialisé, implémenté dans le programme « Matlab », les différences de
temps entre les échos équivalents en fluides différents, en utilisant comme référence
I’eau bi-distillée. En utilisant la moyenne de ces différences temporales et la distance
parcourue par les signaux (qui a été calculée du temps de parcours dans I’eau double
distillée), on a obtenu la vitesse des ultrasons par les dispersions investiguées (HAp,
HApZn7 et HApZn20). On a observé qu’une fois avec la croissance de la concentration
de zinc des preuves, la densité des suspensions baisse de 1.0129 g/cm3 (HAp) a 1.0057
g/cm3 (HApZn20), en utilisant comme référence 1’eau bi-distillée, dont la densité
déterminée de maniere expérimentale a ét€¢ 0.9997 g/cm3. En plus, dans ces conditions,
on a observé que la vitesse ultrasonore a augmenté progressivement, de 1454.17 m/s
(HAp) a 1492.54 m/s (HApZn20).

D’autre partie, en utilisant le modéle basé sur des éléments finis et par
I’intermeéde de certains algorithmes spécialisés réalisés dans les programmes ,,Matlab”
et ,,COMSOL”, on a réalis€ une étude préliminaire sur I’influence des ondes

ultrasonores sur les nanoparticules HAp, HApZn7 et, respectivement HApZn20
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dispersées dans I’eau bi-distillée. On a déterminé de méme la vitesse ultrasonore par des
dispersions selon la fréquence et les parametres de matériel E (module d’ Young) et v
(coefficient Poisson). Les valeurs de la vitesse ultrasonore déterminée pour des
différentes paires de parametres (E, v) ont été similaires avec celles déterminées de
maniere expérimentale. Ainsi, on peut tirer la conclusion que le modele utilisé est
adéquat pour la caractérisation des céramiques sur base d’ hydroxyapatite. L’avantage
de cette technique est la possibilité de la caractérisation des biocéramiques par une

méthode non-destructive.
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Conclusions Générales

Dans le cadre de cette these de doctorat, ils ont été étudiés les propriétés
physique-chimiques et ultrasonores des poudres d’hydroxyapatite dopée avec des
différentes concentrations de zinc, et aussi des composants d’hydroxyapatite et
hydroxyapatite dopée avec zinc en matrice de collagene. Dans ce but, ils ont été
synthétisés des poudres sur base d hydroxyapatite avec des différentes concentrations de
zinc (HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZn10, HApZn20 et HApZn30,
hydroxyapatite en matrice de collagene (HAp6-CBc), et hydroxyapatite dopée avec
zinc en matrice de collagene (HApZnl10-CBc 4 si HApZn10-CBc_1) par une méthode
de co-précipitation a température basse.

Les diffractogrammes des poudres d’ hydroxyapatite dopée avec zinc analysées
ont mis en évidence la présence des maximales associées a 1’ hydroxyapatite en
conformité avec la Fiche ICDD-PDF No. 9-432, en se remarquant une diminution de la
cristallinité des preuves, et aussi une diminution de la dimension des particules une fois
avec la croissance de la concentration de zinc des preuves. La formation de la structure
de I’ hydroxyapatite hexagonale dans le cas de chaque preuve investiguée a ét€¢ mise en
évidence par I’analyse Rietveld réalisée pour chaque diffractogramme des poudres
HAp, HApZnl, HApZn3, HApZnS, HApZn7, HApZn10, HApZn20 et HApZn30. De
méme, les résultats obtenus suite a ’analyse SAED a démontré le fait que la structure de
chaque preuve est caractéristique a 1’hydroxyapatite hexagonale.

La morphologie des preuves investiguées a été étudiée par MEB et MET. Les
deux méthodes ont mis en évidence le fait que les poudres sont formées des particules
allongées dont la dimension baisse une fois avec la croissance de la concentration de
zinc, ayant la tendance de former des agglomérations une fois avec la diminution de la
dimension.

La composition des éléments des preuves HApZn (HAp, HApZnl, HApZn3,
HApZnS, HApZn7, HApZnl0, HApZn20 et HApZn30) a été investiguée par
I’intermede des études EDAX et XPS. Ainsi, il a été démontré que les €léments
constituants de chaque preuve sont caractéristiques a I’ hydroxyapatite pure : oxygene
(O), phosphore (P) et calcium (Ca). La croissance de la concentration de zinc des

preuves a ¢€té mise en évidence par la croissance de I’intensité des maximales
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correspondantes a cet élément, a la fois dans les spectres EDAX et aussi dans les
spectres XPS.

Les modifications physique-chimiques déterminées par la variation de la
température ont été¢ €tudiées par I’intermede de 1’analyse thermique (TGA et DTA).
Ainsi, les résultats obtenus ont confirmé les résultats obtenus suite au traitement des
données de diffraction de rayonnements X, qui ont mis en évidence une seule phase
cristalline qu’appartient a I’ hydroxyapatite hexagonale dans le cas de toutes les preuves
analysées. En plus, il a été mis en évidence le fait que les preuves n’ont pas souffert de
modifications structurelles, indifféremment de la concentration de zinc des preuves.

La composition des preuves investiguées a ¢été ¢étudiée par I’interméde des
mesures de spectroscopie FTIR et Raman. Les résultats de ces études ont mis en
évidence le fait que les spectres de toutes les preuves investiguées (HAp, HApZnl,
HApZn3, HApZnS5, HApZn7, HApZnl0, HApZN20 et HApZn30) présentent les
maximales caractéristiques aux groupements fonctionnels phosphate, carbonate et
hydroxyle, celles-ci étant définitoires a la structure de 1’ hydroxyapatite hexagonale, en
se marquant la diminution de la cristallinit¢ une fois avec la croissance de la
concentration de zinc.

La structure poreuse des preuves a été déterminée par les méthodes d’adsorption
physique BET, Freundlich et BJH. Suite a I’analyse des données expérimentales
obtenues, on a pu tirer la conclusion que les poudres investiguées présentent des pores
tubulaires fermés a une extrémité. De méme, on a marqué la croissance progressive de
la surface spécifique et de la dimension des pores une fois avec la croissance de la
concentration de zinc des preuves.

En ce qui concerne, I’influence du collagéne sur la structure et la morphologie
des preuves HAp et HApZnl0, les études ont démontré que toutes les preuves
présentent la structure caractéristique de I’hydroxyapatite, bien que le collagéne semble
a déterminer une diminution de la cristallinité. Cette diminution de la cristallinité des
preuves analysées a été observée aussi dans les images MEB. En plus, 1’analyse des
spectres FTIR et Raman a mis en évidence la présence des groupements fonctionnels
caractéristiques a I’ hydroxyapatite pure, le collagéne déterminant 1’apparition de
certaines maximales supplémentaires associées aux groupements Amide, et aussi le

lisage et la diminution des intensités des maximales caractéristiques HAp.
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Les études biologiques effectuées sur les preuves d’hydroxyapatite dopée avec
des différentes concentrations de zinc ont mis en évidence I’effet cytotoxique des
preuves investiguées sur la croissance des cellules endothéliales et HepG2. En plus, les
propriétés antimicrobiennes évaluées pour les souches bactériennes Gram positives
(Staphylococcus aureus 0364, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus subtilis),
Gram négatives (Pseudomonas aeruginosa 1397, Escherichia Coli ATCC 25922) et sur
la souche de champignons Candida albicans ATCC 10231. Les résultats obtenus ont
démontré que tous les matériaux qui contiennent zinc ont manifesté une action
inhibitrice, bactériostatique / bactéricide sur les souches testées, le plus important effet
pouvant étre observé pour C. albicans.

Les études ultrasonores réalisées sur des dispersions de HAp, HApZn7 et
HApZn20 ont permis I’évaluation de certaines propriétés caractéristiques au matériel.
Les résultats obtenus ont démontré le potentiel de cette méthode non-destructive d’étre
utilisée pour la caractérisation des matériaux céramiques de maniere rapide et efficiente,
en pouvant étre obtenus des renseignements essentiels sur la propriété des matériaux
investigués.

Vu les résultats prometteurs obtenus pour les matériaux sur base
d’hydroxyapatite dopée avec zinc en collagéne, on peut dire que les nouveaux bio-
composites sont des biomatériaux qui pourraient €tre utilis€és dans des différentes

applications biologiques comme matériaux remplacants pour le tissu osseux.
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