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Introduction générale 
L'os est un matériau composite structuré et vivant. Il est principalement constitué d'une phase 

organique composée en majorité par du collagène de type 1, d'eau et d'une phase minérale 

phosphocalcique. La phase organique se structure en triple hélice : les tropocollagènes. Ceux-ci 

se réorganisent à nouveau en fibrilles en laissant un espace entre elles de 67 nm. C'est, dans cet 

espace vacant, que la minéralisation de l'os se produit. Bien que les mécanismes de 

minéralisation du collagène in vivo restent encore un sujet de débat, un consensus sur la nature 

chimique et structurale de la phase minérale de l’os in fine est établi. Cette phase minérale, qui 

représente 65 % de la masse de l’os chez un humain adulte, est constituée d’un phosphate de 

calcium apatitique, carbonaté, déficient en calcium et mal cristallisé de formule approchée 

[Ca8.3(HPO4)0.7(PO4)4.5)(CO3)0.7(OH)1.3]. 

L'os possède une faculté de régénération grâce aux cellules qui le composent. Les ostéoclastes 

sont responsables de la résorption du tissu osseux et, les ostéoblastes assurent sa 

reconstruction. Le squelette est ainsi renouvelé environ tous les dix ans à l’âge adulte. Une 

modulation du remodelage osseux se produit sous l’effet des contraintes mécaniques et ainsi 

dans des situations d’hypercontraintes ou de contraintes insuffisantes la balance 

résorption/formation osseuse est défavorable. Cette faculté de renouvellement de l'os lui 

permet de combler certaines pertes osseuses cependant elle a ses limites et dans le cas de 

défauts ne pouvant plus ou pas être naturellement corrigés, l’utilisation de substituts devient 

nécessaire. Du fait des risques potentiels d'infections ou de contaminations des matériaux 

d'origines humaine ou animale, les recherches actuelles se focalisent sur l'élaboration de 

substituts à base de matériaux de synthèse. En fonction de la taille du défaut osseux généré par 

un traumatisme ou une maladie, les formes et les matériaux utilisés varient. Ceux-ci doivent, 

dans certains cas, présenter des propriétés mécaniques suffisantes pour répondre correctement 

aux sollicitations mécaniques auxquelles ils sont soumis. Dans ces conditions, les prothèses 

utilisées seront préférentiellement en métal (alliage de titane par exemple) mais dans le cas de 

traumatismes de tailles plus modérées (comme des comblements osseux ou dentaires) des 

matériaux céramiques sont préférés. 

Dans ces deux cas, l'utilisation de matériaux monophasiques induit une interface franche entre 

le tissu osseux et la prothèse. Pour créer des interphases plus intimes entre le substitut et l’os et 

favoriser une intégration rapide et à long terme, les matériaux développés doivent être : 

biocompatibles, ostéoconducteurs, bioactifs... Afin de proposer aux cellules un environnement 
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proche de celui de l'os, de nouveaux matériaux composites sont à l'étude. Ainsi des matrices 

organiques chargées en particules minérales ont par exemple été développées. Le substitut 

osseux possède ainsi des propriétés physicochimiques proches de celles de l'os ce qui favorise 

une meilleure intégration. L'utilisation de matériaux pulvérulents permet des applications 

variées allant de la mise en forme de matrices poreuses ou de granules à une utilisation en pâte 

pour l’injection dans des défauts osseux en passant par l’application comme vecteur de 

médicament. Le contrôle de la répartition des phases à l'échelle de la brique de base que 

représentent les grains de poudre assure, dans les procédés basses températures et en 

conditions douces, un contrôle à des échelles plus grandes une fois la poudre mise en forme. 

L'objectif de ces travaux de thèse est d'élaborer un matériau composite organique/inorganique 

sous forme de poudre et avec la plus grande homogénéité de répartition possible entre les deux 

phases. Nous nous sommes donc attachés à caractériser l'interface entre ces deux phases à 

différentes échelles. Nous avons travaillé avec un polymère issu de la biomasse, le chitosane, et 

des phosphates de calcium pour obtenir une poudre composite. Le procédé de mise en forme 

choisi est l'atomisation séchage et nous avons développé une stratégie permettant en une étape 

de synthétiser et mettre en forme de poudre le matériau composite. 

Nous présentons dans le premier chapitre un état de l’art de la synthèse de certains phosphates 

de calcium, des propriétés du chitosane, des matériaux composites et enfin du procédé utilisé : 

l’atomisation séchage. Nous avons ensuite structuré les résultats de ces travaux en trois parties : 

une première partie traite de l’obtention de la phase minérale par atomisation séchage, la 

seconde de l’obtention de la poudre composite et enfin de la mise en forme de cette poudre. 

Pour obtenir la phase minérale atomisée, nous avons procédé suivant deux stratégies : 

l’atomisation d’une suspension de phosphate de calcium dans une solution acide et 

l’atomisation d’une solution de précurseurs. La nature chimique et les caractéristiques 

structurales de la poudre alors obtenue ont été étudiées. Par la suite, nous avons incorporé la 

phase organique dans les préparations pour atomisation et étudié l’impact de sa présence sur la 

nature et la structure de la phase minérale. Les deux stratégies énoncées plus haut ont été 

testées et nous avons porté notre attention sur les possibles interactions entre les deux phases 

de la poudre composite. Enfin deux procédés de mise en forme faisant usage de la poudre 

composite synthétisée précédemment ont été mis en œuvre. Un revêtement a été ainsi 

développé ainsi qu’un matériau massif imprimé en 3D. Nous avons cherché à établir la faisabilité 

de ces transformations et avons été jusqu’à la caractérisation des propriétés biologiques des 

revêtements formés. 
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Ce chapitre expose la motivation des travaux qui ont été réalisés pendant cette thèse. Dans un 

premier temps nous présentons le contexte : l'os et les mécanismes en jeu lors de sa 

minéralisation et de sa formation. C’est ce matériau composite naturel organique/inorganique 

nanostructuré qui a inspiré et orienté ces travaux. Dans un deuxième temps nous décrivons la 

famille des phosphates de calcium ainsi que certaines de leurs propriétés avec une attention 

particulière pour les apatites et les phosphates de calcium amorphes. Nous poursuivons cette 

revue de littérature par la présentation de la phase organique choisie pour cette étude et 

finissons en décrivant le procédé utilisé : l’atomisation séchage. 

I.1. Contexte 

L’os est un matériau composite principalement constitué de collagène de type I, représentant 

90 % des protéines du tissu osseux, et d'une phase minérale phosphocalcique, représentant 

environ 65 % de la masse sèche de l’os chez l’homme adulte [1]. 

Le collagène de type I est une protéine d’environ 1 400 acides aminés qui présente le motif    

Gly-X-Y où X est majoritairement occupé par des prolines ou lysines et Y par des lysines [2]. La 

présence de résidus aminés (amines primaires et secondaires respectivement) confère au 

collagène ses propriétés de protonation et donc de solubilisation en milieu acide [3] ainsi que la 

possibilité de se lier, via l’intervention d’enzymes spécifiques et après hydroxylation des lysines, 

à des sucres [4]. La glycine, présente régulièrement le long de la macromolécule, permet sa 

structuration en triple hélice : les tropocollagènes. Ceux-ci sont stabilisés par les résidus 

hydroxylés des prolines et ont une taille de 300 nm de long et 1,5 nm de diamètre [5]. Enfin, les 

triples hélices s’organisent en fibrilles dans le sens de la longueur avec un espace de 67 nm entre 

elles. Pour des concentrations importantes (5-30 mg/mL) similaires à celles trouvées in vivo, le 

collagène adopte, in vitro, des structures de type mésophases (cristaux liquides) cholestériques 

ou nématiques [6]. 

Le tissu osseux contient également des cellules caractéristiques : les ostéoblastes et les 

ostéoclastes qui contribuent au remodelage du squelette en formant respectivement de l’os 

nouveau et en résorbant l’ancien. Les ostéoclastes solubilisent la phase minérale via l’utilisation 

de pompes à protons qui acidifient le milieu. Le collagène se retrouve alors déminéralisé et est 

décomposé par des enzymes sécrétées par les ostéoclastes. Une fois la lacune osseuse formée, 

les ostéoblastes interviennent pour reformer l’os en produisant du collagène et en libérant du 

calcium et du phosphate. Le squelette est ainsi renouvelé d’environ 10 % chaque année [7] pour 

une personne saine et d’âge moyen. Ce remodelage est guidé par les contraintes mécaniques 
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qui sont appliquées à l’os : les zones faiblement sollicitées mécaniquement sont plus rapidement 

résorbées alors que les zones plus contraintes sont renforcées par ce mécanisme [8]. Il est 

également régulé par la sécrétion de certaines enzymes qui agissent sur l’activité des 

ostéoblastes et ostéoclastes [9]. 

Weiner et Wagner [10] ont proposé une hiérarchisation de l’os en sept niveaux associés à 

différentes échelles d’observation et différents constituants (Figure 1). Ainsi ces niveaux sont 

classés de l’échelle centimétrique où l’os spongieux (ou épiphyse) et l’os cortical (ou diaphyse) 

sont observés à l’échelle micrométrique où apparaissent les ostéons et le motif de 

l’arrangement fibrillaire jusqu’à l’échelle nanométrique (niveau 1 à 3) où l’association intime 

entre les fibrilles de collagène et les cristaux phosphocalciques est mise en évidence. C’est cet 

assemblage d’un matériau polymérique structuré en fibrille avec un matériau inorganique qui 

constitue la brique élémentaire du tissu osseux auquel nous nous sommes intéressés dans ces 

travaux. 

 

Figure 1 Organisation hiérarchique proposée par Weiner et Wagner[10]. 

I.1.1 Minéralisation de l’os 

La minéralisation de l’os représentée sur la Figure 2 est initiée entre les fibrilles de collagène 

dans l’espace laissé vacant par l’enroulement de la triple hélice. La structuration de la phase 

minérale au sein de la phase organique semble suivre le motif laissé par celle-ci. En effet, les 
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cristaux minéraux retrouvés dans l’os ont une forme allongée suivant l’axe c de la maille 

hexagonale de l’apatite et s’orientent avec cet axe cristallographique c parallèle à l’axe de la 

fibre. La morphologie typique de la phase minérale de l’os est sous forme de plaquettes de 

longueur 50 nm, de largeur 25 nm et d’épaisseur 2 à 5 nm [11]. 

Si les chercheurs s’accordent sur la nature chimique et cristalline de la phase minérale osseuse 

naturelle après minéralisation, les mécanismes mis en jeu pour aboutir à cette phase ne font 

toujours pas consensus. Deux principaux modèles s'opposent en effet pour expliciter ce 

phénomène. D'un côté, certains chercheurs comme Grynpas ou Glimcher sont favorables à un 

modèle de nucléation croissance de l'apatite entre les fibrilles de collagène [12,13]. De l’autre 

côté, un modèle initialement défendu par Posner et Termine [14], propose une minéralisation 

de l’os passant par des phases phosphocalciques de transitions. Crane et al. [15], dans leurs 

travaux, observent par spectroscopie Raman des bandes à 1010-1014 cm-1 caractéristiques des 

phosphates octocalciques (OCP) et une bande large à 945 cm-1 caractéristique d’un 

environnement amorphe. Les analyses spectroscopiques d’os nouvellement formé révèlent la 

présence d’une grande quantité d’ions carbonates, non compatible selon Rey et al. [13] avec 

l’identification de cristaux d’OCPs ou d’une phase solide semblable à l’OCP. L’absence de bande 

à 915 cm-1 sur le spectre infrarouge de l’os (spécifique à la vibration P-OH des ions HPO4
2- dans 

l’OCP) semble en contradiction avec les résultats de Crane et al. De plus Grynpas et al. [12] 

indiquent dans leurs travaux l’impossibilité d’observer par diffraction des rayons X la présence 

d’une phase amorphe dans l’os. Les auteurs évoquent plus généralement la difficulté pour isoler 

les premières phases formées de l’os du fait de leur instabilité. Ainsi les préparations nécessaires 

à la mise œuvre de diverses méthodes de caractérisation ou les fortes énergies impliquées (en 

microscopie électronique notamment) sont susceptibles de causer des altérations majeures des 

premières entités minérales et d’engendrer des interprétations erronées. 

Cependant le second modèle s’appuie sur des résultats in vitro qui tendent à prouver que la 

phase amorphe peut suivre cette évolution [16,17]. Une étude récente a apporté un nouvel 

argument en faveur de ce modèle en démontrant la présence d'un phosphate de calcium 

amorphe au sein d'un os en formation chez le poisson zèbre [18]. Dans la même optique, les 

travaux de Beniash et al. [19] tendent à démontrer la présence d’une phase amorphe dans la 

formation de l’émail (également constitué de phosphate de calcium tout comme l’os). Le modèle 

propose ainsi une minéralisation de l’os en trois temps : dans une première étape, il y aurait 

formation d’un phosphate de calcium amorphe. Ce minéral se formerait entre deux 

tropocollagènes (les triples hélices formées par le collagène). Cette phase évoluerait par la suite 
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vers une seconde espèce phosphocalcique : l’OCP qui sera décrit en détail plus loin dans ce 

texte. L’OCP n’est qu’une phase de transition puisqu’elle se transformerait in fine en phase 

apatitique. 

A ces mécanismes de formation de la phase minérale, il faut ajouter l’importance de la phase 

organique. Il y a bien sûr l’influence stérique du collagène, de sa semi-cristallinité ainsi que de 

son hypothétique structure cholestérique. Celle-ci n’a pas été prouvée in vivo mais il existe 

pourtant une grande similitude entre cette structure cristal liquide et les organisations 

géométriques des fibrilles constituant les ostéons. Ainsi des études ont démontré le rôle 

prédominant du collagène dans la structuration et la croissance de l’os [20,21]. Au rôle du 

collagène, il faut ajouter les contributions des différentes protéines non collagéniques. Certaines 

de ces protéines sont des régulateurs importants de l’activité des ostéoclastes et ont démontré 

leur influence sur la croissance, la formation ou la minéralisation de l’os. L’une des hypothèses 

est que les protéines qui présentent de nombreux résidus phosphorés peuvent se lier à des 

germes ou à des cristaux de petites tailles et ainsi stopper la croissance de ceux-ci [22]. 

 
Figure 2 Schéma représentatif de la minéralisation du collagène extrait des travaux de Landis et al. [23]. 

Les cylindres représentent les tropocollagènes alors que la phase minérale est représentée par les 
plaques noires de formes irrégulières. Les auteurs démontrent par imagerie TEM puis reconstruction 3D 
par tomographie que la minéralisation du collagène a lieu dans un premier temps dans les espaces entre 

les triples hélices puis que celle-ci se poursuit pour donner des minéraux sous forme de plaquettes. 
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I.2. Les phosphates de calcium 

I.2.1 Généralités 

Les phosphates de calcium représentent une famille de matériaux minéraux issus de la 

combinaison des différentes formes acides de l'acide phosphorique H3PO4 avec l'ion Ca2+. L'acide 

phosphorique a 3 pKa (2,15, 7,20 et 12,42) correspondant aux trois formes ioniques : H2PO4
-, 

HPO4
2- et PO4

3- [24]. D'autres éléments tels que le zinc [25], l'argent [26], le cuivre [27] ou encore 

des ions tels que SiO4
4- [28] peuvent se substituer ou s’insérer dans la maille des phosphates de 

calcium. Ces dopants peuvent donner aux matériaux des propriétés antibactériennes [29] ou 

encore modifier la stabilité chimique du minéral [30]. Les « phosphates de calcium » 

correspondent à différents composés identifiés par leur rapport atomique calcium/phosphore 

(Ca/P) (Figure 3) et dont la solubilisation est dépendante du pH du milieu ainsi que de la 

concentration en ions comme décrit dans la Figure 4. Nous avons fait le choix de présenter dans 

ce paragraphe les phosphates dicalciques, octocalciques, tetracalciques et les hydroxyapatites. 

 
Figure 3 Frise représentant les orthophosphates de calcium. De gauche à droite, nous retrouvons les 
phosphates monocalciques (MCP) de formule générale Ca(H2PO4)2,nH2O, les phosphates dicalciques 
(DCP) de formule générale CaHPO4,nH2O, les phosphates de calcium octocalciques (OCP) de formule 
Ca8(HPO4)2(PO4)4,5H2O, les phosphates tricalciques (TCP) de formule Ca3(PO4)2, les hydroxyapatites 

phosphocalciques (HAp) de formule Ca10(PO4)6(OH)2 et enfin les phosphates tétracalciques (TTCP) de 
formule Ca4(PO4)2O. 
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Figure 4 Isothermes de solubilité des différentes phases phosphocalciques dans le système Ca(OH)-

H3PO4-H2O à 37 °C calculées avec le programme RAMESES extrait de la référence [31]. 
 

I.2.1.1 Les phosphates dicalciques 

Si le rapport molaire Ca/P vaut 1, du phosphate dicalcique (DCP) est alors formé. Dans la sous 

famille des DCP, une distinction est faite entre deux types de cristaux : le DCPD pour phosphate 

dicalcique dihydraté (ou brushite) et le DCPA pour phosphate dicalcique anhydre (ou monétite). 

 brushite 

La brushite de formule CaHPO4.2H2O est obtenue par précipitation en milieu acide [32] 

(pH < 6.5). Elle se distingue de la monétite en spectrométrie infrarouge par la présence d'une 

bande à 1652 cm-1 et de bandes entre 3000 et 3600 cm-1 attribuées aux vibrations de la liaison 

OH de l'eau [33]. Les autres bandes caractéristiques de la brushite se trouvent à 1217, 1062, 

985, 872 et 526 cm-1 et sont respectivement associées aux vibrations ν5, ν6, ν2, ν3 et ν4 de 

l’hydrogénophosphate [34]. La présence d'eau est également visible en ATG avec une perte de 

masse non négligeable de l'ordre de 20 % vers 200 °C [35]. Enfin sa structure monoclinique (dont 

les paramètres de maille sont : a = 5.182 Å, b = 15.180 Å, c = 6.239 Å et β = 116 °25') produit un 

diagramme de diffraction caractérisé par des pics à 13,57, 24,36, 34,11, 35,58 et 39,88 °2θ (avec 

une source au cobalt λ = 1,788970 Å) respectivement attribués aux plans (020), (021), (041), 

(-221) et (-220) selon la fiche standard JCPDS # 09-0077. 
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La brushite se retrouve à l'état naturel dans certains cals osseux [36,37] de fractures. Elle a une 

importance quant à la vitesse de réparation de l'os notamment chez les enfants. Elle évolue en 

milieux aqueux vers une structure apatitique mal cristallisée [38,39]. Elle est, de ce fait, 

largement utilisée pour les ciments osseux [40–42]. 

 monétite 

La monétite est la forme anhydre de la brushite. Elle a donc comme formule chimique CaHPO4. 

Les spectres infrarouges de ces deux formes, brushite et monétite, se distinguent uniquement 

par les bandes de la liaison OH de l'eau ; absentes dans celui de la forme anhydre. Sa structure 

triclinique possède les paramètres de mailles suivants : a = 6,906 Å, b = 8,577 Å, c = 6,634 Å, 

β = 91,50 ° et α = 127,6 °. Le diagramme de diffraction est caractérisé par des pics à 26,45, 26,61, 

30,21 et 32,92 °2θ correspondants respectivement aux plans (020), (-220), (112) et (102) selon la 

fiche standard JCPDS # 09-0080. 

Elle est issue généralement de la déshydratation de la brushite à 200 °C pendant 1H [39]. Elle 

intervient dans la composition de certains ciments osseux [43] ou dans la synthèse d'autres 

phosphates de calcium comme le phosphate tricalcique en la chauffant par exemple en présence 

d’une autre source de calcium comme la calcite [44,45]. 

I.2.1.2 Phosphate octocalcique 

Si le rapport Ca/P vaut 1,3, le phosphate de calcium considéré est appelé phosphate 

octocalcique (OCP). De formule générale Ca8(HPO4)2(PO4)4,5H2O c'est un phosphate de calcium 

souvent observé in vitro comme un intermédiaire instable évoluant vers une apatite déficiente 

en calcium en solution aqueuse [38]. Bien que sa structure soit triclinique, l'OCP laisse apparaître 

quelques arrangements atomiques proches de ceux de l'apatite. Comme les DCPA et DCPD, c'est 

un phosphate de calcium dit acide et donc relativement soluble en milieu neutre en 

comparaison avec les phosphates de calcium ne contenant que des ions PO4
3- [46]. 

I.2.1.3 Phosphates tricalciques 

Si le rapport Ca/P vaut 1,5, c’est le phosphate tricalcique (TCP) de formule Ca3(PO4)2 qui est 

présent. Trois phases cristallines sont distinguées. 

 TCP apatitique 

La phase apatitique du TCP (Ca9(HPO4)(PO4)5)(OH)) peut être obtenue par le mélange d'une 

solution de nitrate de calcium et d’hydrogénophosphate d'ammonium [47–49]. Ces poudres sont 
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en général utilisées comme intermédiaires réactionnels pour la synthèse par voie solide des 

autres formes de TCP. 

 β-TCP 

La phase β-TCP est une phase rhomboédrique obtenue par voie solide en chauffant à une 

température entre 850 et 1125 °C. Elle est aussi expérimentalement obtenue en chauffant de 

l'os et est alors appelée « poussière d'os » [50]. Bien que le β-TCP n'intervienne jamais dans les 

processus de calcification naturels, il est pourtant largement utilisé dans le domaine de la 

substitution osseuse (BIOSORB®, CEROS®, CERASORB® ...) ou celui des ciments phosphocalciques 

[38,41]. 

 α-TCP 

La phase α-TCP (monoclinique) est plus soluble dans l'eau que son pendant β et métastable à 

température ambiante. Elle est obtenue par trempe de la phase β portée à une température au-

delà de la température de transition beta : 1125 °C [51]. Elle peut être également obtenue en 

chauffant du phosphate tricalcique amorphe entre 600 et 700 °C [52]. Du fait de sa faculté à 

s'hydrolyser rapidement en hydroxyapatite déficiente en calcium, elle est utilisée dans le 

domaine de la substitution osseuse pour former des céramiques poreuses résorbables [53,54]. 

I.2.2 Les apatites 

Nous distinguerons ici trois types de composés : l‘hydroxyapatite stœchiométrique, les apatites 

biomimétiques et les apatites nano. 

I.2.2.1 L’hydroxyapatite stœchiométrique 

La formule chimique de l’hydroxyapatite stœchiométrique est Ca10(PO4)6(OH)2 et correspond 

donc à un rapport atomique Ca/P de 1,67. D'une façon plus générale les apatites correspondent 

à une vaste famille de composés minéraux de formule chimique Me10(XO4)6Y2 dans laquelle Me 

représente un métal bivalent, XO4 un anion trivalent et Y un anion monovalent. Les apatites 

stœchiométriques cristallisent le plus souvent dans un système hexagonal. C'est le cas de 

l'hydroxyapatite phosphocalcique et plus particulièrement pour les apatites phosphocalciques 

avec les paramètres de maille suivants : a = 9,418 Å, c = 6,881 Å, β = 120 ° [55]. Une 

représentation de la projection de la maille de l’hydroxyapatite sur le plan (001) est donnée sur 

la Figure 5. Cette projection fait apparaitre deux types de tunnels : les premiers hébergent les 

ions calcium alors que les seconds sont occupés par les ions OH-. 
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Cette phase cristalline peut être obtenue par voie sèche ou par voie liquide. Dans les deux cas, 

l'obtention de la phase pure stœchiométrique nécessite souvent une calcination à haute 

température (1000 °C) d'un précurseur apatitique mal cristallisé [56,57]. Les synthèses en voie 

liquide nécessitent également la plupart du temps un post traitement par rinçage de la poudre 

[58] pour éliminer les sous-produits de réaction et purifier la phase cristalline. 

 
Figure 5 Projection sur le plan (001) de la maille de l'hydroxyapatite. Image extraite de la référence [55]. 
 

Le spectre infrarouge de l’hydroxyapatite présente des bandes de vibrations fines à 3572 et 

630 cm-1 correspondant au groupement hydroxyle du cristal, les bandes de vibrations à 1090 et 

1030 cm-1 correspondent à la vibration ν3PO4
3-, la bande à 960 cm-1 est associée à la vibration 

ν1PO4
3-, celles à 600 cm-1 et 570 cm-1 correspondent à la vibration ν4PO4

3- et celle à 474 cm-1 à la 

vibration ν2PO4
3-. Entre 10 et 60 ° 2θ (λ KαCo = 1.79 Å), le diffractogramme de l’hydroxyapatite 

présente notamment des raies à 30, 37, 37,5, 38,4, 39,8, 46,6, 54,8 et 58,3 ° 2θ respectivement 

associées aux plans (002), (211), (112), (300), (202), (310), (222) et (213) répertoriés dans la fiche 

JCPDS # 09-0432. 

La haute cristallinité de l’hydroxyapatite stœchiométrique calcinée et sa stabilité chimique en 

font un composé peu soluble et sa dissolution nécessite des solutions acides. Tonino et al. [59] 

ont démontré que des revêtements d’hydroxyapatite se résorbent très lentement (i.e. en 
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quelques années) in vivo. Malgré ce manque de solubilité, l’hydroxyapatite possède de bonnes 

propriétés biologiques d’ostéoconductivité qui justifient son utilisation comme matériau de 

substitut osseux. 

I.2.2.2 Les apatites non stœchiométriques 

L'os est constitué d'une phase apatitique carbonatée déficiente en calcium et mal cristallisée de 

formule [Ca8,3(HPO4)0,7(PO4)4,5)(CO3)0,7(OH)1,3] [50,60] et de taille nanométrique (de l’ordre de la 

dizaine ou de la centaine de nanomètres). Les apatites qui présentent des carbonates, des 

hydrogénophosphates, des lacunes ou qui sont de petite taille ont, au vu de leur similitude avec 

la phase minérale naturelle de l’os, un intérêt biologique plus marqué que l’hydroxyapatite 

stœchiométrique. Elles ont un rapport Ca/P qui peut varier autour de 1,67 et présentent des 

diffractogrammes plus ou moins bien résolus du fait de leur plus faible cristallinité et de leur 

taille nanométrique. 

I.2.2.2.1 Caractéristiques des apatites non stœchiométriques : les 

carbonates. 

Les ions carbonates (CO3
2-) peuvent se substituer soit aux ions PO4

3- soit à OH- dans la maille de 

l’hydroxyapatite. Dans le premier cas, la substitution peut être obtenue par réaction à haute 

température (en présence de carbonate de calcium) ou par précipitation et le carbonate est dit 

de type B ; la substitution totale des OH- s’obtient en chauffant dans une atmosphère de gaz 

carbonique desséché et l’apatite est dite carbonatée de type A. La carbonatation partielle en A 

peut aussi être obtenue en milieu aqueux ce qui est généralement le cas des apatites 

biologiques. L’insertion des carbonates de type B peut être obtenue de façon volontaire en 

ajoutant un sel de carbonate (typiquement de l’hydrogénocarbonate de sodium, NaHCO3 [61]) 

ou de manière fortuite à cause de dioxyde de carbone solubilisé dans l’eau du milieu réactionnel 

[62] ou à cause d’impuretés dans les réactifs [63]. La présence de ces carbonates (types A ou B) 

augmente significativement la solubilité de l’apatite [64]. 

La présence des carbonates se manifeste par l’apparition de bandes de vibration dans la région 

comprise entre 1350 et 1570 cm-1 dans le spectre infrarouge [65,66]. Plus particulièrement, les 

carbonates de type A se présentent en doublet à 1450 et 1540 cm-1 alors que les carbonates de 

type B sont identifiés également par leur doublet à 1410 et 1470 cm-1 [67]. 
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Figure 6 Spectres infrarouges centrés sur le domaine de vibration ν3 CO3. Les différents spectres 

représentent des concentrations en carbonate variables (1 : 1,3 %, 2 : 2,8 %, 3 : 3,5 % et 4 : 10 %). Ces 
spectres sont issus de la référence [68]. 

 

I.2.2.2.2 Caractéristiques des apatites non stœchiométriques : réactivité 

Du fait de leur taille nanométrique, ces apatites possèdent une grande surface spécifique (de 

l’ordre de 160 m²/g [69]) ce qui a pour effet de les rendre de manière générale, plus réactives. 

De plus, la description de ces apatites nanométriques non stœchiométriques biomimétiques 

carbonatées est celle d’un système à cœur apatitique recouvert d’une couche de surface 

hydratée [70,71]. Cette couche hydratée leur permet d’échanger de nombreux ions et augmente 

ainsi leur fonctionnalité. Cette structure en sandwich (Figure 7) n’a pas pu être directement 

observée mais des preuves indirectes ont été mises en évidence dans le spectre infrarouge : la 

présence de carbonates différents des types A et B et appartenant à des domaines hydratés ainsi 

que la contribution de bandes à 617 et 534 cm-1 attribuées à la présence d’ions 
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hydrogénophosphates non apatitiques. Enfin une très grande capacité à échanger des ions a été 

démontrée pour ces apatites qui est imputée à cette couche hydratée [72,73]. 

 
Figure 7 Représentation schématique du modèle de la couche hydratée des apatites nanométriques mal 

cristallisées [74]. 
 

I.2.2.2.3 Synthèse par voie humide 

Les apatites non stœchiométriques carbonatées nanométriques peuvent être obtenues selon le 

même protocole de synthèse en voie humide que les apatites stœchiométriques en adaptant le 

pH, la température, le temps de maturation [75]. La morphologie et la taille de ces apatites 

nanométriques peuvent également être contrôlées par l’ajout de surfactants comme le CTAB 

[76] ou de polymère comme le PEG [77]. Ces molécules agissent alors comme des modèles ou 

des points de nucléation pour la phase minérale [78] à l’instar du mécanisme proposé de  

minéralisation de l’os. Il est également possible d’obtenir des apatites de taille nanométrique 

par hydrolyse d’un précurseur phosphocalcique. Ces procédés impliquent généralement des 

phénomènes de solubilisation reprécipitation d’un composé minéral moins stable comme de la 

brushite, de la monétite, de l’OCP ou de l’α-TCP en solution vers une forme minérale plus 

stable : une apatite. 

Ustundag et al. [79] utilisent dans leurs travaux de l’acétate de calcium et de l’acide 

phosphorique pour former un revêtement d'hydroxyapatite à la surface de nanotubes de 

carbone en suivant la réaction (1) : 

 5Ca(CH3COO)2 + 3H3PO4 + 10NH3 + H2O → Ca5(PO4)3(OH)↓ + 10NH4CH3COO + OH- (1) 

 

Les solutions de précurseurs sont mélangées en maintenant le pH ≥ 10 grâce à l’ajout d’une 

solution d'ammoniaque. A cette suspension d’hydroxyapatite nanométrique a été ajoutée 1 % 
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massique de nanotubes de carbone. Le tout est placé dans un réacteur hydrothermal à 200 °C 

pendant 2 H puis séché à 100 °C pendant une nuit après avoir été rincé à l’eau. Les nanocristaux 

ainsi formés ont une morphologie en bâtonnet de 60-70 nm de long et 10-15 nm de large (Figure 

8). Cependant, de l’acétate d’ammonium est associé à ces nanocristaux d’apatite, comme 

produit secondaire de la réaction. Dans la synthèse de l’apatite nanométrique, ce résidu de 

réaction est indésirable. Cependant dans l’élaboration du matériau composite nanotubes de 

carbone/apatite, il intervient dans la fonctionnalisation de surface des nanotubes. 

 
Figure 8 Images en microscopie électronique à transmission de la synthèse d'apatites nanométrique (A) 

et du composite nanotube de carbone/apatite nano (B) reprit des travaux de Ustundag et al.[79]. 
 

I.2.3 Les phosphates de calcium amorphes 

Lorsque la périodicité atomique d’un solide n’est plus assurée, la phase alors formée est 

qualifiée d’amorphe. Elle ne peut plus alors être associée à un réseau de Bravais et ne présente 

pas de motif de diffraction (rayons X, électrons, neutrons …) indexable avec des indices de Miller 

[80]. 

I.2.3.1 Généralités 

Les phosphates de calcium amorphes (ACP) les plus courants décrits dans la littérature sont les 

amorphes dits de Posner. Ils sont obtenus en solution aqueuse en mélangeant une préparation 

de sel de calcium (souvent du chlorure de calcium ou du nitrate de calcium) avec une solution de 

phosphate (souvent potassium, sodium ou ammonium). La réaction se fait dans un milieu 

tamponné basique (TRIS ou ammoniaque). Ce milieu réactionnel est le même que le milieu 

utilisé pour synthétiser l'hydroxyapatite ou les apatites nano car l'ACP est supposée être un 

précurseur de ces phases. Les phénomènes de maturation, de vieillissement sont empêchés en 
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séparant le précipité du surnageant rapidement (par filtration ou centrifugation) après la 

réaction de précipitation et le précurseur phosphocalcique amorphe est alors récupéré. Le 

rapport molaire Ca/P de ces ACPs de Posner est de 1,5 avec la formule théorique chimique 

Ca9(PO4)6. 

En 1974, Betts et Posner [81] présentent des fonctions de distribution de paires (PDF) d’ions 

obtenues par transformé de Fourier du signal de la diffraction X de phosphates de calcium 

amorphes. Ils identifient des pics à 1,55, 2,4, 3,4 et 4,1 Å qu’ils associent respectivement aux 

paires d'ions P-O, O-O et Ca-O, Ca-Ca et enfin P-P. Les deux premiers pics sont particulièrement 

semblables en position et taille aux pics observés sur la PDF d’hydroxyapatite. Ce résultat 

suppose un arrangement à courte distance similaire des paires d’ions entre l’ACP et l’HAp. Les 

troisième et quatrième pics sont sensiblement plus larges et moins intenses que ceux d'une 

apatite bien cristallisée et pourtant à la même position. Ces pics traduisent des arrangements 

atomiques similaires peu étendus et suggèrent l’existence d’un domaine cristallin caractérisé par 

une distance de cohérence de l’ordre du nanomètre. La similarité de positionnement des pics de 

la fonction de distribution de paires entre l'ACP et l'HAp ainsi que la tendance de l'ACP à évoluer 

vers une HAp [82] laissent supposer que la portion Ca9(PO4)6 du motif cristallin de 

l'hydroxyapatite peut être un modèle pour le cluster de Posner. Ainsi le premier modèle d’ACP a 

une géométrie sphérique d'une taille de 9,5 Å et est supposé être déshydraté. 

Cependant, même si l’ordre de grandeur ainsi que la géométrie sphérique des clusters d’ACPs 

sont régulièrement démontrés expérimentalement, le modèle de Posner est fréquemment remis 

en question notamment quant à sa chimie. Termine et al. [83] ont, par exemple, obtenu des 

ACPs différents de ceux de Posner à des pH acides. Les ACPs ainsi formés présentent des 

rapports Ca/P compris entre 1,18 et 1,5. Ces résultats sont corrélés au fait qu'en milieu acide, 

des hydrogénophosphates interviennent dans la formation de la phase minérale ce qui a pour 

conséquence de faire décroitre le rapport Ca/P. La chimie du modèle d'amorphe est alors plus 

semblable à celle des OCPs avec des quantités de phosphates et d'hydrogénophoshates 

variables. Dans leurs travaux Karimi et al. [84] utilisent différents précurseurs ainsi que différents 

mélanges eutectiques de solvants (chlorure de choline-urée, chlorure de choline-éthylène glycol 

ou chlorure de choline-glycérol) pour produire des phosphates de calcium amorphes avec des 

rapports molaires Ca/P variables. Les ACPs sont préparés par voie liquide en ajoutant une 

solution de phosphate à une solution de calcium. Le précipité ainsi formé est ensuite filtré puis 

séché au lyophilisateur pendant 65 H. Le minéral obtenu à un rapport Ca/P différent de 1,5 (plus 

faible, de l'ordre de 1 à 1,15) calculé en EDX et dépendant du solvant utilisé (sensible à la nature 
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alcaline du milieu). Cette étude présente l'intérêt de proposer une voie de synthèse en milieu 

non aqueux. L'aspect métastable des phosphates de calcium amorphes étant un facteur limitant 

dans le contrôle de leur synthèse. 

Les particules d’ACP ont une taille qui varie usuellement de 20 à 100 nm en fonction du solvant 

ou de la nature des précurseurs et elles s’organisent le plus souvent en chapelet. Brecevic et al. 

[85] proposent que la formation de ces particules nanométriques résulte de l’agrégation de 

particules primaires (Figure 9) qui peuvent être associées aux clusters définis précédemment. 

Dans la même optique Habraken et al. [86], par suivi du pH, de la concentration d’ions libres Ca2+ 

et par imagerie TEM démontrent la formation spontanée d’un cluster amorphe avec une 

dimension caractéristique de 1 nm. Celui-ci s’organise en nodules sphériques correspondant aux 

nanoparticules d’ACP. D’autres études évoquent cette formation spontanée d’un cluster 

amorphe dans des conditions de sursaturation d’ions [87–89]. 

 
Figure 9 Représentation schématique de la formation des particules de phosphate de calcium amorphe 

(inspiré de la référence [90]) 
 

Les ACPs sont connus pour évoluer en milieu aqueux et pour former des apatites mal 

cristallisées. Dans leur étude Kim et al. [16] démontrent cette évolution en mettant en exergue 

l'importance du rapport Ca/P initial dans la solution. Plus le rapport est élevé, plus l'évolution de 

l'amorphe vers l'apatite est rapide. Cette évolution sert de modèle pour la formation et la 

croissance des apatites biomimétiques comme évoqué par Kazanci et al. [17]. Christoffersen et 

al. [91] observent également dans leurs travaux par imagerie TEM la formation de particules 

sphériques d’une taille de 100 nm. Ces particules ont un rapport molaire Ca/P de 1,35 et 

évoluent par la suite pour donner des cristaux de taille nanométrique qui eux même évoluent 

vers des tailles plus importantes. Après hydrolyse, le produit final est ainsi constitué d’un 

mélange d’OCP et d’apatite déficiente en calcium. 
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I.2.3.2 Techniques de synthèse 

L'histoire de la découverte des phosphates de calcium amorphes est rapportée dans la revue de 

littérature de S. V. Dorozhkin [92]: « En 1955, Robinson et Watson [93] étaient les premiers à 

suggérer qu'une portion substantielle du minéral nouvellement formé dans un os jeune n'était 

pas cristallin. Au lieu de cela, ils décrivirent ce minéral comme étant similaire par ses 

caractéristiques à un précipité amorphe qu’ils avaient préparé pour une étude sur l'apatite 

synthétique [94]. Ce précipité, est apparu initialement dans leur synthèse quand des solutions 

suffisamment concentrées de CaCl2 et Na2HPO4 ont été mélangées à température ambiante et 

pH neutre. La texture extrêmement fine et non cristalline des précipités a été mise en évidence 

par des observations au MET et des clichés de diffraction des électrons sans motif. Cette 

dernière caractéristique les a amenés à déduire que le motif plus diffus de la diffraction 

électronique d’un os nouvellement formé en comparaison avec celle d’un os mature, même si 

toujours apatitique, indiquait la présence d’un composant amorphe. » 

Ainsi les phases amorphes semblent être les premières phases qui apparaissent lorsqu’un 

précipité phosphocalcique est formé avec des concentrations suffisamment élevées. Elles sont 

donc obtenues en utilisant des protocoles déjà définis pour former des apatites cristallisées. 

Brangule et al. [67] synthétisent ainsi des ACPs en utilisant des sels de nitrate de calcium avec du 

phosphate diammoniaque et du carbonate d’ammonium diammonique. Safronova et al. [95] 

utilisent de l’acétate de calcium et d'acide phosphorique pour former ces phosphates de calcium 

amorphes. La solution de calcium est versée dans la solution de phosphate en maintenant le pH 

à 9 par ajout d’ammoniaque. Un précipité se forme alors instantanément et est laissé pendant 

15 min sous agitation. Il est ensuite filtré (sans rincer) et séché à l’air pendant 48 H. L’absence de 

rinçage laisse apparaître la formation de produit secondaire et, plus spécifiquement dans ce cas, 

d’acétate d’ammoniaque. La présence de ce groupement organique engendre, par dégradation 

thermique de l’acétate, la formation de carbonate dans le phosphate de calcium après une 

chauffe modérée. 
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Figure 10 Image TEM de particules amorphes synthétisées avec du CaCl2 et K2HPO4 dans un mélange 

eutectique chlorure de choline [84]. 
 

Les phosphates de calcium amorphes ont aussi été synthétisés par des procédés sol-gel comme 

décrit par Layrolle et al. [96]. Leur procédé se déroule en milieu alcoolique en faisant réagir du 

calcium avec de l’acide phosphorique (85 %). L’éthanol et le calcium vont alors former du 

Ca(OEt)2 qui réagit avec l’acide phosphorique. L’ajout du phosphore se fait à basse température 

(< 10 °C) et lentement pour éviter la formation de monétite. Un gel se forme alors et est laissé 

pendant 24 H sous azote à température ambiante. Le précipité est ensuite récupéré et séché à 

100 °C pendant 8 H. 

I.2.3.3 Caractéristiques physico-chimiques 

Les ACPs ne fournissent pas de raie de diffraction en DRX mais des halos. Le manque 

d’organisation et la présence de nombreux environnements chimiques se traduisent sur le 

spectre infrarouge de l’ACP par des bandes larges et mal résolues. Cependant en spectroscopie 

Raman, les phosphates de calcium amorphes présentent une raie assez bien définie (bien que 

large) à 950 cm-1 qui correspond à la vibration ν1PO4 et qui est caractéristique d’un 

environnement amorphe. 
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I.3. Le chitosane 

Nous l’avons vu, un biomatériau dont la composition reproduit celle du tissu osseux naturel 

devrait être composé, pour sa phase organique, de collagène. Cependant, le collagène est une 

protéine sensible qui dès 62 °C, commence à se dénaturer en gélatine de manière irréversible 

[97]. Le collagène est également un matériau onéreux et de ce fait, notre choix s’est orienté vers 

un autre biopolymère : le chitosane. Ce polymère d’origine naturelle a comme avantage d’être 

plus résistant thermiquement. 

Le chitosane est un polysaccharide issu de la déacétylation de la chitine. C'est un copolymère 

composé d'unité de glucosamine et de N-acetyl-glucosamine [98] (Figure 11). Il s'agit par 

conséquent d'un polymère cationique soluble en milieu acide [99]. Il a de plus démontré de 

bonnes propriétés de biocompatibilité et est considéré comme un matériau bioactif [100–102] 

en interagissant avec des molécules extracellulaires comme les glycosaminoglycanes [103]. Par 

cette interaction, le chitosane augmente indirectement la concentration locale des facteurs de 

croissance impliqués dans la formation de l’os [104] ainsi que le recrutement et la différentiation 

d'ostéoprécurseurs [103]. Du fait de ces propriétés, son utilisation dans le domaine des 

biomatériaux a connu une augmentation notable durant les dernières décennies [100] et, tout 

particulièrement, pour l'élaboration de matériaux de substituts osseux de synthèse. 

 
Figure 11 Représentation des motifs constituant le chitosane. DA représente le degré d'acétylation. A 

gauche le motif N-acetyl-glucosamine et à droite, le glucosamine 
 

I.3.1 Origine 

La chitine est le second polysaccharide le plus abondant sur Terre après la cellulose [100]. Il 

représente 16 % de la masse des carapaces des crabes ou 38 % de celle des homards [105]. Ces 

carapaces sont, à l'instar du tissu osseux des vertébrés, des matériaux composites constitués de 

carbonate de calcium pour la phase minérale, d'une phase organique qui comporte 

majoritairement de la chitine à laquelle sont associées différentes protéines et de l'eau. Pour 

purifier la chitine, il faut donc déminéraliser les carapaces par un traitement acide. Une fois 

déminéralisées, les carapaces sont dé-protéinées par un traitement alcalin (typiquement une 
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solution de NaOH 1 M pendant plusieurs heures) [106] ou par des traitements enzymatiques 

[107]. 

Une fois la chitine extraite et purifiée, elle est transformée en chitosane (CTS) par déacétylation. 

La modification se fait par un traitement en milieu alcalin dans une solution de NaOH à chaud 

(température de réaction supérieure à 100 °C) [108]. A température constante et temps de 

réaction constant, une augmentation de la concentration en NaOH augmente le degré de 

déacétylation [107,109]. Ce degré de déacétylation (DD) correspond au rapport de motifs N-

acetyl-glucosamine sur la somme des motifs N-acetyl-glucosamine et glucosamine [110]. Il 

influence de nombreuses caractéristiques physico-chimiques du chitosane comme sa solubilité 

ou encore ses propriétés biologiques. Il permet également de faire la distinction entre chitine et 

chitosane avec un seuil symbolique à 50 % de DD. Au cours de la déacétylation de la chitine, une 

possible rupture des ponts glycosidiques peut avoir lieu menant à la diminution de la longueur 

des chaines du chitosane [111]. 

I.3.2 Intérêt biologique 

Le chitosane possède des propriétés biologiques antibactériennes, antifongiques, des facultés de 

recrutement de cellules etc ... Ces propriétés sont dépendantes des caractéristiques physico-

chimiques du chitosane comme son poids moléculaire, son degré de déacétylation et peuvent 

être influencées par le pH. Qi et al. [112] ont démontré les propriétés antibactériennes du 

chitosane dans une solution à pH 5.0 contre une gamme de bactéries à Gram négatif et Gram 

positif. L'effet du chitosane est plus marqué sur les bactéries à Gram positif que sur celles à 

Gram négatif. No et al. [113] ainsi que Xiao et al. [114] rapportent l'importance du poids 

moléculaire sur l'activité antibactérienne et antifongique respectivement. 

Le chitosane permet également de fixer des cellules comme les ostéoblastes et de contribuer à 

leur prolifération. Dans leur étude, Seol et al. [102] démontrent une minéralisation d'une 

matrice de chitosane par des cellules osseuses dans un milieu tamponné PBS. En couplant le 

polymère avec des facteurs de croissance, il est possible d'augmenter significativement le 

développement ou la régénération de l'os [115]. 

I.3.3 Propriétés physico –chimiques 

Comme nous l'avons évoqué ci-dessus, le chitosane est un polymère bloc composé de deux 

sucres liés en β (1-4). La protonation de l'amine du glucosamine en milieu acide permet la 

solubilisation du chitosane. Usuellement de l'acide acétique est utilisé pour solubiliser le 
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chitosane et Rinaudo et al ont démontré que, pour avoir une solubilisation complète du 

chitosane, il suffisait d'avoir une protonation de l'ordre de 50 % de la chaine [99]. 

Le chitosane étant un polysaccharide, il ne possède pas de température de transition vitreuse. 

Sa stabilité thermique est dépendante de son poids moléculaire et sa dégradation se fait dans 

une gamme de températures comprises entre 200 et 300 °C [116]. 

La réactivité chimique du chitosane est due à ses résidus comme cela se produit dans les 

réactions de phosphorylation du chitosane. Différents réactifs comme l'acide phosphorique, le 

pentoxyde de phosphore ou le triethyl phosphate peuvent réagir et conduire à la fixation du 

groupement phosphate aux alcools résiduels du chitosane [117,118]. Par extension, c'est 

également un procédé qui a été proposé par Lee et al. [119] pour réticuler deux chaînes de 

chitosane. Dans leurs travaux, ils font réagir un groupement phosphate sur l’alcool du carbone  

C-6 d’une unité du chitosane dans un solvant constitué d’urée et de diméthyleformamide à 

70 °C. Suite à cette phosphorylation du chitosane, les auteurs proposent un mécanisme de 

formation de polyphosphate qui permet de réticuler le chitosane. Un autre groupe contribuant à 

la réactivité du chitosane est son amine résiduelle. Celle-ci étant chargée positivement lorsque le 

chitosane est solubilisé, des liaisons ioniques sont rendues possibles. Amaral et al. proposent 

ainsi plusieurs configurations pour des sels d'hydrogénophosphates de chitosane [120] et par 

extension, Fwu-Long et al. [121] suggèrent la réticulation ionique du chitosane par le 

tripolyphosphate comme illustré sur la Figure 12. 

 
Figure 12 Schéma de réticulation ionique proposé par Fwu-Long et al. [121] 

 

Le chitosane est un polymère semi-cristallin qui présente plusieurs arrangements dits « tendon » 

et « recuit ». Tous les deux sont stabilisés par des liaisons hydrogène intramoléculaires O(3)-O(5) 

et s’organisent en double hélice de façon antisymétrique sous la forme d'une structure en zigzag 
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pour former des feuillets (Figure 13). Le polymorphe « tendon » est le plus couramment 

rencontré dans le commerce, c’est la forme hydratée qui est donc stabilisée par les liaisons 

hydrogène avec les molécules d'eau. Le composé anhydre est appelé « recuit » et est obtenu en 

dispersant le chitosane dans de l'eau puis en le chauffant à 200 °C. Il présente également une 

structure en zigzag mais sans liaison hydrogène avec l'eau. La transition vers le chitosane recuit 

est irréversible [122]. 

 
Figure 13 Arrangements des CTSs a) « tendon » et b) « recuit » projetés suivant l’axe a (haut) et l’axe c 

(bas). Repris et adapté de [123,124] 
 

Les sels de chitosane peuvent adopter d'autres structurations appelées Type I, Type II ou Type III 

[123] présentes en fonction du sel utilisé, de la température de synthèse et de la concentration 

en acide. Le sel d'acétate de chitosane peut présenter une structure mixte Type I et Type II qui se 

traduit sur le spectre RMN par la présence d’un doublet du carbone C-1 (100 - 97 ppm) 

caractéristique de la structure Type II mais pour lequel la composante à 97 ppm n'est pas 

prédominante (contrairement à ce qui pourrait être attendu). Il en va de même pour le pic du 

carbone C-4 (83 - 78 ppm) [125]. Le sel d’acétate de chitosane est un matériau semi-cristallin 

comme le démontre le motif de diffraction présenté sur la Figure 14. A partir de cette 

diffraction, Yamamoto et al. [126] concluent à une structure monoclinique de la phase cristalline 

de ce sel. 
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Figure 14 Motif de diffraction d'un sel d'acétate de chitosane préparé à 110 °C [126]. 

 

I.4. Les matériaux composites à matrice chitosane chargés en 

phosphates de calcium 

Comme l'os est un matériau composite constitué de nanocristaux d’apatite distribués dans une 

matrice organique, de nombreuses études ont tenté d'associer une phase minérale avec un 

polymère. Cette association organique/inorganique est notamment retrouvée dans des 

composites chitosane/phosphate de calcium. Cette phase minérale doit alors avoir la répartition 

la plus homogène possible dans la phase organique. Dans leurs travaux, Ding et al. [127] ont par 

exemple préparé des suspensions de phosphates de calcium dans une solution de chitosane puis 

laissé sécher par évaporation de solvant. Ils ont démontré que pour le rapport massique 

CaP/CTS de 25 dans la suspension de départ ils obtenaient un film avec la meilleure résistance 

mécanique. Ils constatent également que ce rapport correspond à la limite à partir de laquelle la 

phase minérale commence à s’agréger et à présenter une moins bonne répartition dans le 

polymère. 

I.4.1 Procédés de mise en forme 

Les composites chitosane/CaP peuvent être mis en forme par évaporation de solvant à partir 

d’une suspension comme Xianmiao et al. l'ont démontré [128] ou encore comme Ding et al. 

[127] l’utilisent. Leurs travaux respectifs permettent de mettre en forme des membranes 

composites. Cette évaporation mène à la précipitation du chitosane ce qui engendre le piégeage 

des particules mises en suspensions (respectivement de l’apatite et du TCP). 

De la même manière, la faculté du chitosane à précipiter en milieu basique est utilisée dans le 

procédé de fabrication additive développé par Ang et al. [129]. Dans leur étude, c'est une 
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suspension d'hydroxyapatite dans une solution acide de chitosane qui est imprimée via une buse 

dans une solution d'hydroxyde de sodium et d'éthanol. Le chitosane présent dans la phase 

liquide précipite au contact de la soude et forme ainsi un hydrogel piégeant la phase solide de la 

suspension dans un réseau de chaine polymérique. 

Parmi les autres procédés de mise en forme possibles des matériaux composites chitosane/CaP, 

la coprécipitation est la méthode de choix étant donné que les deux composés précipitent à pH 

basique. Dans leur étude Danilchenko et al. utilisent une solution contenant du chlorure de 

calcium, du dihydrogénophosphate de sodium, du chitosane et de l'acide acétique. En 

augmentant le pH avec de la soude, ils obtiennent après lyophilisation une matrice poreuse 

[130]. Le matériau développé possède de très bonnes propriétés biologiques et notamment une 

résorbabilité quasi complète en 24 jours in vivo, le matériau de synthèse étant remplacé par de 

l'os nouvellement formé. La co-précipitation permet également d'obtenir des matériaux 

pulvérulents comme Li et al l'ont démontré [131]. Dans leur étude, c'est une solution acide de 

chitosane, d'acide acétique et d'acide phosphorique qui est versée goutte à goutte dans une 

solution d’hydroxyde de calcium à 4 % d’éthanol, pour laquelle la concentration est ajustée pour 

obtenir des rapports chitosane/apatite variables. Des particules composites se forment alors, 

elles sont rincées à l’eau distillée et sont séchées pour former des poudres avec une distribution 

de tailles, une composition et une répartition de la phase minérale dans la matrice organique 

homogène. 

I.4.2 Etude des interactions organique/inorganique 

Nous avons mentionné précédemment dans ce texte que les fonctions réactives du chitosane 

sont les groupements alcool, amide et amine formant des liaisons hydrogène, covalentes ou 

ioniques. Sur cette base, Xianmiao et al. [128] proposent une possible interaction entre l'amine 

du glucosamine du chitosane et les groupements hydroxyles de l'hydroxyapatite. Ils constatent 

en effet un déplacement des bandes des groupements polaires du chitosane et une disparition 

de la bande des OH de l'apatite. A ces arguments vient s'ajouter une diminution de la cristallinité 

du chitosane en présence des nano particules d'apatite ce qui permet aux auteurs de supposer 

une interaction de type liaison hydrogène entre les deux phases. Fang et al. [132] proposent, 

quant à eux, une possible liaison de coordination entre le calcium et la fonction amide du 

chitosane en se basant sur un décalage observé sur le spectre infrarouge de la bande des 

amides II (C-N). Selon eux, l’amide formerait un complexe avec le calcium grâce à une 

stabilisation par des liaisons hydrogène avec des molécules d’eau environnantes. Basargan et al. 
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[133] font la même hypothèse en observant également des décalages des modes de vibration 

des liaisons amide II et III du chitosane. 

D'autres études évoquent une déstabilisation thermique du chitosane en présence de 

phosphates de calcium [134]. Dans leur étude Peña et al. forment des revêtements et des 

poudres composites par un traitement alcalin d'une suspension de brushite dans une solution de 

chitosane. La décomposition de la phase organique a lieu à plus basse température dans ce 

composite. Ils démontrent également un impact de la présence du chitosane sur la formation de 

la phase minérale. Celui-ci semble inhiber la formation de la phase β-TCP. 

L'impact de la présence de chitosane sur la formation et la croissance de particules de 

phosphate de calcium a aussi été rapporté par Kumar et al. [135]. Leurs travaux portent sur 

l'étude d'un composite préparé à partir d'une solution de chaux à laquelle sont ajoutés de l'acide 

phosphorique et du chitosane. La suspension composite obtenue est bien plus stable que la 

suspension minérale simple (le temps de sédimentation s’accroit de quelques minutes à 

plusieurs semaines). Cette stabilisation est attribuée à une interaction entre la phase minérale et 

la phase organique. Cette interaction se traduit par une modification de la croissance des 

particules de phosphate de calcium. En présence du chitosane, la croissance suivant l'axe c de la 

maille hexagonale de l’apatite est inhibée alors que celle suivant l'axe a est favorisée. Les 

auteurs évoquent la possibilité d'une phosphorylation du chitosane pendant les premiers 

instants de la formation de la phase minérale en s’appuyant sur les travaux de Wan et al. [136]. 

Cependant cette réaction paraît peu probable étant donné la différence de milieu réactionnel 

entre ces deux études. Les auteurs excluent  la formation de complexes entre l'amine ou l’amide 

du chitosane et l’ion Ca2+ du fait du pH trop acide de leur mélange. 

L’impact de la préparation d’une suspension d’hydroxyapatite dans un gel d’acétate de 

chitosane a été rapporté également par Wilson et al. [137]. Les gels d’acétate de chitosane ayant 

un pH de l’ordre de 4-5, ils engendrent une solubilisation partielle de la phase minérale qui a 

pour effet d’augmenter la surface spécifique de celle-ci apportant alors plus de points d’ancrage 

mécanique au chitosane. Les auteurs constatent également l’augmentation importante de la 

stabilité colloïdale de la suspension lorsqu’elle est préparée avec du chitosane. Ils associent cette 

stabilisation à une adsorption importante du polymère à la surface de la phase minérale. 
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I.5. Le procédé d’atomisation séchage 

Le procédé d'atomisation séchage est un procédé de mise en forme de poudre amplement 

exploité dans le secteur industriel. Il est, par exemple, largement déployé dans les domaines 

agroalimentaire [138] et pharmaceutique [139]. Il présente l'avantage de pouvoir travailler avec 

des molécules thermosensibles et de donner in fine une poudre avec une répartition de taille 

contrôlée. C'est un procédé très polyvalent avec de nombreux paramètres d'entrée qui influent 

sur la taille, la morphologie ou l'aspect des particules produites. 

Le principe repose sur la pulvérisation d'un liquide dans un courant d’air chaud. Au contact de 

l'air chaud, le solvant et les composés volatils des gouttelettes formées par la pulvérisation 

s'évaporent pour ne laisser qu'une particule « sèche » [140]. Le principe de cette technique est 

représenté sur la Figure 15. Cette technique est donc fréquemment utilisée pour sécher des 

suspensions et ainsi augmenter la taille des grains (agglomération). Elle permet également 

d’utiliser les gouttelettes formées comme des microréacteurs pour réaliser des réactions 

chimiques in situ. 

 

Figure 15 Fonctionnement schématique du procédé d'atomisation séchage. 1 : alimentation en liquide, 
2 : chauffe du gaz porteur, 3 : pulvérisation et séchage des gouttes, 4 : récupération de la poudre et 5 : 

évacuation des composés volatils 
 

La maitrise des conditions opératoires telles que : la formulation du précurseur, la température 

d’entrée, le rapport flux d’air de cisaillement/débit liquide, la géométrie de la buse, le mode de 

séchage [141] etc.permet de contrôler la morphologie de la poudre finale comme représenté sur 

la Figure 16. 
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Figure 16 Représentations schématiques des différentes morphologies de particules pouvant être 

obtenues par atomisation séchage [141] 
 

Le procédé d'atomisation séchage peut être utilisé comme procédé d’agglomération séchage 

pour obtenir des particules de tailles plus importantes. C'est par exemple dans cette optique que 

Wang et al. [142] l'utilisent. Dans leur étude, ils préparent une suspension d'hydroxyapatite qui 

est ensuite atomisée en faisant varier différents paramètres opératoires comme le débit d'air 

d’atomisation, la concentration en charge solide de la suspension ou encore le débit de liquide. 

Ainsi plus la concentration de la suspension augmente, plus la taille des particules est 

importante et plus leur surface spécifique décroit. Ces variations peuvent être expliquées par le 

fait que la taille des gouttes est principalement dépendante de la buse choisie ainsi que du 

rapport débit d'air/débit liquide à formulation équivalente [141]. L’influence de la formulation 

de la suspension sur la morphologie des particules a été démontrée par Sun et al. [143]. Dans 

leurs travaux, ils forment des sphères creuses microporeuses d’hydroxyapatite en utilisant dans 

la suspension un agent moussant gazeux : du bicarbonate d'ammonium. Celui-ci forme alors 

pendant l’atomisation des bulles de gaz au sein de la gouttelette. Ce gaz en s’échappant de la 

particule en formation draine la suspension vers l’extérieur formant ainsi la croûte. 

Nous l'avons évoqué précédemment, l'atomisation séchage peut permettre de sécher des 

solutions de polymères comme le chitosane. Cervera et al. [144] évoquent par exemple que 

l'atomisation de chitosane mène à la formation de différents sels de chitosane en fonction de 

l'acide utilisé pour solubiliser ce polymère. Ils mentionnent aussi le fait que plus la température 
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d’entrée est élevée, plus la « sphéricité » des particules est importante. Ils signalent également 

le fait que ces sels de chitosane sont amorphes et que le caractère semi-cristallin du chitosane 

est perdu. Comme précédemment, les paramètres de l'atomisation ont un impact important sur 

la morphologie, la taille ... des particules. Ngan et al. [145] présentent, à ce sujet, une étude 

illustrant l’impact de différents paramètres comme la concentration en polymère, le diamètre de 

la buse, le poids moléculaire du chitosane sur les tailles des particules. 

Plus récemment, l’utilisation de l’atomisation séchage a permis également de former des 

poudres composites à l’instar des travaux de Ruphuy et al. [146] ou Basargan et al. [133] en 

séchant une suspension d’apatite dispersée dans une solution de chitosane. Dans le premier 

exemple, la suspension est constituée de particules d’apatites nanométriques finement 

dispersées dans le chitosane avec un rapport massique inorganique/organique de 70/30 (pour 

être proche du rapport de l’os). Deux préparations sont réalisées à un pH de 5,5 et 7,0 

respectivement. L’apatite utilisée provient d’une barbotine commerciale dans laquelle du KCl a 

été solubilisé. Ce composé est présent, dans les particules composites formées après 

atomisation, sous forme de cristaux (dont la taille dépend du pH de la suspension atomisée). 

Pour l’éliminer, les auteurs ont recours à un lavage. Après ce traitement, la dispersion des nano 

particules phosphocalciques dans la phase organique est alors visible en imagerie MEB. La 

qualité de cette dispersion semble dépendante du pH initial de la préparation. En effet pour le 

cas de la suspension préparée avec un pH de 5,5, les nano particules d’apatite semblent mieux 

réparties dans le polymère que dans le cas où le pH est de 7 où elles forment des agrégats. Les 

auteurs observent un décalage de la bande des amines protonées dans les spectres infrarouges 

des matériaux composites en comparaison avec celle du spectre de la phase organique seule et 

évoquent une possible interaction entre la phase organique et la phase minérale. Basargan et 

al., quant à eux, préparent par coprécipitation une suspension de particules composite 

apatite/chitosane. Cette suspension est obtenue par l’ajout d’une solution de chitosane 

contenant de l’acide acétique à 2 % massique et de l’acide phosphorique à 0,12 M dans une 

solution de Ca(OH)2 à 0,2 M. Le pH de la préparation est maintenu supérieur à 9 par ajout de 

soude. La suspension est laissée maturée 15 H puis après décantation, le surnageant est retiré et 

le volume restauré avec de l’eau distillée. La dispersion ainsi rincée est alors atomisée. 

Différentes formulations sont testées avec des rapports massiques apatite/chitosane de 1/1, 

1/2, 1/3 et 1/4 et des températures d’entrée de 160 °C ou 120 °C. Il apparait que la morphologie 

des microparticules est sensiblement la même pour les différents rapports testés. L’influence de 

la température se traduit par un plus haut degré de cristallinité et une surface spécifique plus 

faible pour le matériau préparé à 120 °C en comparaison avec celui préparé à 160 °C. 



Pour aller plus loin 

31 S. LE GRILL – UPS – 2018 

I.6. Pour aller plus loin 

Ces deux stratégies de production du matériau composite ont comme point commun de générer 

la phase minérale avant le procédé de mise en forme par atomisation séchage ce qui limite les 

possibilités d’interaction entre les deux phases à celles établies dans la suspension. Or dès 1995, 

Luo et al. [147] proposent l’utilisation de l’atomisation séchage pour synthétiser in situ un 

précurseur apatitique. Dans leur étude, les auteurs utilisent le produit de l’atomisation pour 

former de l’hydroxyapatite par calcination sans caractériser ce précurseur. Ce dernier est obtenu 

en atomisant une solution de Ca(NO3)2 et NH4H2PO4 en respectant le rapport molaire de 1,67 

dans une solution à pH = 2, le nitrate d’ammonium résiduel étant éliminé pendant la calcination. 

Plus récemment, l’équipe de L.C Chow a démontré la possibilité d’élaborer des matériaux 

phosphocalciques amorphes par atomisation séchage de différentes solutions. Dans une 

première étude [148], les auteurs solubilisent de l’hydroxyapatite (HA) soit dans une solution 

d’acide acétique à 17,5 mmol/L, soit dans une solution d’acide carbonique à 266 mmol/L. Après 

atomisation, la poudre obtenue apparait comme étant amorphe en DRX. Cependant les auteurs 

évoquent le fait qu’en TEM haute résolution ils retrouvent des profils cristallins avec des tailles 

de cristaux de 5 à 10 nm. Les grilles de TEM étant préparées en dispersant la poudre atomisée 

dans de l'éthanol (95 % volumique), les auteurs énoncent la possibilité que cette préparation 

engendre la modification de la phase amorphe vers une phase plus cristallisée comme cela a été 

évoqué plusieurs fois dans ce chapitre. Par la suite, les paramètres d’atomisation comme les 

conditions opératoires ou la formulation ont été modifiés pour étudier l’impact sur le matériau 

obtenu. Une formulation constituée de monétite et de carbonate de calcium dissous dans une 

solution d’acide acétique a ainsi également été testée [149]. La poudre obtenue présente en 

DRX le halo caractéristique des matériaux amorphes. La morphologie des particules reste 

identique à celle observée en TEM dans leur étude précédente à savoir sphérique avec une taille 

caractéristique de l’ordre de 100 nm. Dans une autre étude, L.C Chow et ses collaborateurs [150] 

utilisent comme formulation de départ deux solutions diluées d’hydroxyde de calcium (4 

mmol/L) et d’acide phosphorique (correspondant aux rapports Ca/P de 1, 1,3, 1,5 et 1,67). La 

buse choisie dans cette étude est une buse trifluide à mélange externe pour éviter le contact 

entre les solutions et la formation de précipités éventuels avant l’atomisation. La poudre qui 

résulte de cette préparation est une poudre ACP pour les rapports 1,33 à 1,67 (et présence de 

phase brushitique en DRX pour le rapport 1,33) et un mélange brushite mal cristallisée et 

monétite pour le rapport 1. Dans cette étude, les auteurs énoncent la possibilité que les 

particules nanométriques formées soient constituées d’agrégats de clusters créés pendant le 

séchage de la gouttelette. 
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Ces agrégats peuvent être comparés à ceux décrits dans les travaux de Brecevic et al. [90]. Les 

phénomènes qu’ils ont observés dans des volumes importants semblent pourvoir être 

transposables dans la gouttelette formée pendant l’atomisation séchage qui apparait alors 

comme un microréacteur pour la synthèse. Rappelons que dans l’étude de Brecevic et al., les 

auteurs utilisent la présence de gélatine pour isoler les clusters d’ACPs et inhiber leur agrégation 

et la formation de chapelets issus de cette agrégation. Les auteurs obtiennent ainsi un matériau 

composite présentant une très bonne dispersion de la phase minérale dans la phase organique. 

Nous avons énoncé précédemment que la préparation de poudre de chitosane par atomisation 

séchage est issue de la pulvérisation d’une solution de ce polymère. En extrapolant les résultats 

de L.C.Chow et de Brecevic et al., nous envisageons de pouvoir, en une étape, former une 

poudre composite CTS/ACP par l’atomisation d’une solution contenant des précurseurs 

phosphocalciques et du chitosane solubilisé. Nous avons choisi les sels de calcium et de 

phosphate de façon à minimiser l’impact des produits secondaires de réactions et avons cherché 

à impliquer ces derniers dans une seconde réaction qui est la solubilisation du polymère. Les sels 

choisis sont donc l’acétate de calcium et l’acide phosphorique dans le but de former un 

phosphate de calcium amorphe et de l’acide acétique qui peut être utilisé pour solubiliser le 

chitosane. 
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II.1. Matériels 

L’acide phosphorique (PA-85%), l’acide acétique (glacial), l’acétate de calcium monohydrate (CA) 

et le chitosane (CTS bas poids moléculaire 50- 190 kDa) ont été approvisionnés auprès de 

l’entreprise Sigma Aldrich. La poudre d’hydroxyapatite stœchiométrique commerciale a été 

fournie par la société Teknimed. 

II.2. Méthodes 

II.2.2 Préparation des phases solides 

II.2.2.2Synthèse de l’apatite biomimétique 

La synthèse de l’apatite biomimétique a été réalisée selon le protocole établi au laboratoire et 

décrit par N. Vandecandelaere et al. [65]. Deux solutions aqueuses de précurseurs ont été 

préparées ; l’une de 750 mL de nitrate de calcium tétra hydraté (Ca(NO3)2,4H2O) à une 

concentration de 0,3 M et l’autre de 1500 mL d’hydrogénophosphate de di-ammonium 

((NH4)2HPO4) à une concentration de 0,6 M respectivement notées solutions A et B. 

La solution A est versée rapidement dans la solution B sous une agitation magnétique 

vigoureuse. Une fois l’ajout réalisé, l’agitation est laissée pendant 5 min puis la préparation est 

laissée au repos pendant 24 H. La suspension a ensuite été séparée en quatre parties égales. 

Chaque partie est rincée par filtration sur Büchner avec 1 L d’eau déminéralisée afin d’éliminer 

les produits secondaires de la réaction ainsi que les sels n’ayant pas réagi. 

10Ca(NO3)2 + 6(NH4)2HPO4 + 2H2O → Ca10(PO4)6(OH)2 + 12NH4NO3 + 8HNO3 

Une partie de la poudre obtenue a été séchée au lyophilisateur, une autre par atomisation 

séchage et une dernière a été utilisée pour l’étude cinétique de la distribution de tailles de 

grains en solution acide. 

II.2.2.3Broyage de l’hydroxyapatite commerciale 

La poudre d’hydroxyapatite commerciale a été broyée en utilisant un broyeur à boulets dans 

lequel 86 boulets de 19 millimètres de diamètre en céramique sont placés dans un bol de 1 L. 

50 g de poudre d’hydroxyapatite ont ensuite été ajoutés sans solvant ou autres réactifs. Le 

broyeur est mis en rotation à 100 rpm pendant 2 à 3 heures. 
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II.2.3 Atomisation 

Les différentes atomisations effectuées au cours de ce travail de thèse ont été réalisées avec un 

Mini spray dryer B 290 de la marque BÜCHI (Suisse) fonctionnant en co-courant avec une buse 

double fluide à mélange externe de diamètre de 1,5 mm, une température d’entrée de 160 °C, 

une aspiration à 90 %, un débit liquide de 0,3 L.h-1 (pompe péristaltique) et un débit d’air de 

cisaillement de 414 L.h-1. La température de sortie avec ces paramètres d’atomisation est 

d’environ 45 °C ± 10 °C. 

Avant toute atomisation 200 mL d’eau déionisée sont introduits dans l’appareil afin de stabiliser 

le système (températures d’entrée, de sortie et parois en verre de l’atomiseur). 

II.2.4 Formulations 

II.2.4.2Suspensions 

Les suspensions atomisées sont préparées en dispersant 3 g de poudre dans une solution 

aqueuse d’acide acétique à 1 % volumique sous agitation magnétique vigoureuse. Après 15 min 

d’agitation, la suspension est alors atomisée en maintenant l’agitation pour éviter toute 

sédimentation. 

Dans le cas des suspensions composites, 1,61 g de chitosane sont d’abord dissous dans la 

solution acide. La phase solide est ensuite ajoutée et les temps d’agitation restent inchangés. Le 

rapport massique organique/inorganique est alors proche de celui retrouvé naturellement dans 

l’os à savoir 35/65 [1]. 

II.2.4.3Solutions 

Les solutions de précurseurs de phosphate de calcium sont préparées en solubilisant dans un 

premier temps l’acétate de calcium dans 1 litre d’eau déionisée. L’acide phosphorique est 

ensuite ajouté goutte à goutte sous agitation pour éviter la sursaturation locale des espèces et la 

précipitation de composés. Cette solution est ensuite atomisée en gardant l’agitation 

magnétique vigoureuse. Les différentes formulations testées dans ce travail de thèse sont 

présentées dans le Tableau 1. 

Tableau 1 Variations du rapport molaire Ca/P et de la quantité d'acide phosphorique (PA) pour une 
concentration en acétate de calcium constante égale à 5 g/L 

Ca/P 1,3 1,5 1,67 2 

PA (mL) 1,53 1,33 1,19 0,99 
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Les solutions composites sont préparées en solubilisant le chitosane dans 330 mL d’une solution 

d’acide acétique à 1 % volumique dans une fiole jaugée de 1 L. Une fois le chitosane solubilisé, le 

volume est ajusté à 1 L avec de l’eau déionisée et l’acétate de calcium est ajouté et dissout. Enfin 

l’acide phosphorique est versé de la même manière que précédemment. Les formulations 

testées sont décrites dans le Tableau 2. 

Tableau 2 Variation du rapport organique/inorganique (CTS/ACP) en fonction de la quantité de 
chitosane (CTS) solubilisé où « ACP » définit les phosphates de calcium obtenus avec les formulations 

décrites dans le Tableau 1 
CTS/ACP 70/30 35/65 30/70 25/75 23/77 

CTS (g) 8,05 1,61 0,805 0,5 0,161 

 

II.2.5 Évolution des poudres en milieu aqueux 

L’évolution des poudres d’ACPs en milieux aqueux a été testée en dispersant 1 g de poudre dans 

50 mL d’eau déionisée. Les échantillons sont ensuite trempés dans l’azote liquide puis lyophilisé. 

La concentration de la suspension est choisie pour être proche de la concentration utilisée par S. 

Kim et al. [16] dans leur étude sur la formation de nanocristaux d’apatite à partir d’ACP en 

milieux aqueux. Contrairement à eux, nous n’avons pas cherché à contrôler le pH de la 

suspension. 

L’évolution de la poudre composite CTS/ACP avec le rapport organique/inorganique de 35/65, a 

été faite en dispersant 2 g de composite dans 66 mL d’eau déionisée. Le prélèvement est 

effectué de façon similaire à la mesure précédente. 

II.2.6 Spectroscopies vibrationnelles 

II.2.6.2Spectrométrie infrarouge 

Les spectres infrarouges à transformée de Fourier (IRTF) ont été réalisés grâce à un appareil 

Nicolet 5700 Thermo en transmission avec des pastilles de KBr. Environ 1 mg de poudre est 

mélangé avec 300 mg de KBr puis placé dans un moule sous 8 T de pression pendant 30 

secondes. Le spectre est alors enregistré entre 400 et 4000 cm-1 avec une résolution de 2 cm-1 

sur 64 accumulations en soustrayant le fond instrumental. Les spectres où le chitosane 

intervient ont été normalisés en utilisant le pic des liaisons COC à 1072 cm-1. Les spectres issus 

des solutions de précurseurs sont normalisés en utilisant la bande des ions phosphates à 

1078 cm-1, ceux concernant l’apatite en utilisant la bande à 1048 cm-1 et enfin ceux concernant 
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l’acétate de calcium avec la vibration COO à 1540 cm-1. Aucune correction de ligne de base n’a 

été faite sur les spectres infrarouges. 

II.2.6.3Spectrométrie Raman 

Les analyses par spectroscopie Raman sont présentées sur la fenêtre [910-990 cm-1]. Les 

spectres ont été obtenus avec un laser rouge (633 nm), un réseau de 1800 traits, un 

grandissement optique de 100, une ouverture à 100 % et sur deux accumulations d‘une minute 

chacune. L’appareil utilisé pour ces mesures est un microscope confocal Raman Labram HR 800 

Yvon Jobin (HORIBA YVON JOBIN). 

Les spectres relatifs aux phosphates de calcium amorphes ont été normalisés en utilisant le 

maximum d’intensité dans cette fenêtre pour chaque spectre. 

II.2.6.4Spectrométrie RMN 

II.2.6.4.1 Etat de l’art 

II.2.6.4.1.1 Chitosane 

Le spectre RMN du carbone du chitosane présente principalement sept pics à 173, 105, 82, 75, 

60, 57 et 23 ppm respectivement associés au carbone fonctionnel de l'amide, au carbone 1, 4, 3 

et 5, 6, 2 du sucre et au méthyle de l'amide [144,151–153]. Le degré d’acétylation (DA) est 

calculé en faisant le rapport entre l'intensité du pic du carbone du méthyle sur la moyenne des 

intensités des carbones du sucre (2). 

 

II.2.6.4.1.2 Phosphate de calcium 

Dans le cas de l’analyse des phosphates de calcium amorphes, l’exploitation des données des 

spectres RMN est rendue difficile du fait du manque d’organisation de cette phase. Le spectre 

présente en effet des bandes larges et notamment une centrée vers 3 ppm associée à l’acide 

phosphorique et justifiant d’un unique site phosphorique proche de celui de l’apatite (2,7 ppm) 

dans le cluster de Posner [154]. En couplant la RMN du phosphore et du proton, Jaeger et al. 

[70] décomposent cette bande large en deux composantes : une contribution de HPO4
2- et une 

de PO4
3-. Leur étude tend à démontrer que le pourcentage d’hydrogénophosphate est de l’ordre 

de 18 % et que les ions phosphates ont un environnement très hydraté. 

 𝐷𝐴 =
𝐼஼ுయ

(𝐼஼ଵ + 𝐼஼ଶ + 𝐼஼ଷ + 𝐼஼ସ + 𝐼஼ହ + 𝐼஼଺)/6
(2) 
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II.2.6.4.2 Protocoles expérimentaux. 

La spectrométrie RMN a été effectuée en collaboration avec Yannick Coppel (LCC, Toulouse). Les 

spectres RMN MAS 1H, 13C et 31P ont été enregistrés avec un spectromètre BRUKER Avance III 

400 (9,4 T). Les références des déplacements chimiques sont le tétraméthylsilane (TMS) pour les 

noyaux 1H et 13C et une solution de 85 % H3PO4 pour les noyaux 31P (références externes). Les 

échantillons ont été placés dans des rotors en zircone de 4 ou de 2,5 mm. La vitesse de rotation 

autour de l’angle magique (MAS) a été réglée entre 10 kHz et 24 kHz suivant les cas. Certaines 

expériences 31P ont été acquises en rotor 2,5 mm sans MAS (phase statique). Les expériences 

ont été effectuées à la température ambiante de 21 °C.  

Les spectres 1H et 31P MAS ont été enregistrés par polarisation directe avec un délai de recyclage 

de 5 s et 200 s, respectivement et de 240 s pour les 31P en phase statique. La durée des 

impulsions RF d’excitation a été réglée pour correspondre à des rotations de l’aimantation de 

30 °. Les spectres 13C et 31P obtenus par polarisation croisée (CP) avec le 1H ont été enregistrés 

avec un temps de recyclage de 1,5 s et un temps de contact de 2 ms et 1 ms, respectivement. 

Pour le 31P en phase statique, 3 temps de contacts à 0,05, 0,1 et 2 ms ont été utilisés. Les 

expériences 1H éditées 31P (nommées aller retour ou FBCPMAS par la suite) ont été réalisées à 

partir d’une expérience CP pour transférer l’aimantation du 1H au 31P avec un temps de contact 

de 1 ms suivi d’un deuxième module CP pour retransférer l’aimantation du 31P au 1H avec un 

temps de contact de 0,05 ou 1 ms.  

Les expériences 13C et 31P ont été réalisées avec découplage du 1H pendant l’acquisition 

(séquence spinal64). 

II.2.7 Analyses X 

II.2.7.2DRX 

L’analyse DRX a été effectuée sur un diffractomètre INEL Equinox 1000 en utilisant une 

anticathode au cobalt (Kα = 1,788970 Å) sous 30 mA et 30 kV. Les spectres ont été accumulés sur 

une gamme d’angles allant de 0 à 117 ° pendant 1 h mais seule la fenêtre entre 10 et 60 °2θ est 

présentée. La Figure 17 présente les motifs de diffraction caractéristiques des phosphates de 

calcium classiquement rencontrés dans la littérature. 
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Figure 17 Motifs caractéristiques de diffraction des phosphates dicalcique dihydraté (DCPD) et anhydre 
(DCPA), du phosphate octocalcique (OCP), des phosphates tricalciques (TCP) α et β, de l’hydroxyapatite 
(HAp) bien cristallisée et du phosphate de calcium amorphe (ACP) présentés sur la fenêtre de diffraction 

[10-60 ° 2θ] 

II.2.7.3SAXS  

II.2.7.3.3 Etat de l’art 

L’analyse SAXS (pour Small Angle X-ray Scattering) est basée sur la diffusion d’un faisceau de 

photons X à travers un échantillon. L’intensité de diffusion I(q) est collectée en fonction du 

vecteur de diffusion (q) et apporte des informations sur les tailles caractéristiques des objets 

présents dans le matériau étudié. La courbe de I(q) permet d’extraire des informations sur la 

morphologie des particules et leur interface avec le milieu, le facteur de forme (P(q)) ainsi que le 

facteur de structure S(q) du matériau observé. L’intensité observée est proportionnelle au 

produit de P(q)*S(q). Le motif d’une dispersion parfaite, pour laquelle aucune particule 

n’interagit avec sa voisine et où le contraste électronique entre la phase dispersée et la phase 

dispersante est important, est présenté sur la courbe rouge de la Figure 18. Lorsque les 

particules s’agglomèrent les unes aux autres, le facteur de structure est modifié et il en résulte 

une variation de la courbe I(q) (courbe noir Figure 18). 
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Figure 18 Représentations théoriques de particules sphériques de 2 nm de rayon agrégées ou libres 
 

II.2.7.3.3.1 Appliqués à l’os 

La forme et la taille des cristaux présents naturellement dans l’os ont été étudiées par SAXS. 

Wachtel et al. [155] ou Fratzl et al. [156] ont par exemple démontré que les cristaux présents 

dans l’os (tibias de rat typiquement) qui ont une forme de plaquette fournissent des courbes 

avec une pente typique en q-2 pour les basses valeurs de vecteur de diffusion et en q-4 pour les 

valeurs plus élevées traduisant une interface franche entre la phase minérale et la phase 

organique (surface « lisse » des paquettes). Selon les auteurs, l’épaisseur des plaquettes varie 

entre 1,8 et 3 nm. 

Les travaux plus récents de Mahamid et al. [18] sur la mise en évidence de phosphates de 

calcium amorphes dans la formation d’os chez le poisson-zèbre ont montré in vivo la présence 

de plusieurs structures. Les résultats obtenus permettent de déduire que l’apatite présente une 

structure de plaquette avec une épaisseur de 2,2-2,5 nm. De plus, une structure sphérique de 

6 nm de rayon a été mise en évidence et attribuée à une phase amorphe. Cette structure a été 

déduite de l’apparition d’un motif oscillant de la diffusion sur le profil SAXS caractéristique de la 

diffusion d’une phase sphérique présentant une distribution de tailles de grains monomodale 

avec un indice de polydispersité faible. 

II.2.7.3.3.2 Modèle de Beaucage et traitement mathématique 

Le modèle de Beaucage définit des structures qui sont elles-mêmes constituées de sous 

structures. Imaginons par exemple des billes (toutes de même taille) ; celles-ci représentent la 
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sous-structure la plus petite (notée Rs). Si, ensuite, ces billes sont disposées dans un sac rigide, 

ce dernier représente alors une seconde structure. Cette deuxième structure peut être associée 

au rayon de giration d’un agglomérat de billes (noté Rg). Ces sacs de billes peuvent ensuite être 

mis dans des sacs plus grands et cetera. Le modèle de Beaucage permet de remonter à la taille 

des billes initiales ainsi qu’à la taille des sacs de billes dans la limite de détection de la technique. 

Mais ce modèle permet également de recueillir des informations complémentaires 

caractéristiques de l’interface entre le milieu extérieur et la structure. Ainsi, l’interface entre la 

bille et le milieu extérieur est franche (surface lisse) alors que l’interface entre le sac de billes et 

le milieu extérieur a une interface moins franche (surface rugueuse). Ces différentes interfaces 

se traduisent par des pentes de valeurs différentes sur la représentation de l’intensité de 

diffusion. Pour des interfaces franches, la pente est en q-4 (sur un graphique en log/log) et 

correspond à la limite de Porod [157]. Moins les interfaces sont franches plus l’exposant de q est 

petit et donc plus la pente est faible. 

 

Figure 19 Représentation schématique du modèle de Beaucage où deux sous structures sont observées 
[158]. 

 

Pour faire correspondre la courbe expérimentale à la courbe théorique, il faut alors vérifier 

l’équation (3). Le premier terme de cette équation décrit les structures de grandes tailles avec 

un rayon de giration Rg, le second décrit le régime fractal qui lie les deux structures (avec Rsub 

qui permet de définir la « portée » d’influence de Rs sur le vecteur de diffusion et p qui 

correspond à la loi puissance de la structure Rg). Enfin le troisième terme décrit les sous-

structures avec un rayon de giration Rs alors que le dernier définit leur facteur de structure 

[157,158]. 
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Figure 20 Représentation de la variation d'intensité de diffusion pour un modèle de Beaucage avec Rg = 
10 nm et Rs = 1 nm = R sub et des pentes en q-4 

 

A ce traitement mathématique, nous avons appliqué un facteur de structure « Hard sphere ». Le 

modèle de Beaucage est alors multiplié par la formule (4) où fp représente la fraction volumique 

de la sphère de rayon RHS et où G est une fonction sinusoïdale décroissante en  ଵ

ୖౄ౏୯
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Figure 21 Facteur de structure S(q) pour une sphère de rayon 10 nm et pour différentes fractions 
volumiques fp 

II.2.7.3.4 Protocole expérimental 

Un banc de diffusion de rayonnement X aux petits angles XEUSS 2.0 disposant d’une source au 

cuivre a été utilisé pour les mesures SAXS. Ce travail a été conduit en collaboration avec Pierre 

ROBLIN (laboratoire LGC, Toulouse) via la plateforme FERMAT. Deux distances du détecteur 

(DECTRIS, PILATUS 1 M) à 2500 mm et 330 mm ont été utilisées pour couvrir les fenêtres de 

vecteurs de diffusion respectives de [1.4 Å-1-0.027 Å-1] et [0.221 Å-1-0.0042 Å-1]. Les deux courbes 

ainsi obtenues ont été rassemblées en utilisant le point à 0,1 Å-1 comme point de jonction. Les 

motifs de diffraction ont été obtenus après 300 s d’accumulation. Les courbes d’intensité du 

vecteur de diffusion en fonction du vecteur de diffusion sont obtenues par intégration radiale du 

motif de diffusion. 

Les analyses SAXS sont effectuées en plaçant la poudre sèche entre deux feuilles de kapton®. 

Une mesure à blanc (avec les deux feuilles de kapton® uniquement) est réalisée pour chaque 

analyse et soustraite au signal par la suite. 

II.2.7.4WAXS 

Les mesures WAXS (Wide Angle X-ray Scattering) ont été réalisées sur une machine prototype de 

laboratoire dédiée à l’étude des matériaux amorphes et nanocristallins avec la collaboration de 

Pierre LECANTE (CEMES, Toulouse). La source de photon X est une anticathode en molybdène 

utilisée à 50 kV et 20 mA. Les signaux PDF (pour Pair Distribution Function ou RDF pour Radial 

Distribution Function) sont obtenus par la transformée de Fourier de Zernike et Prins [159] de 
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l’intensité réduite après normalisation du signal de diffraction. Ces signaux donnent des 

informations à une échelle atomique. La transformée de Fourier du signal de diffusion permet en 

effet de passer de l’espace réciproque à l’espace réel indiquant, entre autre, des distances 

récurrentes entre deux atomes et permettant de définir l’aspect cristallin d’un matériau et la 

distance de cohérence de ce dernier. 

II.2.8 Microscopies électroniques 

II.2.8.2Microscopie électronique à balayage- MEB 

Les images MEB sont obtenues grâce à un microscope LEO 435 VP avec une distance de travail 

de 10 mm et une tension d’accélération de 10 kV. Les matériaux sont préalablement positionnés 

sur un scotch carbone puis métallisés dans un plasma d’argent pendant 3 min en utilisant un 

Scancoat 6 Sputter Coater. Les images sont obtenues par accumulation de 5 scans à des 

grossissements variables. Un détecteur d’électrons secondaires (capteur latéral) et un détecteur 

d’électrons rétrodiffusés (capteur concentrique au faisceau d’électrons) sont utilisés pour 

respectivement étudier la morphologie et la répartition des phases des matériaux. 

II.2.8.3Microscopie électronique en transmission-TEM 

Les échantillons ont été déposés dans des eppendorfs de 0,5 mL puis mélangés avec de la résine 

époxy. Ils sont ensuite centrifugés à 7 000 rpm pendant 5 minutes puis mis à polymériser à 60 °C 

pendant 48h. Des coupes ultrafines de 80 nm ont été réalisées à l’aide d’un cryotrim 45° 

(Diatome) puis déposées sur des grilles en cuivre de 200 mesh recouvertes d’un film carbone 

(formvar). Les échantillons ont été observés avec un MET (Jeol JEM-1400, JEOL Inc) à 80 kV. Les 

photos ont été prises avec une caméra numérique (Gatan Orius, Gatan Inc, Pleasanton, CA, 

USA). Ces observations ont été réalisées avec l’aide de Stéphanie Balor et Vanessa Soldan (METI, 

Toulouse). 

II.2.9 Granulométrie 

La distribution de tailles des particules a été étudiée en utilisant un Mastersizer 3000 (Malvern) 

avec deux modules différents en fonction de l’observation voulue. Il est à noter que l’acquisition 

de cette mesure a été faite en volume ce qui renforce artificiellement la contribution des 

particules les plus grosses. 

II.2.9.2Voie sèche 

L’analyse par voie sèche a été réalisée en utilisant un module Aero S fonctionnant avec une 

pression de cisaillement de 3 bars afin de désagréger les particules micrométriques entre elles. 



Méthodes 

47 S. LE GRILL – UPS – 2018 

La mesure est effectuée pour 10 % d’obturation du laser pendant 10 secondes et répétée trois 

fois. 

II.2.9.3Voie humide 

L’analyse de la variation de tailles des particules d’ACP en voie humide est faite via le module 

Hydro SM. Dans ce module 100 ml d’eau déionisée sont placés sous une agitation à 1500 rpm et 

2 g de poudre y sont ajoutés. La mesure est faite pour 40 % d’obturation du laser pendant 10 

secondes toutes les 30 secondes. 

L’évolution des particules d’hydroxyapatite dans la solution acide a été faite dans le même 

module. La première mesure est faite sans acide acétique et dans l’intervalle entre la première 

et la seconde mesure, l’acide acétique est ajouté pour obtenir 1 % volumique. 

II.2.10 Analyse thermogravimétrique/thermique différentielle - 

ATG/ATD 

L’évolution thermique a été caractérisée en utilisant une balance ATG/ATD Setsys evolution 

(SETARAM instrumentation). La rampe choisie est de 5 °C/min entre 25 et 1000 °C. Un palier de 

stabilisation de 30 min à 25 °C est préalablement effectué. La température est mesurée au 

niveau de l’échantillon et l’acquisition se fait sous flux d’air sec. Environ 20 mg de matériau sont 

placés dans un creuset en platine de 200 µL pour chaque mesure. 

Une première mesure est effectuée à vide afin de déterminer la ligne de base. Cette dernière est 

soustraite à chaque mesure pour prendre en compte les échanges thermiques et les variations 

de masse du porte-échantillon et des creusets. 

La perte de masse entre 335 et 550 °C est associée à la dégradation de l’acétate de calcium 

ayant perdu ses molécules d’eau suivant la réaction suivante : 

Ca(CH3COO)2 + 4 O2 → CaCO3 + 3 H2O + 3 CO2 

Ainsi dans la réaction de dégradation d’une mole d’acétate équivalent à 158 g, 58 g sont perdus 

(36 %) et 100 g évoluent en carbonate de calcium. Les matériaux contenant de l’acétate de 

calcium présentent donc une perte de masse de X % dans cette gamme de températures. Le 

pourcentage d’acétate en excès est défini comme étant le rapport ௑

ଷ଺
∗ 100 exprimé en 

pourcentage. 
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Le rapport organique/inorganique est caractérisé par la perte de masse totale des matériaux 

composites à 600 °C. Ce rapport prend donc en compte l’acétate, l’eau et le chitosane. 

II.2.11 Chromatographie d’exclusion stérique - SEC 

Pour déterminer la masse moléculaire de la phase organique, nous avons utilisé une chaine de 

chromatographie d’exclusion stérique. Cette chaine est constituée d’une précolonne Shodex SB-

806M HQ avec une limite d’exclusion de 20 000 000 suivie d’une colonne Shodex OHpak SB-

802.5 HQ avec une limite d’exclusion de 10 000. L’éluant utilisé pour cette mesure est de 

l’acétate de sodium (pH 4.5) à un débit de 1 mL/min avec un volume d’injection de 100 µL. 

L’échantillon a été préparé à une concentration de 10 mg/mL dans l’éluant et a été filtré sur un 

filtre de porosité 0,45 μm avant d’être injecté en SEC. La chaine de chromatographie est 

également équipée d’un détecteur par diffusion statique de la lumière multiangle (détecteur 

MALLS Wyatt Dawn Heleos, 18 angles) sensible au produit [concentration] x Masse molaire et 

permettant d’avoir accès aux masses absolues des polymères analysés (pas d’utilisation de 

courbe étalon). Un second détecteur réfractométrique différentiel Shodex RI-101 (35°C) sensible 

à la concentration de l’espèce est également utilisé. 

Le détecteur par diffusion de lumière est basé pour l’interprétation des résultats sur l’utilisation 

de l’équation de Zimm pour la détermination de la masse. L’incrément d’indice de réfraction, 

dn/dc, intervient dans cette équation et nécessite d’être préalablement mesuré ; cette valeur de 

dn/dc qui représente la variation de l’indice de réfraction d’une solution de polymère en 

fonction de la variation de sa concentration est spécifique du polymère pour un solvant donné et 

à une longueur d’onde donnée. Pour l’analyse du chitosane, nous avons utilisé une valeur 

donnée dans la littérature de 0,192 mL/g [160]. 

II.2.12 Evaporation laser assistée par matrice - MAPLE 

Des suspensions de matériaux minéraux ou composites ont été préparées en prenant soin de 

maintenir dans tous les cas un pourcentage inorganique à 1 % massique. Par exemple, 0,05 g du 

matériau ACP (Ca/P=2) ou 0,077 g du composite CTS/ACP (35/65 Ca/P=2) ont été dispersés dans 

5 mL d’eau déionisée pendant 10 à 15 min. La préparation de la cible est ensuite effectuée en 

versant la suspension dans un porte-échantillon en cuivre préalablement refroidi puis immergé 

dans de l’azote liquide pendant 15 minutes. 

Une fois la cible formée, elle est placée dans la chambre de dépôt. Un mouvement de rotation 

est alors appliqué à la cible et celle-ci est maintenue froide par la circulation d’azote liquide dans 

le porte-échantillon. Les surfaces à revêtir (silicium (100), titane grade 4 et bioverre) 
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préalablement nettoyées par des bains ultrasons successifs dans l’acétone, l’éthanol et l’eau 

distillée puis séchés à l’azote sont placées en vis-à-vis de la cible. La chambre est alors fermée 

puis un vide primaire est mis en œuvre (2. 10-2 mbar). Un laser à excimère KrF (248 nm) est alors 

utilisé à une fréquence de 10 Hz pour impacter la cible 40 000 fois avec une fluence de  

0,58 J.cm-2. 

II.2.13 Etudes biologiques 

II.2.13.2 Culture cellulaire 

La biocompatibilité des revêtements obtenus par MAPLE sur des substrats titane a été évaluée in 

vitro sur des cellules osseuses humaines d’ostéosarcome (MG63, ATCC® CRL-1427™), en 

étudiant la morphologie et le cycle cellulaire des cellules en croissance. Pour l’étude 

microscopique de la morphologie cellulaire, les revêtements ont été placés dans 24 puits avec la 

face revêtue exposée au milieu cellulaire. Une quantité de 5.105 cellules MG63 a été ajoutée 

dans un milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) avec 10 % de sérum bovin fœtal et 

1 % d’acides aminés essentiels. Les revêtements ont été maintenus à 37 °C pendant 24 H sous 

une atmosphère à 5 % de CO2. Après 24 H, les échantillons ont été colorés avec de l’iodure de 

propidium (PI) et du diacétate de fluorescéine (FDA), et respectivement avec du PI et du Hoechst 

(H) dans le but de différencier les cellules mortes (PI) et les cellules viables (FDA, H). Les cellules 

ont été directement observées au microscope à fluorescence après colorisation avec un Leica 

DFC450C. 

Pour le dosage du cycle cellulaire, les cellules MG63 ont été cultivées dans le milieu Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco, New York, États-Unis) complétées par 10 % de sérum 

bovin inactivé par la chaleur et de pénicilline/streptomycine et incubées à 37 °C avec 5 % de CO2 

pendant 24 H. Ensuite, les monocouches ont été récoltées, lavées avec une solution saline 

tamponnée au phosphate (PBS), fixées dans 70 % d'éthanol froid et incubées pendant une nuit à 

-20 °C. Chaque échantillon a été lavé dans du PBS, traité avec 100 μg/ml de RNase A pendant 15 

min, coloré avec 10 μg/mL de PI par incubation à 3 °C pendant 1 heure. Ensuite, l'acquisition a 

été réalisée avec un cytomètre de flux Epics Beckman Coulter. Les données obtenues ont été 

analysées à l'aide du logiciel FlowJo et exprimées en fractions de cellules dans différentes phases 

du cycle cellulaire. 

II.2.13.3 Activité antimicrobienne 

L'activité anti-biofilm des échantillons obtenus a été étudiée en utilisant les souches 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 et Escherichia. coli ATCC 8739. Les échantillons testés ont été 
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stérilisés par exposition à des rayonnements UV pendant 30 min. Après la stérilisation UV, une 

quantité de 20 μL de suspension microbienne de 0,5 MAcFarland préparée à partir de cultures 

fraîches développées sur l'agar tryptique de soja (TSA) a été répartie sur les échantillons traités. 

Ceux-ci ont été incubés à 37 °C dans une atmosphère humide pendant 15 min, 30 min, 1 H, 4 H, 

6 H, 24 H et 48 H. Après chaque période d'incubation, les échantillons ont été mis en suspension 

dans 5 mL de solution saline stérile et soumis à un vortex vigoureux pour remettre en 

suspension les bactéries adhérentes. Ensuite, des dilutions par dix en série ont été effectuées à 

partir des suspensions récupérées, réparties dans des puis de cultures de 10 μL chacun et répété 

trois fois. Le nombre de cellules viables (VCC) a été déterminé et exprimé sous forme d'unités de 

formation de colonies (CFU)/mL. Le test Anova, à deux sens, Bonferroni a été effectué à l'aide de 

GraphPad Prism version 5.00 pour Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA, 

www.graphpad.com. 

II.2.14 AFM 

Les mesures AFM ont été effectuées sur un AFM 5500 Agilent. La sonde est une pointe de 

silicium fournie par AppNano, avec une constante de ressort de 25 N/m et un rayon de courbure 

nominale de 4 nm. Les mesures ont été effectuées en mode «tapping» avec une fréquence de 

300 kHz. 

II.2.15 Impression 3D 

L'imprimante utilisée est le modèle BCN3D + de la société BCN3D technologies (Barcelone, 

Espagne) munie d’un module d’extrusion de pâte. Une seringue de 100 mL a été utilisée, avec un 

diamètre de 30 mm et un trou de sortie de buse de 1,5 mm. La plateforme de support permet 

un volume imprimable de 252 x 200 x 200 mm ; le processus d'impression est contrôlé par le 

logiciel de traitement Slic3r, qui prend en charge les fichiers STL. Au cours de l'analyse de la 

formulation, l'imprimabilité de chaque composition a été testée grâce à la fabrication de 

géométries carrées avec des côtés de base de 50 mm ou 30 mm et de 5 mm de hauteur 

(correspondant à 5 ou 6 couches). 
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Dans ce chapitre, nous présentons les différentes stratégies suivies pour obtenir la phase 

minérale du matériau composite. Comme nous l’avons vu dans le chapitre « Etat de l’art », 

l’atomisation séchage peut être utilisée soit pour agglomérer une suspension, soit pour 

synthétiser directement des matériaux. Nous analyserons donc dans un premier temps l’impact 

du procédé sur l’atomisation d’une suspension de phosphate de calcium selon deux 

formulations, puis nous nous intéresserons à l’atomisation d’une solution de précurseurs de 

phosphates de calcium. Enfin nous étudierons l’influence du rapport Ca/P de la solution sur le 

matériau atomisé obtenu. 
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III.1 Atomisation de suspensions 

III.1.1 Introduction 

Comme nous l’avons présenté, l’atomisation de suspension est largement utilisée pour 

agglomérer des poudres. Nous avons également mentionné dans le chapitre précédent que les 

phosphates de calcium sont solubles en milieu acide. Or dans notre cas, au vu du matériau 

composite que nous voulons synthétiser et compte tenu de la solubilité du polymère, il nous 

faut travailler en milieu acide. Nous présentons dans cette partie les études que nous avons 

réalisées sur l’atomisation de deux types de suspensions. Elles sont à base de particules 

minérales de phosphate de calcium de composition et structure différentes. L’une est 

commerciale et stœchiométrique tandis que la seconde, synthétisée au laboratoire est dite 

biomimétique, car nanométrique et mal cristallisée. 

III.1.2 Caractérisation de la phase solide des suspensions 

III.1.2.1 Hydroxyapatite stœchiométrique 

Dans le but d’obtenir une poudre avec une granulométrie permettant son utilisation par un 

atomiseur de paillasse, la poudre d’hydroxyapatite commerciale a d’abord subi une réduction de 

taille par broyage à sec. Nous pouvons observer sur l’image MEB de la Figure 22 des agglomérats 

de particules micrométriques coexistant avec des particules submicrométriques. Ces tailles sont 

confirmées à l’aide de la granulométrie laser. En effet nous pouvons voir que la poudre 

d’hydroxyapatite broyée est constituée de deux voire trois populations : une principale centrée à 

20 µm et deux autres contributions positionnées à environ 6 et 0,6 µm. Le Dv50 de la poudre 

après broyage est de 10,6 µm contre 28,6 µm avant broyage. Ce type de broyage génère une 

population de particules fines qui s’agrègent autour de particules de tailles plus importantes ce 

qui entraîne une baisse de l’efficacité du broyage et pour des temps longs un statu quo pour 

lequel les tailles des particules n’évoluent plus significativement. 
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Figure 22 a) image MEB des particules d’hydroxyapatite après broyage et b) leur distribution de taille de 

grain 
 

Le broyage est une opération susceptible de modifier la phase minérale. Cependant, nous 

pouvons constater avec les analyses IRTF et DRX (Figure 23) que la poudre broyée ne présente 

pas de modification de structure ou de chimie comparée à la poudre commerciale initiale. En 

effet le spectre infrarouge de l’hydroxyapatite broyée présente des bandes de vibration fines à 

3570 et 630 cm-1 correspondant au groupement hydroxyle du cristal, les bandes de vibration à 

1090 et 1047 cm-1 correspondent à la vibration ν3PO4
3-, la bande à 960 cm-1 est associée à la 

vibration ν1PO4
3-, celles à 601 cm-1 et 570 cm-1 correspondent à la vibration ν4PO4

3- celle à 

472 cm-1 à la vibration ν2PO4
3-. Enfin, le diffractogramme de la poudre ne présente que les pics 

caractéristiques de la diffraction de l’hydroxyapatite en accord avec la fiche JCPDS #09-0432. 

 

Figure 23 a) Spectre infrarouge de l’hydroxyapatite broyée et b) DRX de cette poudre comparée à la 
fiche JCPDS # 09-0432  

 

III.1.2.1.1 Evolution de l’hydroxyapatite commerciale en solution acide 

Les particules d’hydroxyapatite ont été mises en suspension dans une solution d’acide acétique 

à 1 % massique (pH = 5,4) pour reproduire le milieu utilisé ultérieurement pour préparer le 

matériau composite. Nous avons suivi la cinétique d’évolution de la taille des grains de cette 
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suspension en granulométrie laser en voie liquide. Le résultat (présenté sur la Figure 24) montre 

à t = 0 s, avant ajout de l’acide acétique, trois populations de particules dont l’une d’entre elles 

est de taille nanométrique (31,5 nm, 3,5 µm et 24,1 µm). Dès que le milieu est ajusté à 1 % 

d’acide acétique (2 min), les particules nanométriques disparaissent très rapidement tandis que 

la contribution due aux particules de tailles plus importantes augmente relativement. 

Progressivement, nous observons que la distribution en tailles des particules se resserre et 

devient monomodale centrée sur 24 µm. Cette disparition des particules de plus petites tailles 

peut également être associée à ce phénomène de dissolution. En effet les phosphates de 

calcium sont solubles en milieu acide [31] et les particules nanométriques présentent une 

surface d’échange importante ce qui favorise leur cinétique de solubilisation. 

 
Figure 24 Evolution de la taille des particules d’hydroxyapatite en suspension acide en fonction du 

temps 
 

III.1.2.1.2 Impacts de l’atomisation sur l’hydroxyapatite 

La poudre obtenue après atomisation de la suspension d’hydroxyapatite est présentée sur 

l’image MEB de la Figure 25. Les grains apparaissent plus petits que dans le matériau d’origine et 

présentent un aspect irrégulier avec une morphologie de « coquilles éclatées ». Il semble que 

lors du séchage des gouttes atomisées le matériau séché en surface forme une couche dense 

limitant l’évacuation du solvant par évaporation, la pression de vapeur interne des particules 
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formées augmentant alors jusqu’à éclatement des particules de plus grandes tailles. Nous 

observons également sur cette figure une différence entre les diffractogrammes avant et après 

atomisation. Le diffractogramme de la poudre atomisée présente un halo amorphe centré à 

34 °2θ. La Figure 26 présente la distribution de taille de grain de l’hydroxyapatite après 

atomisation et permet de définir deux populations de particules à 2 µm (majoritaire) et 16 µm 

(minoritaire). Cette diminution apparente des tailles de grains est caractéristique du procédé 

d’atomisation séchage avec un atomiseur de type Buchi B290 car les particules avec les tailles les 

plus importantes ont tendance à être projetées et à adhérer aux parois du tube de séchage 

étroit de l’atomiseur alors que les particules de tailles plus petites sont récoltées grâce au 

cyclone. La présence de particules de tailles plus petites en quantité importante peut être reliée 

avec la précipitation d’une nouvelle phase à partir des espèces en solution issues de la 

solubilisation de l’hydroxyapatite ou de la dissociation d’éventuels d’agrégats. 

 
Figure 25 a) image MEB de la poudre obtenue après atomisation de la suspension d’hydroxyapatite et b) 

diffractogramme de la poudre avant (HAp) et après (HAp SD) atomisation comparés à la fiche 
JCPDS # 09-0432 

 

 
Figure 26 Distribution de taille de grain de la poudre obtenue après atomisation (HAp SD) 
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La comparaison entre les spectres infrarouges avant et après atomisation de l’hydroxyapatite 

(Figure 27) montre l’apparition d’une bande large vers 3300 cm-1 ainsi qu’à 1640 cm-1 

(épaulement) correspondant à la présence d’eau. Des bandes à 1564, 1452, 1425 et 665 cm-1 

traduisent la présence d’acétate (provenant de l’acide acétique utilisé pour la préparation). Enfin 

nous voyons également apparaitre une bande à 875 cm-1 attribuée à la présence d’HPO4
2- et 

nous pouvons observer un élargissement de la bande vers 1070 cm-1 qui traduit une 

modification de l’environnement des ions phosphates. Nous pouvons donc supposer qu’un 

phénomène de solubilisation/reprécipitation partiel a eu lieu au cours de l’atomisation et que la 

phase reprécipitée est de nature chimique et cristalline différente de l’hydroxyapatite 

stœchiométrique. Cette phase reprécipitée se présente comme un phosphate de calcium 

amorphe avec une chimie comprenant des hydrogénophosphates. 

 
Figure 27 Spectres infrarouges de l'hydroxyapatite avant atomisation (HAp) et après atomisation 

(HAp SD) 

III.1.2.2 Apatite biomimétique 

Les images MEB (Figure 28) des particules d’apatite biomimétiques montrent une distribution 

hétérogène des tailles. Des blocs de 200 µm côtoient des particules de taille submicronique. Ces 

dernières paraissent agglomérées sur les plus grosses et de morphologie sphérique. Les plus 

grandes présentent, au contraire, des arrêtes importantes et une morphologie plus irrégulière 

due au broyage du lyophilisat. Des observations TEM précédemment faites dans l’équipe 

révèlent la présence de nanocristaux présents sous forme de plaquettes formant de gros 

agglomérats de plusieurs centaines de nanomètres [65]. 
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Figure 28 Images MEB des particules d'apatites synthétisées et lyophilisées. 

 

La distribution en tailles des particules d’apatite biomimétique avant atomisation est bimodale 

comme présentée sur la Figure 29. Une première population centrée à 2 µm est visible alors que 

la seconde est centrée à 160 µm. Les particules submicroniques visibles en MEB ne le sont pas 

en granulométrie malgré la pression de 3 bars appliquée lors de la mesure. Ces résultats 

indiquent une cohésion forte entre ces particules et les blocs micrométriques qui est à relier au 

phénomène d’agrégation des cristaux nanométriques et à la réactivité de ces apatites et leur 

faculté d’agrégation via leur couche hydratée [161]. 

 

Figure 29 Distribution de taille des grains d'apatites biomimétiques et lyophilisés 
 

En superposant le signal de diffraction des rayons X (Figure 30) avec la fiche JCPDS # 09-0432, 

nous constatons que tous les pics peuvent être indexés dans la structure apatitique et qu’aucune 

phase cristalline secondaire n’est détectée. Par l’application de la formule de Scherrer (5), nous 

pouvons déterminer que les cristallites ont une longueur de 20,8 ± 0,3 nm suivant l’axe c (raie 

002) et une largeur de 7,0 ± 0,3 nm suivant l’axe perpendiculaire à la précédente direction (raie 

310), valeurs attendues pour cette synthèse [65]. 
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𝐿௛௞௟ =

0.94𝜆

𝑐𝑜𝑠𝜃ට∆௥
ଶ − ∆଴

ଶ

 (5) 

 

Avec :  

0.94 : constante de Scherrer 

L(Å) : taille apparente dans la direction perpendiculaire au plan de la diffraction hkl 

λ(Å) : Longueur d’onde du rayonnement X (λCoKα = 1,78992 Å) 

θ : Angle de diffraction de la raie hkl considérée 

∆r(rad) : largeur à mi-hauteur de la raie considérée 

∆0(rad) : largeur à mi-hauteur de la même raie d’une hydroxyapatite de référence bien 

cristallisée 

 

Figure 30 Diffractogramme de l'apatite synthétisée comparé à la fiche standard JCPDS # 09-0432 
 

La spectroscopie infrarouge (Figure 31) permet de mettre en évidence les bandes 

caractéristiques de la présence d’eau vers 3500 cm-1 et à 1650 cm-1. Les autres bandes visibles 

(1114, 1027, 960, 874, 602, 561, 471 cm-1) sont attribuées aux orthophosphates (respectivement 

ν3PO4
3-, ν3PO4

3-, ν1PO4
3-, HPO4

2-, ν4PO4
3-, ν4PO4

3-, ν2PO4
3-). La faible résolution de ces pics est 

caractéristique d’une apatite biomimétique. Vandecandelaere et al. présentent dans leur article 

une déconvolution détaillée de la fenêtre [800-400 cm-1] qui met en avant la présence 

d’environnements apatitiques et non-apatitiques.  
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Figure 31 Spectre infrarouge de l'apatite biomimétique 
 

Une mesure de l’évolution de la distribution de taille de grain similaire à celle réalisée avec 

l’hydroxyapatite a été faite pour l’apatite biomimétique. Cependant, assez rapidement, plus 

aucun signal n’est détecté (i e avant 2 min) ce qui laisse sous-entendre une dissolution complète 

de la poudre dans le milieu acide. 

II.1.2.2.1 Caractérisation de la poudre après atomisation 

L’atomisation de la suspension d’apatite biomimétique mène à la formation d’une poudre 

constituée de particules sphériques visibles sur l’image MEB de la Figure 32. Nous pouvons 

observer à nouveau sur le diffractogramme de cette figure un halo amorphe (centré à 34 °2θ) 

mais qui ici est prépondérant ainsi que des pics peu intenses de diffraction à 11,9, 14,5 et 22 °2θ 

différents de ceux observés pour les apatites. Le diffractogramme présente également une 

asymétrie avec un épaulement à 30 °2θ. La distribution de taille de grain présentée sur la Figure 

33 est monomodale avec un maximum à 4 µm. Enfin le spectre infrarouge de la poudre atomisée 

(Figure 34) fait apparaitre des bandes à 1564, 1452 et 1425 cm-1 très semblables à celles de la 

poudre obtenue après atomisation d’une suspension d’hydroxyapatite. Un élargissement des 

bandes autour de 1070 et 600 cm-1 corrobore la formation du phosphate de calcium amorphe 

visible en DRX Figure 32. 
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Figure 32 Image MEB et diffractogramme de l’apatite biomimétique avant (nHAp) et après (nHAp SD) 
atomisation 

 

Figure 33 Distribution en taille de la poudre obtenue par atomisation d'une suspension d'apatite 
biomimétique 

 

Figure 34 Spectres infrarouges des poudres d’apatites biomimétiques avant (nHAp) et après (nHAp SD) 
atomisation 
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III.2 Atomisation de solutions 

Les essais d’atomisation de suspensions de phosphates de calcium en milieu acide ont permis 

d’observer une solubilisation partielle ou totale. Ces phénomènes ont lieu même pour les 

composés les plus stables (i.e. l’hydroxyapatite stœchiométrique) et se traduisent par 

l’apparition d’une phase amorphe lors de l’atomisation. Ces premiers résultats sont similaires à 

ceux obtenus par L. C Chow et al. . Ainsi l’idée consistant à atomiser directement une solution 

contenant les ions Ca2+ et PO4
3- semble pertinente pour obtenir une poudre phosphocalcique. 

Dans l’objectif de réaliser un composite chitosane/phosphate de calcium, le choix des 

précurseurs doit permettre également de maintenir un milieu favorable à la solubilisation de la 

matrice chitosane. Ainsi nous avons sélectionné l’acétate de calcium et l’acide phosphorique 

comme précurseurs. En effet, leur mélange devrait donner, en théorie, un phosphate de calcium 

et de l’acide acétique volatil. L’utilisation de l’atomisation séchage devrait permettre d’évacuer 

ce dernier ainsi que le solvant (de l’eau déminéralisée dans notre cas) et de synthétiser un 

phosphate de calcium. 

III.2.1 Caractérisation de l’acétate de calcium avant et après 

atomisation 

Il est important dans une première étape d’identifier l’impact du procédé sur le précurseur de 

calcium. Le sel d’acétate de calcium étant initialement sous forme solide, il peut recristalliser 

pendant le cycle d’atomisation. Pour observer ce phénomène, nous avons atomisé une solution 

d’acétate de calcium à 5 g par litre correspondant à la concentration utilisée par la suite pour 

obtenir un phosphate de calcium. La poudre obtenue a ensuite été observée en microscopie 

électronique et analysée par diffraction des rayons X et par spectroscopies vibrationnelles. 

En microscopie l’influence du procédé est notamment mise en évidence par un changement de 

taille et de morphologie des grains. En effet, leur dimension initiale typique de l’ordre de la 

dizaine de micromètres pour la longueur caractéristique la plus grande se réduit au micromètre 

après atomisation. La morphologie est également modifiée pendant le procédé. Les particules 

d’acétate de calcium se présentent sous la forme de bâtonnets avant atomisation alors qu’après, 

ils apparaissent sous forme d’agglomérats sphériques. Cette morphologie ainsi que cette taille 

résultent de la solubilisation préalable puis de la pulvérisation sous forme de gouttelettes lors de 

l’atomisation. Ainsi les conditions de cristallisation de l’acétate de calcium commercial et 

atomisé sont suffisamment différentes pour engendrer des morphologies et des tailles 

différentes. 
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Le diffractogramme de l’acétate de calcium atomisé (Figure 35) présente des pics de diffraction 

ce qui permet de démontrer que malgré les temps très courts (de l’ordre de 1,0 à 1,5 s) mis en 

jeu pendant le procédé de séchage, l’acétate de calcium a le temps de recristalliser. Nous 

pouvons cependant observer qu’après atomisation l’acétate de calcium ne présente plus les 

mêmes intensités relatives de ses pics de diffraction. Cette modification est particulièrement 

notable avec les pics à 18,4, 29,3 et 31,5 ° 2θ. Nous observons également une augmentation de 

la largeur à mi-hauteur de la majorité des pics après atomisation ce qui indique des tailles de 

cristallites plus petites ou un désordre plus important. Ce résultat est, là encore, à corréler avec 

le procédé utilisé et sa propension à former des matériaux faiblement cristallins ou amorphes. 

 

Figure 35 Diffractogrammes de l’acétate de calcium avant (CA) et après (CA SD) atomisation  
 

Les spectres infrarouges de l’acétate de calcium avant et après atomisation (Figure 36) montrent 

de grandes similitudes. Les quelques différences qui peuvent être observées concernent 

majoritairement les bandes de vibration des liaisons OH (associées à l’eau) vers 3300, 1650 et 

727 cm-1. En effet la bande vers 3300 cm-1 semble moins intense et moins diffuse et celles à 1650 

et 727 cm-1 semblent tout simplement disparaitre. D’autres modifications sont visibles sur ces 

spectres notamment la disparition des pics associés aux liaisons C=O vers 1700 cm-1. Le détail de 

l’attribution des bandes de vibrations du spectre de l’acétate avant atomisation est donné dans 

le Tableau 3. 
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Figure 36 Spectres infrarouges de l’acétate de calcium avant (CA) et après (CA SD) atomisation 
 

Tableau 3 Attribution des bandes du spectre infrarouge de l'acétate de calcium 

groupes fonctionnels fréquences de vibration (cm-1) 

OH 3563, 3511, 3342 

C=O 1691, 1650 

C-O 1581 (νas), 1564 (νas), 1544 (νas), 1448 (νs) 

CH3 3016 (νas), 2933 (νs), 1411 (δ’as), 1340 (δs), 1056 (ρop), 1026 (ρip) 

C-C 960 (ν), 945 (ν), 931 (ν) 

OCO 675 (δs), 660 (δ), 621 (ρop), 615 (ρop) 

 

 

La spectrométrie Raman focalisée sur la fenêtre 900-1000 cm-1 permet de révéler les 

environnements des carbones de l’acétate. En effet dans cette fenêtre, la vibration d’élongation 

de la liaison C-C présente trois bandes pour l’acétate mono hydraté alors que pour le semi-

hydraté, elle en présente quatre (Figure 37). Ainsi l’acétate de calcium après atomisation se 

présente sous la forme d’un cristal semi-hydraté. 
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Figure 37 Spectres Raman de l’acétate de calcium avant (CA) et après (CA SD) atomisation 

 

Le spectre RMN du carbone de l’acétate après atomisation présente quatre pics fins à 185, 183, 

180 et 175 ppm attribués au carbone fonctionnel de l’acétate ainsi qu’un autre pic bien résolu à 

22 ppm attribué au carbone du groupement méthyle. La présence de ces pics fins confirme 

l’aspect cristallin de l’acétate. 

Enfin l’analyse thermique (Figure 38) met en exergue les différences de composition entre 

l’acétate avant (CA) et après (CA SD) atomisation. Le thermogramme de CA SD montre une 

première perte de masse de 7,3 % entre 25 et 330 °C. Une seconde de 38 % est observée entre 

350 et 395 °C suivit par une perte de masse de 6,8 % entre 395 et 465 °C. Enfin une dernière 

perte de masse de 34,4 % est enregistrée entre 600 et 800 °C. Si l’on considère que le CA SD est 

hémi hydraté (en accord avec le spectre Raman), alors la première perte de masse est due à la 

perte de l’eau cristalline (5 %) et de l’eau adsorbée (2,3 %). La perte de masse de 38 % 

correspond à la perte de masse théorique (36 %) liée à la décomposition de l’acétate de calcium 

en carbonate. Les phénomènes qui sont associés à la perte de masse de 6,8 % ne sont pas 

encore expliqués et des analyses complémentaires seraient à mener pour mieux interpréter 

cette courbe ATG. Enfin la perte de masse vers 800 °C est corrélée à la décomposition du 

carbonate de calcium en CaO et CO2. 
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Figure 38 ATG de l’acétate de calcium avant (CA) et après (CA SD) atomisation 
 

L’acétate de calcium étant complètement dissous avant son passage en atomisation, les gouttes 

formées pendant la pulvérisation sont par conséquent constituées d’ions Ca2+ et CH3COO- ainsi 

que du solvant (de l’eau déminéralisée). Alors que le solvant est évaporé pendant le séchage de 

la goutte, la concentration en ions augmente jusqu’à dépasser la limite de solubilité. L’acétate 

de calcium peut alors cristalliser. En deçà de 58 °C, l’acétate de calcium est présent sous forme 

hydraté, dans une gamme de température allant de 58 à 140 °C, il est semi-hydraté et l’amorphe 

apparait à des températures supérieures à 140 °C. La température d’entrée de l’atomiseur étant 

de 160 °C, seule la surface de la goutte la subit alors que son volume monte plus doucement en 

température et n’atteindra jamais ces 160 °C [162]. Nous pouvons donc considérer que c’est 

dans la gamme de température de précipitation de l’acétate de calcium semi-hydraté que se 

trouve la goutte, notamment en raison de l’évaporation du solvant (phénomène endothermique 

limitant la montée en température). C’est pourquoi cette forme cristallise préférentiellement 

pendant l’atomisation. 

III.2.2 Préparation de la solution 

Après cette première étape qui a montré la capacité de transformation de l’acétate de calcium, 

une solution saturée en ions calcium et phosphate avec un rapport molaire de 1,67 a été 

préparée. Pour ce faire nous solubilisons 5 g d’acétate de calcium hydraté dans 1 L d’eau 

déionisée à laquelle nous ajoutons 1,17 mL d’acide phosphorique. 
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III.2.3 Caractérisation de la poudre obtenue 

III.2.3.1 Caractérisations morphologiques 

La répartition de taille des particules obtenues après atomisation a été étudiée par 

granulométrie laser en voie sèche Figure 39. Nous pouvons observer une distribution 

monomodale de la taille des grains avec des valeurs de Dv10 de 1,01, un Dv50 à 2,19 et un Dv90 

à 5,37 µm. 

 
Figure 39 Distribution de taille de grain de la poudre obtenue après atomisation d'une solution de 

précurseurs de phosphate de calcium 
 

La poudre obtenue après atomisation a été observée au microscope électronique à balayage et 

les images obtenues sont présentées sur la Figure 40. Nous pouvons voir que le matériau obtenu 

se présente sous la forme d’agrégats avec une morphologie relativement sphérique et des tailles 

de l’ordre du micromètre ou de quelques micromètres. Le zoom sur la particule de 9,5 µm de 

diamètre permet également de constater que ces agrégats paraissent poreux et nous voyons 

qu’ils sont constitués de sous structures sphériques d’une taille de l’ordre de la centaine de 

nanomètres. 
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Figure 40 Images MEB des particules obtenues après atomisation d'une solution comprenant les 
précurseurs de phosphate de calcium 

 

Pour étudier plus en détail les nanoparticules, nous avons effectué de l’imagerie par microscopie 

électronique à transmission en collaboration avec Stéphanie Balor et Vanessa Soldan (METI, 

Toulouse) (Figure 41). Cette imagerie fait ressortir une première population de nanoparticules 

d’une taille moyenne de 80 ± 25 nm (entourée en blanc sur la Figure 41). Ces nanoparticules 

semblent s’organiser en chapelets imbriqués et tortueux sur ce qui apparait comme la surface 

des particules micrométriques (représentée par le trait rouge sur cette même figure). Une 

seconde population de l’ordre de quelques centaines de nanomètres (correspondant aux valeurs 

basses de distribution de taille de grain obtenue en granulométrie) est visible sur le bas de cette 

image. Ces particules semblent indépendantes les unes des autres et ne présentent pas de sous 

structures. Elles proviennent en partie des agrégats micrométriques comme nous pouvons le 

voir sur les images MEB et ont été probablement formées pendant l’atomisation ; elles 

pourraient résulter du séchage de gouttelettes de plus petites tailles. Nous pouvons alors 

imaginer que ces particules de quelques centaines de nanomètres ont effectivement été séchées 

dans des gouttes de petite taille mais se sont agrégées a posteriori à des agrégats 

micrométriques.  

Les particules submicrométriques observées semblent avoir une structure poreuse, en effet, sur 

les images TEM, nous pouvons constater des variations de contrastes au sein d’une même 

particule qui peuvent être attribuées à la présence de cavités. Ces variations de contraste 

apparaissent pendant les observations et sur la Figure 42, nous observons l’évolution des 

nanoparticules sous le faisceau d’électrons. Les deux images ont été enregistrées aux mêmes 

coordonnées après 5 min d’exposition au faisceau. Nous voyons clairement apparaitre des zones 

plus claires arrondies sur l’image de droite (5 min) caractéristiques d’une dégradation. 
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Figure 41 Image MET d'une tranche de 70 nm de profondeur des particules obtenues par atomisation de 

la solution de précurseur. 
 

 
Figure 42 Evolution des nanoparticules sous le faisceau (80 kV) à t = 0 (gauche) et t= 5 min (droite). 

L'acquisition a été faite en faisant la mise au point dans une zone proche de la zone d'intérêt puis en 
déplaçant l'échantillon pour avoir une image avec le moins d'artefacts possible 

 

Pour caractériser la structure des nanoparticules visibles en TEM, nous avons fait une étude en 

diffraction des rayons X aux bas angles (SAXS - Small Angle X-ray Scattering) avec l’aide de Pierre 

Roblin (LGC, Toulouse). L’intégration radiale du motif de diffusion du SAXS sur une gamme de 

vecteurs de diffusion allant de 0,004 à 1,5 Å-1 est présentée sur la Figure 43. Afin d’en extraire 

des valeurs de distances caractéristiques, nous avons utilisé le modèle de Beaucage que nous 

avons fait concorder avec la courbe en se limitant à deux sous structures. 
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Nous avons réalisé une étude préliminaire basée sur des modèles sphériques. Cette étude a 

semblé indiquer que deux populations de particules sphériques coexistent. Cependant la somme 

des courbes différait de la courbe expérimentale car ces modèles considèrent les populations de 

particules indépendamment les unes des autres. Or le modèle de Beaucage permet de modéliser 

deux populations de particules sphériques de tailles différentes qui sont imbriquées l’une dans 

l’autre et qui ne se comportent pas comme des sphères indépendantes. Il parait donc conforme 

au modèle de formation des particules amorphes par agrégation de clusters proposé par 

Brecevic et al. [85,90]. 

 
Figure 43 Courbe SAXS de l'intensité diffusée par le matériau en fonction du vecteur de diffusion 

 

Dans notre cas, nous pouvons faire concorder le modèle avec la courbe expérimentale en 

prenant les valeurs de rayons de giration suivantes : Rg = 650 Å, Rs = 10.0 Å et Rsub = 10 Å. Aux 

structures de rayon Rg est associée une décroissance de l’intensité de diffusion en q-4 et aux 

structures de rayon Rs, en q-3.7. Ces pentes traduisent des morphologies de surface respectives 

lisse et irrégulière (avec des dimensions fractales de surface[163] de 2 et 2,3). Les nanoparticules 

observables en microscopie électronique à transmission interviennent donc dans le signal de 

diffusion SAXS aux basses valeurs de vecteur de diffusion. Cette contribution est néanmoins à 

relativiser car soumisse à trop d’incertitudes concernant le rayon des particules sphériques. 

Nonobstant cette approximation, le SAXS indique que ces nanoparticules sont elles-mêmes 

constituées de clusters de 1 nm (Rs). La proximité des valeurs de Rsub et Rs nous donne 

l’information que la sous-structure de rayon Rs se comporte comme si elle n’était pas agrégée 
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en sur structure cohérente comme des chapelets. La structure de rayon Rg est donc constituée 

de clusters de rayons Rs agrégés sans organisation particulière. Notons l’écart entre la courbe 

modèle et la courbe enregistrée au SAXS pour les hautes valeurs de vecteur de diffusion. Cette 

différence est due à un phénomène de diffraction de la poudre. 

Pour compléter les hypothèses sur la structure des poudres, nous avons également fait une 

mesure en WAXS (Wide Angle X ray Scattering) en collaboration avec Pierre LECANTE 

(laboratoire CEMES, Toulouse). De cette mesure, nous avons extrait une fonction de distribution 

de paires (PDF-Figure 44). Cette PDF nous permet de définir les distances caractéristiques de 

paires d’atomes dans ce matériau. Ainsi nous observons des maxima bien définis à 1,6 Å, 2,5 Å, 

3,7 Å et 4,2 Å respectivement associés aux paires PO du tétraèdre PO4, CaO, CaP et PP. 

Cependant après cette dernière valeur, les intensités des pics décroissent. Cette décroissance 

nous permet de définir une longueur de cohérence dans notre matériau de l’ordre du 

nanomètre (représenté en pointillé sur la figure). Elle nous permet également de confirmer que 

le matériau obtenu par atomisation est amorphe sans quoi sa longueur de cohérence serait plus 

élevée. Cette longueur de cohérence est en accord avec les différents modèles de clusters 

amorphes trouvés dans la littérature[164]. 

 
Figure 44 Fonction de distribution de paires d’atomes de la poudre atomisée. La longueur de cohérence 

du matériau est représentée par les pointillés. 
 

Ces clusters amorphes que nous associerons aux objets de rayon Rs, s’agglomèreraient donc 

entre eux pour former des nanoparticules d’une centaine de nanomètres. Ces nanoparticules 

s’organisent en chapelets imbriqués et tortueux et s’agrègent pendant le séchage pour former 
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les particules micrométriques. Une autre famille de particule de quelques centaines de 

nanomètres de diamètre se forme également pendant le séchage. Celles-ci ne semblant pas être 

constituées de nanoparticules individualisées, nous pouvons faire l’hypothèse que leurs 

constituants primaires sont les clusters de 1 nm de rayon. Dans la poudre finale, ces particules se 

retrouvent agrégées sur les particules micrométriques comme les images MEB le montrent. 

Nous pouvons considérer que la pression utilisée dans le venturi du granulomètre est alors 

suffisante pour commencer à les détacher des particules micrométriques, ce qui expliquerait 

pourquoi certaines sont détectées par cette technique. 

III.2.3.2 Caractérisation physico-chimique 

Nous avons vu dans le paragraphe précédent que la poudre que nous avions obtenue présentait 

un début de diffraction en SAXS. Pour définir sa structure cristalline, nous avons donc fait une 

acquisition en DRX. Le diffractogramme obtenu (Figure 45) présente une contribution amorphe 

majeure et une autre contribution (moins importante) correspondant à une phase mal 

cristallisée. La contribution amorphe est représentée par le pic large et mal résolu centré à 

35 °2θ. Sur ce halo amorphe, nous pouvons également observer des pics de diffraction peu 

intenses notamment à 11,7, 13,5, 18,2, 26,7, 29,4 et 31,5 ° 2θ caractéristiques de l’acétate de 

calcium. La très faible intensité et l’importante largeur à mi-hauteur de ces pics indiquent un 

faible taux de cristallinité et des cristallites de petites tailles. 

 

Figure 45 Diffractogramme de l’ACP 1,67 comparé à celui de l’acétate de calcium atomisé 
 

La Figure 46 présente le spectre RMN du phosphore en polarisation croisée 1H→31P avec 1 ms 

de contact à 10 kHz. Le déplacement chimique observé de 1,8 ppm est proche des déplacements 

communément admis pour les phosphates de calcium (i.e. 2 ou 3,7 ppm). Cependant la largeur 

importante de ce pic indique que les atomes de phosphore sont présents dans de nombreux 
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environnements différents et aucune distinction entre phosphate et hydrogénophosphate ne 

peut être faite en utilisant simplement la polarisation croisée. Pour les mêmes raisons, il n’est 

pas possible de discriminer les environnements des phosphates ou hydrogénophosphates dans 

ce matériau amorphe. 

 
Figure 46 Spectre RMN du phosphore en polarisation croisée de l'ACP 1,67 

 

Le déplacement chimique des protons du groupement méthyle à 1,7 ppm, visible sur la Figure 47 

a), présente une intensité importante qui est corrélée à la quantité de ce groupement dans la 

poudre. Les bandes de rotation observables vers 28 ppm et -23 ppm sont associées à des 

couplages dipolaires entre atomes d’hydrogène et traduisent une faible mobilité de l’eau ainsi 

que de l’acétate. De plus sur le spectre du carbone (Figure 47 b), nous pouvons observer une 

bande fine à 22 ppm associée au déplacement chimique des carbones de ce même groupement. 

Quatre autres pics apparaissent également autour de 180 ppm (185, 183, 180 et 175 ppm) 

traduisant la présence des carbones de la fonction acétate. Les largeurs à mi-hauteur de ces 

quatre pics traduisent également l’aspect cristallin de cet acétate. Cependant, nous pouvons 

observer qu’ils se superposent à une bande moins bien résolue mais dont l’attribution est 

également faite au carbone fonctionnel de l’acétate. Les spectres RMN du proton Figure 47 a) et 

du carbone Figure 47 b) mettent donc en avant la présence d’acétate de calcium partiellement 

cristallisé. 

En polarisation croisée aller-retour 1H→31P→1H, à des temps de contact retour longs (1 ms-

Figure 48, courbe rouge), les protons correspondants au groupement méthyle de l’acétate 

(1,7 ppm) sont bien visibles ce qui indique une proximité spatiale importante entre les atomes 

de phosphore et les protons de l’acétate. A des temps courts (50 µs-Figure 48, courbe bleue), 

seuls les protons dans le voisinage direct des atomes de phosphore répondent et sur ce spectre, 
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ce voisinage correspond à la présence des protons acides des hydrogénophosphates 

(déplacement chimique à 10 ppm) du matériau. 

 

 

Figure 47 Spectres RMN a) du proton en excitation directe et b) du carbone en polarisation croisée de la 
poudre atomisée 

 

Figure 48 Spectres RMN en polarisation croisée aller retour du proton (1H-{31P}-1H) avec un premier 
temps de contact de 1 ms et un second de 1 ms (rouge) et 50 µs (bleue) 

 

L’analyse infrarouge du matériau atomisé (Figure 49) révèle la présence des bandes 

caractéristiques des orthophosphates ; deux bandes à 1058 et 1095 cm-1 (bandes 3 et 4 Figure 

49 ii) attribuées à la vibration ν3PO4. La bande à 870 cm-1 (bande 0 Figure 49 ii) correspondant à 

une vibration de l’ion HPO4
2- et enfin la bande à 540 cm-1 (bande 1 Figure 49 iii) peut être 

également associée à l’hydrogénophosphate alors que la bande à 570 cm-1 (bande 0 Figure 49 iii) 

est associée au phosphate. Du fait de la faible organisation de ce matériau, les phosphates ont 

des environnements très variables c’est pourquoi ces bandes sont mal définies. Le composé 

formé par atomisation séchage peut donc être associé à un phosphate de calcium amorphe. 
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Cependant nous observons également une large bande à 1650 cm-1 (bande 5 Figure 49 i) ainsi 

qu’une autre vers 3500 cm-1 attribuées à la vibration des liaisons OH de l’eau. Sur cette dernière 

bande large, nous pouvons également observer des épaulements à 3012 et 2927 cm-1 attribués 

aux liaisons CH3. D’autres groupements comme les ions carbonate (COO-) sont identifiés via leurs 

bandes de vibration à 1610 cm-1, 1563 cm-1, 1455 cm-1 et 1450 cm-1 (bandes 4, 3, 2 et 1 Figure 49 

(i) respectivement). Les liaisons CH3 sont aussi représentées par les bandes à 1425 cm-1 (bande 0 

Figure 49 i) et 1030 cm-1 (bande 2 Figure 49 ii). Enfin la présence de liaisons OCO est mise en 

évidence par l’épaulement à 945 cm-1 (bande 1 Figure 49 ii) et les bandes à 670 cm-1, 660 cm-1, 

644 cm-1, et 615 cm-1 (bandes 5, 4, 3 et 2 respectivement Figure 49 iii). Ces données 

correspondent à la formation simultanée de phosphate de calcium, qui était attendue mais 

également à celle d’acétate de calcium. 

 

Figure 49 Spectre infrarouge du matériau amorphe et ses déconvolutions sur les fenêtres 2000-1300 (i), 
1300-800 (ii) et 800-400 cm-1(iii) 

 

Le spectre Raman entre 910 et 990 cm-1 présente une large bande de vibration combinée avec 

quatre autres pics (Figure 50). Après déconvolution, il apparait que la bande principale est 

centrée sur la valeur de 951 cm-1 qui est attribuée à la vibration ν1PO4
3- et est caractéristique 

d’un orthophosphate de calcium  amorphe [17]. Les bandes additionnelles situées à 929, 951, 

958 et 966 cm-1 sont attribuées à la présence de la liaison C-C et à sa vibration d’élongation au 
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sein de la fonction acétate d’un sel d’acétate de calcium. La présence de quatre bandes permet, 

de plus, de préciser que cet acétate de calcium est semi hydraté confirmant ainsi l’hypothèse 

faite dans le paragraphe précédent. 

 

Figure 50 Proposition de déconvolution du spectre Raman de la poudre d’ACP 1,67 
 

Pour déterminer la quantité en excès d’acétate, nous avons réalisé une étude 

thermogravimétrique sur la poudre obtenue après atomisation. Sur la courbe dérivée de la perte 

de masse, nous déterminons un premier maximum à 90 °C, un second à 158 °C, un troisième à 

330 °C, un quatrième à 400 °C et enfin un dernier à 875 °C. Ces pertes de masses sont 

respectivement associées à la perte de l’eau libre, liée et cristalline de l’échantillon, à la 

décomposition de l’acétate de calcium et enfin à la décomposition de carbonates. Une perte de 

13,5 % d’eau est détectée entre 25 et 235 °C. La perte de masse de 7,7 % enregistrée entre 335 

et 550 °C permet de quantifier l’excès d’acétate de calcium à hauteur de 22 % de la masse de la 

poudre. Par extension, nous pouvons calculer que le rapport Ca/P du phosphate de calcium est 

proche de 1,3 (c.f. matériels et méthodes). 

 

Figure 51 Courbes ATG (en rouge) et dérivée de l’ATG (en noir) de la poudre entre 25 et 1000 °C 
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III.2.3.3 Evolution thermique et en solution de la poudre atomisée 

La Figure 52 présente l’analyse ATD de la poudre entre 25 et 1000 °C. Deux phénomènes 

endothermiques sont présents à 96 °C et à 156 °C, un pic large exothermique à 340 °C ainsi 

qu’un pic exothermique plus fin à 404 °C sont également visibles sur cette courbe ATD. Enfin un 

phénomène diffus apparait entre 600 et 800 °C et un plateau est atteint entre 900 et 1000 °C. 

Afin d’interpréter cette courbe ATD, nous avons fait des analyses complémentaires (infrarouge 

et diffraction) à 500 °C et 1000 °C. 

 

Figure 52 Courbe ATD de la poudre entre 25 et 1000 °C 
 

Le diffractogramme de la poudre après traitement thermique à 500 °C (Figure 53 a) montre la 

présence d’une phase apatitique mal cristallisée. Ce minéral est carbonaté comme le spectre 

infrarouge (Figure 53 b) le démontre. La présence de carbonates est en effet identifiée grâce aux 

bandes vers 1450-1550 cm-1 et 875 cm-1. 

Ces résultats permettent d’identifier les divers évènements observés sur la courbe ATD : 

l’absence des bandes de vibration de l’eau ainsi que de l’acétate en infrarouge indique que les 

deux phénomènes endothermiques observés avant 200 °C correspondent à la perte de l’eau et 

que le pic large exothermique correspond à la dégradation de l’acétate. Enfin, en accord avec la 

littérature, le pic exothermique fin observé vers 400 °C correspond à la cristallisation de 

carbonate de calcium. La phase amorphe phosphocalcique cristallise également en intégrant le 

carbonate de calcium à sa structure pour former une apatite carbonatée. 
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Figure 53 Diffractogramme (a) et spectre infrarouge (b) de la poudre après un traitement thermique à 
500 °C 

 

Après un traitement thermique à 1000 °C pendant 6H, le diffractogramme de la poudre (Figure 

54 a) présente les pics caractéristiques de l’hydroxyapatite stœchiométrique (fiche JCPDS # 09-

0432). L’absence de pics de CaO (notamment à 43,6 ° 2θ) et de β-TCP permet d’affirmer que le 

rapport atomique Ca/P de la poudre est de 1,67. Le spectre infrarouge (Figure 54 b) ne présente 

plus les bandes des ions carbonates alors que la présence des groupements hydroxyles 

caractéristiques de l’hydroxyapatite est révélée avec la vibration très fine et intense à 3570 cm-1. 

 

Figure 54 Diffractogramme (a) et spectre infrarouge (b) de la poudre après un traitement thermique à 
1000 °C 

 

Les phosphates de calcium amorphes évoluent en milieu aqueux et ceci est également vrai pour 

les échantillons de poudre atomisée comme le montre la Figure 55. Sur cette figure sont 

représentés la cinétique d’évolution de taille de grain de la poudre mise en suspension dans une 

eau déminéralisée ainsi que son évolution cristallographique et morphologique en fonction du 

temps. Nous pouvons constater que la distribution de tailles de grains de la première courbe est 

bimodale avec des valeurs de Dv10, 50 et 90 respectives de 3,27, 7,17 et 26,4 µm. La présence 
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de particules d’une taille de l’ordre de la centaine de micromètres sur cette première courbe 

diffère de la distribution monomodale de tailles de grains de la poudre sèche et peut être 

attribuée à un début d’évolution. Cette évolution se poursuit avec la décroissance progressive de 

la plus petite population au profit de la plus grosse. La distribution de tailles de grains dans la 

suspension après une heure d’agitation est alors multimodale avec des valeurs de Dv10, 50 et 90 

respectives de 16,6, 93,2 et 203 µm. Après deux heures, ces valeurs sont de 49,2, 119 et 386 µm 

avec une distribution toujours multimodale. Nous observons un comportement asymptotique 

des valeurs de Dv10 et 50 tandis que le Dv90 semble augmenter de façon continue. La 

suspension évolue morphologiquement avec l’apparition de plaquettes enchevêtrées mais 

également d’un point de vue cristallographique avec l’apparition de pics de diffractions de la 

brushite et de l’apatite. 

 

 

Figure 55 Cinétique d’évolution de la poudre en suspension dans une eau déminéralisée. Les points et 
les étoiles présents sur les diffractogrammes représentent respectivement les pics de diffractions de la 

brushite et de l’apatite. 
 

Cette évolution cristallographique continue par la suite comme le montre la Figure 56 a). Nous 

pouvons constater sur cette figure que la suspension évolue lentement vers une apatite mal 

cristallisée au détriment de la phase brushitique. L’étude de la spectrométrie infrarouge (Figure 

56 b) démontre également cette évolution notamment grâce à la décroissance des pics à 526 et 

870 cm-1 attribués aux vibrations des ions hydrogénophopshates caractéristiques de la brushite. 
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Au vu des valeurs de pH variant de 5,6 à 5 au cours du temps, nous pouvons faire l’hypothèse 

que le phénomène qui entre en jeu dans cette cinétique d’évolution, est un phénomène de 

solubilisation-reprécipitation. L’amorphe se décomposerait alors pour former de la brushite en 

raison du pH acide du milieu. Cette brushite évoluerait aussi par un mécanisme de 

dissolution/reprécipitation en incorporant les ions calcium de l’acétate de calcium également 

solubilisé pour former une apatite mal cristallisée  

 

Figure 56 Evolution (a) : de la cristallographie et (b) : de la chimie de la suspension au cours du temps  
 

III.2.4 Influence du rapport Ca/P 

Nous avons montré dans le paragraphe précédent que l’atomisation d’une solution de 

phosphate de calcium avec un rapport Ca/P de 1,67 menait à la formation d’un matériau 

constitué de phosphate de calcium amorphe et d’acétate de calcium cristallisé. Nous avons 

également déterminé que le rapport Ca/P de la phase amorphe est d’approximativement 1,3. 

Dans ce paragraphe, nous allons faire varier le rapport Ca/P afin d’étudier son impact sur la 

morphologie ou la chimie de la poudre atomisée. Les différents rapports testés sont de 1,3, 1,5, 

1,67 et 2 et les poudres qui résultent de leur atomisation sont respectivement appelées ACP 1,3, 

ACP 1,5, ACP 1,67 et ACP 2. Pour faire varier le rapport, seule la quantité d’acide phosphorique 

dans la solution a été modifiée comme décrit dans le chapitre « matériels et méthodes ». 

III.2.4.1 Influence sur la morphologie des poudres atomisées 

Macroscopiquement, les poudres obtenues après atomisation ont toutes une distribution de 

tailles de grain monomodale quel que soit le rapport Ca/P comme cela est visible sur Figure 57. 

Le Dv50 de ces poudres est de 2,2 ± 0,1 µm avec une légère variabilité corrélée à l’augmentation 

du rapport Ca/P. Dans le cas de l’atomisation d’une solution, comme nous l’avons mentionné 

dans l’état de l’art, ce sont majoritairement les paramètres d’atomisation (taille de la buse, 

rapport débit d’air/débit liquide) et de séchage (température) à viscosité constante qui 
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définissent la taille des poudres ainsi que dans une moindre mesure la quantité d’espèces en 

solution. Nos solutions étant très largement diluées, elles ont toutes une viscosité proche de 

celle de l’eau, ce qui explique probablement leurs tailles très similaires. 

 

Figure 57 Répartition de taille de grain en fonction du rapport Ca/P 
 

L’imagerie MEB nous permet de compléter la description des poudres obtenues par atomisation 

séchage. Nous observons sur la Figure 58 que la densité des grains de poudre diminue quand le 

rapport Ca/P est plus faible et rend plus visible les arrangements des nanoparticules. Ce résultat 

peut s’expliquer par l’apparition d’une espèce ou d’une phase visqueuse riche en ions dissous, 

avec l’augmentation du rapport Ca/P, comblant les pores laissés vacants par les arrangements 

des nanoparticules. 
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Figure 58 Images MEB des ACPs en fonction du rapport Ca/P. a : 1,3, b : 1,5, c : 1,67 et d : 2 (barre 
d’échelle 1 µm) 

 

La Figure 59 présente des coupes transversales des grains de poudre pour deux rapports 

Ca/P : 1,3 (gauche) et 2 (droite). Nous pouvons ainsi confirmer dans un premier temps que les 

poudres avec le rapport le plus faible paraissent être moins denses dans le volume que les 

poudres avec le rapport le plus élevé (ce qui est en accord avec les observations précédentes). 

Dans un second temps, nous pouvons observer dans les deux cas que le contour des grains de 

poudre est bien délimité par une agglomération de chapelets. 

 

Figure 59 Images TEM des ACPs a) Ca/P = 1,3 et b) Ca/P = 2 
 

a) b) 
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L’analyse SAXS des particules avec les rapports 1,3, 1,5 et 2 (Figure 60) présente des valeurs 

similaires à celles du rapport 1,67 avec des valeurs d’ajustement du modèle de Beaucage 

reportées dans le Tableau 4. Nous observons également une augmentation de la diffraction avec 

le rapport Ca/P mais cette augmentation ne semble pas être liée à l’apparition d’une dimension 

caractéristique dans le matériau à l’échelle du SAXS. Nous pouvons également noter une 

augmentation de la fraction volumique (fp) des clusters qui est associée à une modification de la 

concavité mise en évidence sur la Figure 61. Sur cette figure, nous pouvons constater que le 

changement de concavité dans le cas ACP 2 est plus marqué que dans le cas ACP 1,3. Ce type de 

courbe est habituellement obtenu quand les structures sont proches les unes des autres. Ainsi 

plus le rapport Ca/P augmente, plus les clusters sont rapprochés les uns des autres. Pour autant, 

les tailles des particules nanométriques ne sont pas modifiées excepté pour le rapport Ca/P de 2. 

Rappelons néanmoins que ces valeurs de Rg sont à relativiser du fait de l’erreur qui leur est 

associée. 

 

Figure 60 SAXS des ACPs. Rouge : ACP 1,3, bleu : ACP 1,5, noir : ACP 1,67 et vert : ACP 2 
 

 

Figure 61 Zoom des courbes SAXS des ACP 1,3 et 2 
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Tableau 4 Tableau récapitulatif des données de correspondances entre le modèle de Beaucage et les 
différentes courbes 

 

 Rg P Rsub Rs Ps fp 

ACP 1,3 640 -4 9 10 -3,4 0.065 

ACP 1,5 640 -4 11 10 -3,5 0.075 

ACP 1,67 650 -4 10 10 -3,6 0.08 

ACP 2 1000 -4 10 10 -3,6 0.08 

 

Les analyses en diffraction des rayons X aux grands angles (Figure 62) montrent également le 

changement de diffraction du matériau en fonction du rapport Ca/P. Sur les PDF de ces 

diffractions (Figure 62), nous pouvons observer une diminution de l’intensité du premier pic à 

0,04 Å corrélée avec l’augmentation du rapport Ca/P. Cette zone correspond à des distances 

liantes et implique que le matériau avec le rapport de 2 comprend plus d’éléments légers que le 

matériau avec le rapport 1,3. Dans les trois cas présentés sur cette figure, la distance de 

cohérence reste inchangée par rapport à celle obtenue pour l’ACP 1,67. 

 

Figure 62 WAXS des ACPs avec les rapports Ca/P de 1,3 (rouge), 1,67 (noir) et 2 (vert) 
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III.2.4.2 Influence sur la chimie 

Les diffractogrammes des différents matériaux sont présentés sur la Figure 63. La première 

différence que nous pouvons constater est l’évolution des intensités des pics de l’acétate de 

calcium en fonction du rapport molaire Ca/P des ACPs. Nous pouvons de plus préciser que dans 

le cas du rapport 1,3, ces pics ne sont plus visibles. Il semblerait donc que ce rapport Ca/P soit 

bien celui qui correspond à la formation du phosphate de calcium sans recristallisation d’acétate 

de calcium.  

 

Figure 63 Diffractogrammes des ACPs avec les rapports Ca/P de 1,3 à 2 (de haut en bas) 
 

L’analyse thermique des différents matériaux (Figure 64) nous montre également cette 

décroissance régulière de la quantité d’acétate de calcium. Les quantités d’acétate en excès sont 

de 6 %, 10 %, 22 % et 32 % pour les ACP 1,3, 1,5, 1,67 et 2 respectivement. Dans le cas d’un 

rapport molaire Ca/P de 1,3, nous n’observons pas de rupture de pente à 400 °C qui serait 

attendue dans le cas de la dégradation de l’acétate de calcium malgré une perte de masse à 

cette température. 
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Figure 64 ATGs des ACPs avec les rapports Ca/P de 1,3 à 2 (de haut en bas) 
 

Cependant les analyses vibrationnelles représentées par les spectres infrarouges et Raman 

(respectivement Figure 65 et Figure 66) montrent que pour le rapport Ca/P de 1,3, les bandes 

COO- de l’acétate et les vibrations caractéristiques de la liaison CC de l’acétate sont toujours 

détectées. Les analyses RMN du proton et du carbone de l’ACP 1,3 (Figure 67) confirment la 

présence de l’acétate de calcium. Le spectre Figure 67 a) présente une intensité du signal du 

proton de l’acétate bien plus faible que dans le cas de l’ACP 1,67. La RMN du carbone (Figure 67 

b), quant à elle, montre tout comme pour l’ACP 1,67 un déplacement chimique vers 180 ppm 

attribué au groupement COO- de l’ion acétate. Cependant celui-ci est moins bien résolu que 

précédemment et correspondrait à un environnement amorphe. A l’instar des observations 

faites en polarisation croisée aller-retour (1H → 31 P → 1H) avec l’ACP 1,67, nous pouvons 

observer sur la Figure 68 que pour des temps de contact de 1 ms, le proton de l’acétate répond 

contrairement au temps de contact de 0.5 ms ce qui traduit une proximité spatiale entre les 

atomes de phosphore et l’acétate. Cependant l’intensité des protons de l’acétate est plus faible 

pour un rapport Ca/P de 1,3 que pour un rapport de 1,67 du fait de la quantité moins 

importante de ce groupement dans la poudre.  

La RMN du phosphore en polarisation croisée et en statique permet de prendre en compte 

l’anisotropie du matériau. La Figure 69 représente les résultats obtenus pour divers temps de 

contact. La variation de ce temps de contact fait apparaitre deux contributions : un premier 

signal symétrique correspondant aux ions PO4
3- et un second plus large correspondant aux ions 

HPO4
2-. En effet, à des temps cours, les atomes de phosphores les plus proches des atomes 
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d’hydrogène répondent préférentiellement ce qui permet de définir la contribution large comme 

étant celle des hydrogénophosphates. Par simulation, en prenant en compte les deux anions, 

nous obtenons un rapport HPO4
2-/PO4

3- de 52/48 pour l’ACP 1,3. 

 

Figure 65 Spectres infrarouges des ACPs avec les rapports Ca/P de 1,3 à 2 (de haut en bas) 
 

 

Figure 66 Spectres Raman des ACPs avec les rapports Ca/P de 1,3 à 2 (de haut en bas) 
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Figure 67 a) RMN 1H ACP 1,3 b) RMN 13C CPMAS ACP 1,3 

 

Figure 68 Spectres RMN aller retour 1H→31P→1H de l’ACP 1,3 à des temps de contact retour de 1 ms et 
0,5 ms 

 

 

Figure 69 Spectres RMN du phosphore en polarisation croisée et en statique avec différents temps de 
contact
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III.3 Résumé 

Les résultats de ce chapitre montrent que les particules d’hydroxyapatite stœchiométrique 

dispersées dans une solution acide à pH 5.4 se solubilisent partiellement. Jongebloed et al. [165] 

ont démontré que cette solubilisation partielle est anisotrope et se fait suivant l’axe 

cristallographique c des cristaux. Ce résultat laisse supposer une restructuration des cristallites 

correspondant à une minimisation de leur énergie de surface. Les particules d’apatite 

biomimétique ayant une taille plus petite que celles d’hydroxyapatite stœchiométrique et une 

plus haute réactivité, la solubilisation est plus rapide et complète. Dans les deux cas, la 

solubilisation, qu’elle soit partielle ou totale, mène, après atomisation de ces suspensions, à la 

reprécipitation dans une phase amorphe phosphocalcique. Notons que cette phase amorphe 

peut contenir des ions hydrogénophosphates contrairement au matériau initial. La présence de 

ces ions est due au pH acide de la solution. La phase amorphe n’est pas pure, en effet les 

épaulements visibles sur le diffractogramme de l’apatite biomimétique atomisée marquent la 

présence d’une autre phase. Ces résultats sont conformes à ceux présentés par l’équipe du 

professeur L.C. Chow. Dans leur étude [148], la DRX du matériau atomisé présente également 

quelques pics de diffraction non attribuables à une phase phosphocalcique mais les auteurs ne 

proposent pas d’identification. Pour expliciter la formation de cette phase phosphocalcique 

amorphe, nous avons donc réalisé l’atomisation d’une solution de précurseurs reproduisant la 

composition chimique résultant de la solubilisation de l’apatite biomimétique dans une solution 

d’acide acétique. 

Ainsi l’atomisation d’une solution contenant de l’acétate de calcium et de l’acide phosphorique 

mène à un mélange d’une phase amorphe de phosphate de calcium (établie par l’existence des 

bandes de vibration présentes en spectroscopie infrarouge ainsi qu’en spectroscopie Raman et 

caractéristiques de cet environnement) et d’un acétate de calcium hémi hydraté et cristallisé. 

L’acétate de calcium semi-hydraté précipite, en effet, dans des conditions de température 

supérieures à 58 °C. Cette condition est très clairement atteinte dans le début du procédé 

d’atomisation. Nous avons également pu constater que la quantité d’acétate de calcium en 

excès dépend du rapport molaire Ca/P utilisé dans la solution. Quand ce rapport est inférieur ou 

égal à 1,3, l’acétate de calcium n’est plus détectable en DRX. L’analyse thermique ne permet pas 

non plus de mesurer une variation significative de la pente de la perte de masse à 400 °C 

(température caractéristique de la dégradation de l’acétate de calcium). Cependant les analyses 

vibrationnelles (IRTF et Raman) prouvent la présence de fonctions organiques caractéristiques 
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de l’acétate de calcium ce qui démontre que même si elle n’est pas cristallisée, la molécule 

d’acétate (CH3COO-) est présente. L’analyse RMN supporte également cette conclusion par la 

présence d’une bande vers 200 ppm attribuée au carbone fonctionnel de l’acétate. Cependant la 

largeur de la bande contraste avec la finesse des bandes observées dans le cas de matériaux 

cristallins. Ainsi l’acétate présent dans le matériau dont le rapport molaire Ca/P est de 1,3 n’est 

pas cristallisé (à ne pas confondre avec l’acétate de calcium amorphe). De plus la décroissance 

monotone de la quantité d’acétate de calcium en fonction du rapport molaire Ca/P de la 

solution atomisée permet de supposer que ce produit se forme dans un second temps après la 

formation de la phase amorphe de phosphate de calcium. Le phosphate de calcium amorphe 

précipité dans ces conditions présenterait alors un rapport atomique Ca/P quasi constant proche 

de 1,3. Nous proposons que la formation du matériau se déroule de la façon suivante : une fois 

le phosphate de calcium formé, des molécules d’acétate sont adsorbées à la surface du 

phosphate de calcium. Cette adsorption peut résulter de plusieurs effets. Nous avons mentionné 

que le phosphate de calcium amorphe avait un rapport HPO4
2-/PO4

3- de 1,08 ce qui 

correspondrait à un rapport Ca/P hypothétique de 1,25. Le rapport Ca/P de la solution 

d’atomisation étant de 1,3, il y a dans le matériau atomisé un léger excès de calcium. En faisant 

l’hypothèse que tout le calcium est impliqué dans la formation du phosphate de calcium, 

l’acétate peut alors s’adsorber à la surface du cluster pour neutraliser l’excès de Ca2+. Ces 

molécules servent alors de point de germination pour la croissance d’acétate de calcium. Quand 

le rapport Ca/P dépasse la valeur de 1,3, le phosphore n’étant plus disponible, le calcium en 

solution cristallise avec les molécules d’acétate adsorbées à la surface des ACPs et le cristal 

d’acétate croît ainsi. La faible intensité des pics de diffraction de l’acétate de calcium dans le 

mélange minéral et leur largeur à mi-hauteur importante indiquent que cette phase est mal 

cristallisée avec des cristallites de petites tailles. De plus l’analyse WAXS montre que la 

proportion d’acétate de calcium est très faible dans le matériau et que sa présence ne modifie 

pas l’ordre cristallin de la poudre finale. De plus, le fait que les Rsub des ACP 1,3, 1,5, 1,67 et 2 

en SAXS ne soient pas différents indique que si l’acétate se fixe au phosphate de calcium, il ne se 

fixe pas sur les clusters. Nous pouvons donc supposer que les nanoparticules de phosphate de 

calcium amorphe se forment puis que l’acétate de calcium en excès cristallise à leur surface.  

La précipitation des particules minérales débute par la formation des phosphates de calcium 

amorphes puis les autres composés se forment en fonction de la disponibilité des ions. Nous 

avons vu que les ACPs se structuraient en clusters de 1 nm assemblés en nanoparticules elles-

mêmes structurées en chapelets et agglomérés en particules micrométriques. Ces clusters ont 

déjà été observés dans les travaux de Brecevic et al. [90] ainsi que leur propension à s’organiser 
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en chapelets. Le fait que l’augmentation du rapport Ca/P soit à la fois corrélé à l’augmentation 

de la quantité d’acétate de calcium et à un regroupement des clusters amorphes peut laisser 

supposer que l’acétate de calcium en excès cristallise en périphérie des nanoparticules 

phosphocalciques et contribue à ce regroupement. Cette déduction est également corroborée 

par les observations faites en microscopie. La densification des particules micrométriques est 

ainsi associée à la formation de l’acétate de calcium à la surface des nanoparticules. 
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Ce chapitre traite de l’élaboration du matériau composite chitosane/phosphate de calcium 

suivant deux stratégies : l’atomisation d’une suspension de phosphate de calcium dans une 

solution de chitosane et l’atomisation d’une solution comprenant les précurseurs de phosphates 

de calcium et le chitosane solubilisé. Dans un premier temps, nous avons établi l’impact du 

procédé sur le polymère seul puis nous avons porté notre attention sur la formation du matériau 

composite. Nous avons cherché à caractériser l’effet de la stratégie sur la répartition des phases 

au sein du matériau composite et à décrire les interfaces et interactions entre le polymère et la 

phase minérale. 
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IV.1 Caractérisation de la phase organique 

IV.1.1 Caractérisation du polymère avant atomisation 

Avant atomisation, le chitosane se présente sous la forme de paillettes ayant une distribution de 

tailles bimodale présentant un maximum autour de 130 µm avec une contribution mineure à 

2 µm. Le diffractogramme du chitosane (Figure 70) présente un pic mal résolu à 12 °2θ indiquant 

un degré de déacétylation élevé [166], un pic très large et asymétrique centré à 23 °2θ avec un 

épaulement à 26 °2θ ainsi que trois autres contributions à 34, 42 et 45 ° 2θ caractéristiques de 

son état semi-cristallin [167]. 

 

Figure 70 Diffractogramme du chitosane commercial 
 

La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (Figure 71) permet d’identifier les 

différentes fonctions chimiques présentes dans le polymère. Ainsi la bande large vers 3300 cm-1 

est attribuée à la présence d’eau. La présence de la fonction amide est révélée par les bandes à 

2885 (1i), 1655 (7ii), 1560 (6ii), 1381 (2ii) (contribution mineure) et 1325 (1ii) cm-1 respectivement 

associées aux liaisons CH3, C=O, NH, CH3 et CN. L’amine, quant à elle, est confirmée par la 

présence de la bande à 1594 (5ii) cm-1. Les fonctions alcool des sucres sont visibles via les 

vibrations à 1453 (4ii), 1421 (3ii) et 1381 (2ii) (contribution majeure) cm-1. Les bandes à 1162 (5iii), 

1075 (4iii), 1025 (3iii), 988 (2iii) et 939 (1iii) cm-1 sont attribuées aux liaisons CO et plus 

particulièrement aux ponts COC (x2) ainsi qu’aux liaisons C-OH du carbone C3 (x2) et C6 du motif 

du chitosane. 
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Figure 71 Proposition de déconvolution du chitosane 
 

Le chitosane utilisé pour ces travaux est un chitosane à bas poids moléculaire commercialisé par 

Sigma-Aldrich dont la masse molaire, selon le fournisseur, est comprise entre 50 et 190 kDa. 

L’analyse thermogravimétrique montre un maximum de dégradation du chitosane à 275 °C 

correspondant à une gamme de poids moléculaire entre 100 et 200 kDa [116]. La valeur du poids 

moléculaire est précisée par analyse SEC et est égale à 120 kDa. Cette analyse permet, de plus, 

de démontrer que ce chitosane commercial est caractérisé par une dispersité Ð de 1,2. Cette 

très faible valeur de dispersité pour un polymère issu de la biomasse peut être expliquée par les 

procédés utilisés industriellement pour sélectionner les bas poids moléculaires. 

Le degré de déacétylation est usuellement évalué à partir du spectre RMN du carbone du 

polymère (cf matériels et méthodes) (Figure 72). Dans notre cas il est estimé à 88 ± 2%. Une 

autre méthode pour déterminer ce degré est d’utiliser les spectres infrarouges. De nombreuses 

solutions s’offrent à nous car le principe de base consiste à calculer le rapport entre l’aire sous 

un pic caractéristique de l’amide et l’aire sous un pic caractéristique de l’amine. En utilisant le 

rapport A1655/A2885 régulièrement rencontré dans la littérature [110,168,169] avec les lignes de 

bases utilisées dans la déconvolution proposée plus haut, nous obtenons une valeur de 91 % de 

déacétylation qui coïncide avec la valeur obtenue par RMN. 
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Figure 72 Spectre RMN du chitosane avant atomisation 
 

IV.1.2 Effet de l’atomisation sur le chitosane 

Les particules de chitosane après atomisation ont un aspect de grain collapsé (Figure 73 a). La 

Figure 73 b montre une diminution d’intensité du pic de diffraction du polymère après 

atomisation ainsi qu’un élargissement de celui-ci. Ces observations traduisent la perte du 

caractère semi-cristallin du chitosane après qu’il a été atomisé. Cette conclusion  est confirmée 

par les analyses que l’on peut faire en ATG. En effet la poudre atomisée présente un maximum 

de sa température de dégradation bien plus bas qu’avant atomisation (222 °C contre 275 °C). 

Cette diminution de la température de dégradation est attribuée à la diminution de 

l’organisation des chaines. Sur la courbe ATG, nous observons également que la pente liée à la 

dégradation du polymère est plus importante après atomisation qu’avant. Cette modification de 

la pente est attribuable à une réduction de la taille des particules qui présentent des valeurs de 

Dv50 avant et après atomisation respectivement  de 116 µm et 2 µm (Figure 74). 

Sur cette même figure, nous pouvons observer que la distribution de taille de grain après 

atomisation est multimodale. La population de particules centrée à 2 µm représente la grande 

majorité des grains mesurés mais des particules d’une taille de l’ordre de la dizaine voire de la 

centaine de micromètres sont également présentes. Celles-ci peuvent provenir d’une 

agglomération des grains micrométriques après le procédé due à la présence d’eau. En effet la 

courbe de perte de masse montre jusqu’à 20 % d’eau dans la poudre atomisée. Cette eau peut 

contribuer au collage des grains de chitosane entre eux. 
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Figure 73 a) MEB, b) DRX et c) ATG et sa dérivée du chitosane après atomisation 
 

 

Figure 74 Distribution de taille de grain du chitosane atomisé 
 

L’atomisation du chitosane induit une modification également dans sa chimie. Il apparait 

qu’après atomisation, le spectre infrarouge présente de nouvelles bandes à 1560 et 1410 cm-1 

notamment (Figure 75). Ces bandes peuvent être attribuées respectivement à la liaison C-O et 

CH3 de l’acétate comme nous l’avons reporté dans le chapitre précédent. Toutefois, la bande à 

1560 cm-1 peut également être attribuée à la présence d’une amine protonée comme il a déjà 

été rapporté dans la littérature [144]. 

Par ailleurs, le spectre RMN (Figure 76) fait apparaitre après atomisation un pic à 180 ppm et 

celui à 23 ppm semble augmenter en intensité. Le pic à 180 ppm est attribué au carbone 

fonctionnel de l’acétate alors que l’augmentation de celui à 23 ppm est associée à l’apport de la 

contribution du groupement méthyle de l’acétate. La présence de fonctions amines protonées 

ainsi que d’acétate permet de conclure à la présence d’un sel d’acétate de chitosane dans la 

poudre atomisée. Ce résultat est en accord avec les observations faites par Cervera et al. et 

Nunthanid et al. [144,170]. 
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Du fait de la contribution des groupements de l’acétate dans les spectres infrarouges et RMN, il 

n’est pas possible, par ces techniques de spectroscopies vibrationnelles, de déterminer le degré 

de déacétylation après atomisation. Nous ferons donc l’hypothèse qu’il reste inchangé. 

Enfin une structuration hybride de Type I et de Type II du sel de chitosane peut être mise en 

évidence sur le spectre RMN du polymère atomisé. En effet l’élargissement de la bande du 

carbone 1 de l’unité glucose du chitosane peut être associé à la formation du doublet 

caractéristique de la structuration de Type I. Cependant le pic à 105 ppm reste majoritaire ce qui 

traduit la structuration de Type II. Par ailleurs, l’absence de point d’inflexion à 78 ppm dans le 

spectre RMN du polymère atomisé peut être également associée à la formation d’un doublet du 

signal du C-4 du motif du chitosane. Le fait que ces doublets ne soient pas isolés et que les pics 

présentent une largeur à mi-hauteur importante, indique que, si le chitosane atomisé est 

présent dans une structuration mixte Type I/Type II, le polymère n’est pas cristallin pour autant 

et propose des environnements variés assimilés à une structure amorphe. 

 

Figure 75 Spectres infrarouges du chitosane avant (CTS) et après (CTS SD) atomisation présentés sur la 
zone 1800-400 cm-1 
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Figure 76 Spectre RMN du chitosane après atomisation.  
 

IV.2 Caractérisation du matériau composite 

A l’instar de la phase minérale, le matériau composite a été préparé suivant deux stratégies : 

l’atomisation d’une suspension d’un phosphate de calcium dans une solution acide de chitosane 

ou l’atomisation d’une solution contenant les précurseurs de phosphate de calcium et le 

chitosane solubilisé. 

IV.2.1 Suspension 

La Figure 77 présente une distribution de tailles de grains monomodale de la poudre atomisée 

avec des valeurs de Dv10, Dv50 et Dv90 respectives de 1,2, 3,5 et 8,5 µm. Les agrégats de 20 µm 

visibles dans le cas de l’atomisation de la phase minérale seule au chapitre précédent, ne le sont 

plus dans le cas de la poudre composite. La présence du chitosane peut avoir comme effet de 

stabiliser les suspensions d’hydroxyapatite comme l’ont démontré Wilson et al. [137]. Ainsi les 

particules minérales sont dispersées de manière plus homogène dans la préparation avant 

atomisation et leur agrégation en particules de grandes tailles est inhibée. 
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Figure 77 Distribution de tailles de grain de la poudre composite atomisée 
 

Les images MEB de la poudre atomisée (Figure 78) présentent des particules d’aspect collapsé 

(flèche discontinue) semblables aux particules de chitosane observées précédemment et des 

particules agrégées de morphologie relativement sphérique (flèche continue). La première 

famille de particules peut être associée à des grains purement organiques tandis que la seconde 

correspond à des agrégats majoritairement minéraux. Ces derniers sont constitués de particules 

d’une taille de l’ordre de 500 nm. Il semblerait donc que dans le cas de l’atomisation d’une 

suspension d’hydroxyapatite dans une solution acide de chitosane, une ségrégation de phase ait 

lieu au moment de la pulvérisation des gouttes ou en amont dans la tubulure de l’atomiseur. Il 

existe malgré cela certaines particules constituées des deux phases (Figure 79). Sur l’image 

enregistrée avec un détecteur d’électrons rétrodiffusés (à droite de la figure) nous distinguons 

des particules blanches d’une taille de l’ordre de 100 nm attribuées à la phase minérale tandis 

que la matrice organique apparait grise. Ces particules nanométriques peuvent être issues des 

particules d’hydroxyapatite de très petites tailles dispersées dans la matrice organique et 

piégées au cours du séchage. Elles peuvent également provenir de la reprécipitation en 

phosphate de calcium amorphe des particules ou parties de particules d’hydroxyapatite 

dissoutes par la solution acide formée au sein du polymère pendant le séchage de la goutte. 
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Figure 78 Image MEB du composite obtenu par atomisation d'une suspension. La flèche en trait plein 
montre un agrégat de particules minérales et la flèche en trait pointillés montre des particules 

purement organiques 
 

 

Figure 79 Image MEB en électrons secondaires (gauche) et en électrons rétrodiffusés (droite) d'une 
particule présentant deux phases 

 

A partir de l’analyse ATG de la poudre composite présentée sur la Figure 80, nous notons que la 

température de dégradation du chitosane est plus élevée en présence de la phase minérale que 

pour le polymère atomisé seul (245 °C pour le composite et 222 °C pour le polymère). L’ajout de 

la phase minérale a donc pour effet de stabiliser thermiquement le polymère. Sur cette figure, la 

courbe ATD indique également un phénomène exothermique (vers le haut) à 680 °C sans perte 
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de masse notable associée à la cristallisation d’une phase phosphocalcique [52,171,172]. Cette 

valeur de température de cristallisation laisse supposer la présence d’une phase amorphe dans 

le matériau comme nous l’avons démontré dans le chapitre précédent et évoqué plus haut. 

Les spectres infrarouges (normalisés relativement à la bande à 1564 cm-1 de l’acétate) du 

matériau composite, du CTS et de l’HAp isolés sont présentés sur la Figure 81. La composition 

chimique du matériau composite est justifiée par la présence sur son spectre des bandes 

caractéristiques des phosphates à 570 et 600 cm-1 de l’apatite ainsi que celle de l’amide I (C=O) 

du chitosane à 1655 cm-1. De plus, un spectre simulant un mélange physique tenant compte des 

ratios massiques de la suspension (I = 0.65 x IHAp + 0.35 x ICTS) est également présenté sur cette 

figure. Nous pouvons constater que le spectre du matériau composite et le spectre simulé 

correspondent à la fois en fréquences de résonnance et en intensités des bandes. Ce résultat 

indique que la poudre composite obtenue après atomisation a approximativement la même 

composition que la suspension atomisée et se comporte comme un mélange physique. Certains 

auteurs associent les bandes à 1418 et 1345 cm-1, présentent sur le spectre du matériau 

composite, comme étant des décalages des fréquences de vibration des liaisons CH3 et CN de 

l’amide du chitosane (normalement présentes à 1380 et 1325 cm-1 respectivement). Ces 

décalages sont associés selon eux à des interactions de coordination entre la phase organique et 

la phase minérale [131,132]. Cependant la possibilité de former des liaisons de coordination 

entre l’amide et un ion métallique aux valeurs de pH utilisées dans notre formulation et sans 

modification chimique du polymère est peu probable [173,174]. Il semblerait selon nous, que ce 

qui a été attribué par certains auteurs comme un décalage soit la résultante d’une convolution 

des signaux des deux matériaux utilisés dans le composite et non un décalage effectif dû à une 

interaction covalente. 
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Figure 80 Courbes ATG (rouge), ATD (bleue) et dérivée de l’ATG (vert) de la poudre CTS/HAp entre 25 et 
1000 °C 

 

 

Figure 81 Spectres infrarouges de l'hydroxyapatite stœchiométrique atomisée (HAp SD), du chitosane 
atomisé (CTS SD), du matériau composite (CTS HAp SD) et spectre simulé de la somme pondéré de HAp 

SD et CTS SD (65 et 35 % respectivement) 
 

L’analyse cristallographique du matériau composite permet de confirmer que la phase minérale 

est majoritairement cristallisée et de structure cristalline inchangée après atomisation comme 
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nous l’avions déjà conclu au chapitre précédent. La présence du polymère, avec un taux de 

cristallinité extrêmement bas, ne contribue au diffractogramme que sous forme d’un halo 

s’étendant entre 20 et 30 ° 2θ (Figure 82). 

 

Figure 82 Diffractogrammes du matériau composite (CTS HAp SD) et de l'hydroxyapatite 
stœchiométrique (HAp SD) après atomisation 

 

Hormis quelques particules visibles au MEB (BSE) pour lesquelles une distribution fine de la 

phase minérale dans la matrice organique est observée, les différentes caractérisations 

semblent indiquer que l’atomisation d’une suspension de phosphate de calcium dans une 

solution de chitosane résulte dans la formation d’un matériau composite qui n’est que la 

résultante d’un mélange inhomogène et physique des deux phases le constituant. 

IV.2.2 Solution 

En partant du fait, démontré au chapitre précédent, que l’atomisation d’une solution contenant 

des ions calcium et phosphates en proportions contrôlées permet de synthétiser pendant 

l’atomisation des particules de phosphates de calcium, différentes solutions contenant du 

chitosane solubilisé et des ions calcium et phosphates ont été testées dans ces travaux. Nous 

avons fait varier le rapport molaire Ca/P et le rapport massique organique/inorganique pour 

établir une cartographie des composites susceptibles d’être synthétisés par atomisation. 
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IV.2.2.1 Influence structurelle sur la phase minérale 

La distribution de tailles des grains en fonction du rapport Ca/P (à rapport massique 

organique/inorganique constant et égal à 35/65) ainsi que du rapport CTS/ACP (à rapport 

atomique Ca/P constant et égal à 1,67) est représentée sur la Figure 83. L’on peut y observer 

que si la taille des grains est assez régulière, de petites variations peuvent être considérées. En 

effet, une décroissance régulière des valeurs Dv50 et Dv90 est enregistrée entre le rapport 

CTS/ACP de 1,5 et celui de 2 (avec des valeurs respectives de 4,7 et 10 µm contre 4 et 8,4 µm). 

Une seconde population de petites particules apparait quand le rapport CTS/ACP est de 30/70. 

Cette population de particules est de taille similaire (i.e. de quelques centaines de nanomètres) à 

celle observée dans le cas de l’atomisation de la solution dans le chapitre précédent. 

 

Figure 83 Distribution de taille de grain et influence a) du rapport atomique Ca/P à rapport CTS/ACP 
constant égal à 35/65 et b) du rapport organique/inorganique à rapport Ca/P constant égal à 1.67 

 

Des images MEB des particules composites avec des ratios massiques organiques/inorganiques 

de 23/77 et 30/70 (à rapport molaire Ca/P constant égal à 1,67) sont présentées sur la Figure 84. 

Il apparait clairement que la morphologie des particules est dépendante de ce rapport ; plus la 

proportion de phase organique est importante, plus les particules ont un aspect collapsé typique 

de la poudre de chitosane atomisée. Dans le cas du rapport 23/77, nous pouvons supposer que 

la phase organique, en très faible quantité, agit comme un liant entre les particules minérales. 

Ces dernières, par leur propension à s’agréger, induisent majoritairement la morphologie des 

particules. Dans le second cas, la morphologie semble être monitorée par la phase organique et 

par extension l’agrégation des particules minérale est minimisée. 
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Figure 84 Images MEB des composites a) 23/77 et b) 30/70 
 

Les aspects de surface des particules avec des rapports massiques organiques/inorganiques de 

23/77, 25/75 et 30/70 sont présentés sur la Figure 85. Cette figure permet de constater que plus 

la proportion de polymère augmente, plus la surface des particules parait lisse. Le rapport 25/75 

présente à la fois la morphologie des particules organiques mais également une surface 

rugueuse. La morphologie de cette surface permet de supposer qu’un phénomène de croûtage 

se produit pendant le séchage. Ce phénomène est moins marqué dans le cas du rapport 30/70 

ce qui dénote l’impact de la présence du polymère sur cette ségrégation périphérique. Des 

images MEB prises en électrons rétrodiffusés sur ces mêmes poudres ne permettent pas de 

distinguer de contraste de phase. Ce résultat peut traduire soit une minéralisation homogène de 

la surface des particules, soit une très bonne dispersion des phases entre elles à l’échelle 

d’observation. En considérant ce second cas, nous faisons l’hypothèse que la phase minérale se 

présente sous la forme de nombreux germes distribués dans la phase organique. 

 

Figure 85 Images MEB des particules composites avec (de gauche à droite) des ratios massiques 
organiques/inorganiques de 23/77, 25/75 et 30/70 à rapport molaire Ca/P constant égal à 1.67 

 

La Figure 86, qui propose des observations en microscopie électronique en transmission, illustre 

parfaitement cette hypothèse. En effet les images a) et b) (correspondant respectivement aux 

composites 30/70 et 70/30) montrent des coupes transversales de particules de tailles similaires 

et collapsées. Le zoom de la Figure 86 a) met en évidence un gradient de la répartition de la 
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phase minérale dans la matrice organique. En effet, nous observons que les particules minérales 

forment une croûte à la surface de la particule composite et que la concentration en phase 

minérale est bien plus faible lorsque l’on s’éloigne de cette croûte. De plus les particules en 

surface ont une taille différente des autres avec des tailles respectives de 70 ± 6 nm et 

34 ± 4 nm. La Figure 86 b) présente un zoom du composite 70/30. Un gradient de concentration 

en particules minérales est également observé et peut être associé à un effet de bord de la 

particule ou là encore à un phénomène de croûtage mais moins marqué que dans le cas 30/70. 

Cependant la taille des particules minérales ne varie pas entre le cœur du composite et sa 

surface et est égale à 29 ± 2 nm. Les nanoparticules minérales au sein de la particule composite 

présentent une dispersion fine et ne semblent pas former d’agrégats ou de chapelets 

contrairement aux observations faites sur la phase minérale dans le chapitre précédent. 

Un mécanisme possible pour la formation des particules composites peut alors être proposé : 

une gouttelette contenant les ions calcium et phosphates ainsi que le chitosane solubilisé est 

formée dans un premier temps. Dans un second temps, par l’action de la chaleur, les 

nanoparticules de phosphate de calcium se forment en surface mais également en volume. Ces 

particules tendent ensuite à s’agréger ou à croitre tandis que la gouttelette se contracte 

d’autant plus que la quantité de chitosane est faible. Or la présence du polymère crée une gêne 

qui limite la migration des espèces minérales. Cette gêne est d’autant plus importante que la 

quantité de chitosane est importante et que sa concentration augmente du fait de l’évaporation 

du solvant. Ainsi les particules avec le rapport organique/inorganique 30/70 forment des gouttes 

très diluées en chitosane et donc présentent une mobilité plus importante de la phase minérale 

que les particules 70/30. Cette phase minérale peut donc croitre davantage et par migration, les 

nanoparticules se retrouvent à la surface des grains et forment alors une croûte. Suivant cette 

hypothèse plus la quantité de CTS dans la solution de départ est importante, moins la croûte 

rugueuse est visible et importante ce qui correspond aux observations faites. 
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Figure 86 Images TEM du matériau composite CTS/ACP avec les rapports massiques 
organiques/inorganiques respectifs de a) 30/70 et b) 70/30 à rapport molaire Ca/P constant égal à 1,67 

 

Une analyse SAXS a également été réalisée sur les matériaux composites de rapports 

organiques/inorganiques 70/30 et 30/70 afin d’étudier les dimensions caractéristiques des 

structures constituants ces matériaux. Cette analyse permet également de discerner l’impact du 

polymère sur l’organisation et la distribution des particules de la phase minérale. Les résultats 

reportés sur la Figure 87 ont été analysés, comme dans le chapitre précédent, grâce au modèle 

de Beaucage avec deux sous structures pour faire correspondre une courbe de corrélation et la 

courbe expérimentale. Les dimensions des particules minérales observées par imagerie TEM 

sont retrouvées par l’analyse SAXS avec des tailles caractéristiques de Rg de 35 nm dans le cas 

du composite 70/30 et 60 nm pour le composite 30/70. La dimension de 1 nm (Rs) des clusters 

amorphes énoncée dans le chapitre précédent est également retrouvée (non représentée sur la 

figure) ainsi que la correspondance entre des valeurs de Rsub et Rs. Le modèle semble de plus 

indiquer une différence de concavité entre les deux courbes. Comme nous l’avons évoqué plus 

haut (cf chapitre 2) ce changement de concavité est lié au comportement des clusters de rayon 

Rs entre eux. A ce changement de concavité sont associées des valeurs de fractions volumiques 

(fp) de 0,12 pour le rapport CTS/ACP de 30/70 et 0,01 pour de rapport 70/30. Cette dernière 

valeur traduit une dilution des clusters au sein de la matrice organique et indique qu’ils sont en 

moyenne plus espacés dans le composite 70/30 et que dans le composite 30/70. Les pentes des 

différentes structures (Rg et Rs) ne semblent pas être influencées par la présence du chitosane. 

Elles indiquent dans tous les cas des surfaces relativement lisses pour les plus grandes structures 

(dimensions fractales de surface de l’ordre de 2) et des surfaces rugueuses pour les clusters 

(dimensions fractales de surface de l’ordre de 2,5) similaires aux valeurs rencontrées dans le 

chapitre précédent. 
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Le mécanisme proposé en amont semble alors s’étendre aux clusters. Quand ceux-ci sont formés 

dans la goutte, ils s’agglomèrent en nanoparticules mais le CTS s’intercale entre les clusters et 

quand la quantité de celui-ci augmente, les clusters sont éloignés les uns des autres. Ce résultat 

met en avant le mélange très intime entre les deux phases car pour s’intercaler entre deux 

clusters, le polymère doit alors passer au sein même d’une nanoparticule comme le schéma 

Figure 88 le représente. 

 
Figure 87 Courbes SAXS des matériaux composites 70/30 et 30/70 (à rapport molaire Ca/P constant égal 

à 2) et leur correspondance avec le modèle de Beaucage 
 

 

Figure 88 Représentation schématique de la structuration du matériau composite 
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Pour un rapport massique organique/inorganique de 35/65, correspondant au rapport massique 

moyen retrouvé dans l’os naturel, les analyses SAXS ont été conduites pour des composites 

basés sur des rapports Ca/P de 1,3 à 1,67. La Figure 89 présente les courbes ainsi obtenues. Pour 

alléger la figure, les distances et les pentes récurrentes ont été notées en noire. Il apparait sur le 

graphique que le changement de concavité du rapport 1,3 est moins important que celui du 

rapport 1,67 indiquant que plus le rapport décroit, moins les particules de rayon Rs s’agrègent. 

Ce comportement est également mis en avant par la variation de la valeur de la fraction 

volumique fp. Ce résultat est cohérent avec celui observé dans l’étude SAXS du matériau minéral 

seul. Les pentes associées aux deux structures Rg et Rs présentent une régularité entre les 

échantillons remarquable avec des décroissances respectives de 4 et 3,6. 

 
Figure 89 Courbes SAXS des matériaux composites CTS/ACP (35/65) en fonction du rapport molaire Ca/P 
 

Pour le matériau composite de rapport organique/inorganique similaire à celui de l’os et de 

rapport Ca/P similaire à celui de la phase minérale de l’os, l’analyse WAXS a été réalisée. La 

courbe  PDF de ce matériau composite est très semblable à celle de la phase minérale seule. Les 

intensités des pics relatifs à la phase minérale sont moins fortes dans le matériau composite du 

fait de la contribution de la phase organique. Seul le pic à 0,15 nm représentant les distances 
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typiques des matériaux organiques semble plus intense. La longueur de cohérence de la phase 

minérale ne semble pas être modifiée par la présence du polymère. 

 

Figure 90 PDF du matériau composite CTS/ACP 35/65 pour un rapport molaire Ca/P de 1,67 comparée à 
la phase minérale seule 

 

IV.2.2.2 Influence chimique de la phase organique 

Comme nous pouvons le voir sur l’analyse SAXS des matériaux ainsi que sur la Figure 91, 

contrairement à la phase minérale seule, ces matériaux composites ne présentent pas de pics de 

diffraction associés à la présence d’acétate de calcium cristallisé quel que soit le rapport Ca/P. 

Nous pouvons cependant observer que pour le cas ACP 1,67, le halo amorphe s’élargit vers les 

bas angles ce qui peut correspondre à une contribution très faible d’acétate de calcium. La 

Figure 91 montre l’évolution des diffractogrammes en fonction du rapport massique 

organique/inorganique du matériau composite. Pour le rapport 23/77, des épaulements qui 

peuvent être attribués à de l’acétate de calcium apparaissent. De même sur le thermogramme 

de ce composite (Figure 92), un maximum de dégradation est visible à 400 °C ce qui correspond 

à la dégradation de l’acétate de calcium que nous avons définie dans le chapitre précédent. Il 

existe donc un rapport organique/inorganique pour lequel de l’acétate de calcium en excès 

cristallise. Ce rapport correspond à un équilibre molaire entre amine protonée et acétate. Quand 

ce rapport est dépassé, le chitosane est saturé en acétate et l’acétate de calcium cristallise. 

Notons que la température de dégradation du polymère dans ces composites est 

respectivement de 250 °C pour la composition 35/65 et 234 °C pour le rapport 30/70. Il 
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semblerait qu’il y ait un effet de stabilisation thermique de la phase organique dans le cas du 

matériau composite semblable à l’effet observé dans le cas de l’atomisation de la suspension. 

 

Figure 91 Diffractogrammes des matériaux composites a) à rapport CTS/ACP constant de 35/65 et en 
fonction du rapport Ca/P et b) à rapport Ca/P constant égal à 1,67 et en fonction du rapport massique 

CTS/ACP 
 

 

Figure 92 Analyses thermogravimétriques de différents composites à rapport Ca/P constant égal à 1,67 
et leurs dérivées 

 

La Figure 93 représente les spectres infrarouges du chitosane atomisé et du phosphate de 

calcium amorphe ainsi que celui du matériau composite. Un spectre simulé correspondant à la 

somme pondérée des intensités des constituants du matériau composite est également 

présenté et une bonne correspondance est trouvée entre celui-ci et le spectre du matériau 

composite. Les bandes à 1610 cm-1 et 660 cm-1, caractéristiques de l’acétate de calcium 

cristallisé, ne sont plus visibles sur le spectre du composite. Cependant, hormis cette vibration 

en particulier, le spectre du matériau composite semble correspondre à la somme des spectres 

de ses composants. 
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Figure 93 Spectres infrarouges du matériau composite CTS/ACP 1,67 35/65, du chitosane atomisé 
(CTS SD), de l'ACP 1.67 et spectre simulé de la somme pondérée de 35 % de CTS SD et 65 % d’ACP 1,67 

 

Les spectres RMN du carbone de différents composites ainsi que du polymère sont présentés sur 

la Figure 94. Sur cette figure, nous pouvons observer et confirmer les interprétations faites à 

partir des diffractogrammes à savoir que la fonction acétate est présente dans le matériau mais 

sous forme non cristallisée. En effet, les déplacements vers 180 ppm sont caractéristiques du 

carbone de la fonction acétate alors que ceux à 23 ppm correspondent à ceux du groupement 

méthyle. La largeur à mi-hauteur importante des pics démontre l’aspect amorphe du matériau 

composite. L’absence de décalage des pics de la fonction amide du chitosane semble indiquer 

que l’environnement de cette fonction est inchangé en présence de la phase minérale. Ce 

résultat associé aux résultats infrarouges démontre qu’il n’y a pas de liaisons de coordination 

entre phase organique et phase minérale. Si interaction chimique il y a, elle n’est pas de nature 

covalente.  
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Figure 94 Spectres RMN du carbone en polarisation croisée du polymère et des matériaux composites 
CTS/ACP 1,3 et 1,67 a rapport CTS/ACP constant de 35/65  

 

Les spectres RMN aller retour du proton (Figure 95) permettent de mettre en évidence la 

proximité spatiale des différentes phases du matériau composite. Ainsi dans le cas du matériau 

composite avec un rapport Ca/P de 1,3 et un rapport massique CTS/ACP de 35/65, le spectre 

correspondant à un temps de contact retour long 31P→1H (1ms) présente un épaulement 

constitué de deux déplacements : 2 ppm et 5 ppm. Le premier correspond aux protons de 

l’acétate tandis que le second est attribué aux CH2 du chitosane. Le second, dont la contribution 

est plus importante, indique une proximité spatiale importante entre le polymère et la phase 

minérale. Ainsi pour transmettre l’aimantation du phosphore vers le proton du chitosane, ceux-

ci doivent être à une distance de l’ordre de 5 Å pour ce temps de contact. Proximité qui est 

moins marquée dans le cas du rapport Ca/P de 1,67. En effet, sur le spectre de ce composite 

correspondant au temps de contact long, la contribution majoritaire à l’épaulement est celle de 

l’acétate. Notons également que les spectres aux temps courts et aux temps longs du matériau 

composite CTS/ACP avec un rapport Ca/P de 1,67 sont les mêmes que ceux du matériau 

équivalent sans la phase organique. Ce qui laisse supposer que le groupement acétate proche de 

la phase minérale pour les ratios Ca/P supérieurs à 1,3 empêche le polymère de se rapprocher 

des atomes de phosphore. 
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Figure 95 Spectres RMN aller retour du proton des composites CTS ACP 1,3 et 1,67 au rapport 35/65 
pour différents temps de contact "retour" 

 

IV.2.2.3 Evolution en milieu aqueux 

Pour étudier l’influence de la présence du polymère sur l’évolution des phosphates de calcium 

amorphes, nous avons dispersé 2 g de poudre composite CTS/ACP 35/65 (Ca/P = 1,67) dans 

66 mL d’eau déionisée. Nous avons suivi l’évolution de la dispersion à 5 min, 30 min, 1 h et 4 h 

par diffraction des rayons X, spectroscopie infrarouge et microscopie électronique. Les valeurs 

de pH des dispersions aux temps donnés est respectivement de 6,4, 5,8, 5,7 et 5,7. La Figure 96 

a) présente l’évolution des diffractogrammes en fonction du temps. Nous observons que de 

façon similaire à l’évolution de la phase minérale seule, dès 5 min, une cristallisation a lieu. Sur 

le diffractogramme, nous pouvons identifier la présence des pics de diffraction de la brushite et 

certains pics peuvent être indexés dans la structure apatitique. Nous observons également que 

les pics de diffraction augmentent en intensité et diminuent en largeur au cours du temps ce qui 

traduit la cristallisation et la maturation des espèces minérales de la même manière que ce qui a 

été observé dans le chapitre précédent ainsi que par Rusu et al. [175]. Les analyses 

vibrationnelles (Figure 96 b) confirment également la présence de ces espèces ainsi que leur 

cristallisation par l’affinement des bandes de vibration notamment à 875 et 530 cm-1 

correspondantes aux ions HPO4
2-. Les morphologies typiques des deux espèces identifiées sont 

visibles en microscopie électronique comme le montre la Figure 97. Sur cette figure, nous 

pouvons distinguer en effet des particules sphériques constituées de nanoaiguilles agrégées. Ces 
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aiguilles sont attribuées à la phase apatitique mal cristallisée identifiée en DRX. Sur ces images 

MEB, nous pouvons également observer des plaquettes au sein du matériau composite. Ces 

plaquettes correspondent à la morphologie type de la brushite précédemment identifiée. 

Cependant, contrairement à l’apatite mal cristallisée, la brushite n’est pas observable pour des 

temps de maturation inférieurs à quatre heures. Le polymère, quant à lui, se présente sous la 

forme de filaments typiques de la structure obtenue après lyophilisation et broyage d’un 

polymère. Nous pouvons également observer que des particules avec une morphologie en 

aiguille sont dispersées de façon très homogène dans le polymère. Ces particules sont associées 

à l’apatite mal cristallisée identifée en DRX. 

 

Figure 96 Evolution a) de la diffraction des espèces en dispersion et b) de leur nature chimique 
 

Notons qu’une étude similaire a été effectuée en atmosphère saturée en eau. Il apparait dans ce 

cas (non montré ici) que le matériau composite évolue également mais sans la phase 

brushitique. Cette évolution est associée à une réorganisation topotactique des ions de l’ACP 

sans solubilisation de celui-ci [31]. Dans le cas de l’évolution en dispersion, le pH acide et la 

dilution des ions engendrent la solubilisation de l’ACP et la précipitation des espèces brushitique 

et apatite.  
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Figure 97 Images MEB de l’évolution du matériau composite dans l'eau et après lyophilisation à a) 
5 min, b) 30 min, c) 1 h, d) 4h et des morphologies a) des agrégats d’aiguilles nanométriques et b) des 

plaquettes 
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IV.3 Résumé 

Nous avons vu dans ce chapitre que l’atomisation d’une solution acide de chitosane mène à la 

formation d’une poudre dont les grains ont une taille micrométrique et un aspect collapsé. Cette 

poudre est constituée de sel d’acétate de chitosane et est caractérisée par son caractère 

amorphe. 

Lorsqu’une phase solide comme l’hydroxyapatite est ajoutée à une solution de chitosane et 

atomisée, la poudre qui en résulte présente trois types de particules. Soit les deux phases se 

séparent pendant le procédé d’atomisation ce qui engendre des particules purement organiques 

et d’autres particules constituées majoritairement de phase minérale. Soit le mélange entre les 

deux phases est suffisamment intime et donne in fine une particule composite avec une matrice 

polymérique continue dans laquelle quelques particules nanométriques minérales sont 

dispersées. La nature de ces particules nanométriques est toutefois incertaine. En effet, nous 

avons vu dans le chapitre précédent que l’atomisation d’une suspension d’hydroxyapatite 

donnait un mélange d’hydroxyapatite stœchiométrique cristallisée et de phosphate de calcium 

amorphe. En outre, les analyses ATD et DRX confirment la présence de la phase amorphe 

phosphocalcique dans la poudre composite. Les nanoparticules présentes dans la matrice 

chitosane de ces grains composites peuvent alors être soit l’hydroxyapatite cristallisée 

nanométrique, soit l’amorphe reprécipité. Dans le premier cas, la taille suffisamment petite de 

ces particules peut permettre leur intégration au sein des particules composites. Dans le second 

cas, nous pouvons imaginer que les particules amorphes sont formées au sein du polymère 

pendant le séchage ce qui pourrait expliquer leur répartition homogène dans la particule. 

L’atomisation d’une solution comprenant les précurseurs phosphocalciques et le chitosane peut 

alors servir de modèle pour cette seconde hypothèse. 

Dans le cas de l’atomisation de la solution, nous observons que la morphologie et la chimie de la 

poudre obtenue sont dépendantes à la fois du rapport Ca/P et du rapport CTS/ACP. D’une façon 

générale, il apparait que la phase minérale se répartie de façon intime dans la phase organique. 

Cette dernière a comme effet de limiter l’agrégation des nanoparticules que nous avions vue 

dans le chapitre précédent. Le chitosane a également un effet à une plus petite échelle car sa 

présence minimise l’agrégation des clusters entre eux comme les données SAXS tendent à le 

démontrer. Chimiquement, l’acétate de calcium cristallisé que nous avions identifié dans le 

chapitre précédent ne semble être présent dans le matériau composite que si la quantité initiale 

de sel d’acétate de calcium est relativement importante en comparaison à la quantité de 
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chitosane. Ainsi quand le rapport CTS/ACP décroit, de façon importante, l’acétate de calcium 

cristallisé se forme. Nous faisons l’hypothèse que la majeure partie de l’acétate est fixée par le 

chitosane ce qui réduit sa disponibilité pour former l’espèce cristalline. 

Le mécanisme de formation de la phase minérale dans le composite n’est pas clairement défini. 

Cependant au vu des différents résultats et en accord avec le mécanisme proposé par Brecevic 

et al. [85], nous proposons que les clusters d’ACPs se forment très rapidement dès que la goutte 

est mise en température. Du fait de la charge positive du polymère en milieu acide, nous 

pouvons faire l’hypothèse que les phosphates (chargés négativement) présentent une 

interphase ionique avec le chitosane. Ils seraient ainsi dispersés de façon homogène le long de la 

chaine du polymère. Les clusters de 1 nm se formeraient alors en partie à proximité des chaines 

de polymère. 

Les spectres infrarouges dans la zone 1800-1200 cm-1 font apparaitre des pics qui peuvent avoir 

différentes interprétations. Il peut s’agir dans un cas des pics des liaisons CO de l’acétate mais il 

peut également s’agir d’un décalage du pic de l’amine protonée. Le premier cas s’explique 

facilement par l’ajout de la phase minérale. Dans le chapitre précédent, nous avons vu que dans 

les deux cas d’atomisation de solution ou de suspension, nous avions ces pics de l’acétate. 

Comme le composite est en majorité composé de la phase minérale, la contribution de l’acétate 

peut alors dominer la contribution de l’amine. D’un autre côté, comme l’amine est protonée, il 

est possible d’avoir une interaction entre elle et les orthophosphates. Si une liaison ionique 

entre ces deux espèces chargées est imaginée, alors un décalage de la bande de vibration est 

possible. 
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Dans l’optique de valoriser le matériau composite que nous avons développé, nous avons étudié 

deux techniques de mise en forme. Ces techniques permettent d’élaborer soit un revêtement, 

soit un matériau massif. Le revêtement a été obtenu par évaporation laser assistée par matrice 

(acronyme anglo-saxon MAPLE -Matrix Assisted Pulsed Laser Evaporation) à l’Institut National de 

Physique des Lasers, Plasmas et Radiations en Roumanie à Bucarest avec l’aide de Anita Visan et 

du professeur Ion Mihailescu. Le matériau massif a été élaboré par impression 3D en 

collaboration avec l’Université de Technologie de Sydney et le soutien du professeur Besim Ben-

Nissan. L’objectif de ce chapitre est de caractériser la faisabilité de ces mises en forme ainsi que 

les transformations des matériaux induites par ces procédés.  
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V.1 Revêtement 

V.1.1 Etat de l’art 

De très nombreux implants, en particulier ceux supportant une charge mécanique, sont élaborés 

à partir d’alliages métalliques (des alliages de titane par exemple [176]) ou de matériaux 

polymériques (comme le polyétheréthercétone, PEEK [177]). Une des stratégies retenues pour 

leur conférer des propriétés biologiques améliorées leur permettant d’assurer une 

ostéointégration rapide ou durable sur le long terme est de les revêtir d’une couche de 

phosphate de calcium. Typiquement ce sont les implants orthopédiques qui ont bénéficié de ces 

développements. Les matériaux utilisés pour revêtir ces implants sont le plus souvent des 

phosphates de calcium comme les phases TCP ou HAp [178]. 

Historiquement et commercialement, le procédé le plus commun est la projection plasma 

atmosphérique. Dans cette technique, une poudre d’hydroxyapatite stœchiométrique est 

injectée dans une source énergétique (en l’occurrence un plasma dont les températures et 

vitesses des gaz sont de l’ordre de 10000 °K et 400 m.s-1) où elle est fondue et accélérée en 

direction du substrat placé en regard. La poudre totalement ou partiellement fondue se solidifie 

à l’impact et il est fréquemment observé une amorphisation de celle-ci ou l’apparition de 

nouvelles phases. Les épaisseurs couramment obtenues par cette méthode de revêtement sont 

de l’ordre de 50 à 300 µm [179]. L’optimisation et la maitrise des conditions de projection 

permettent d’assurer la production de revêtements conformes aux normes en vigueur (ISO 

13779-2:2008 [180] et ASTM F1185-03(2014) [181]). Cependant, pour certains usages, 

notamment sur des implants de petites dimensions comme les implants dentaires, des 

revêtements d’épaisseur micrométrique sont préférables afin de limiter les problématiques de 

contraintes et donc d’adhérence. Par ailleurs pour favoriser les phases de phosphates de calcium 

sensibles à la température comme les apatites non stœchiométriques, d’autres technologies de 

revêtements doivent être mises en œuvre (dépôts en voie humide, sol-gel, immersion ou 

électrodéposition ou dépôts en voie sèche). 

Ainsi, des revêtements phosphocalciques minces et à basses températures peuvent être obtenus 

notamment par les procédés de dépôt en phase vapeur : dépôt assisté par laser pulsé (pulsed 

laser deposition – PLD), dépôt assisté par faisceau d’ions (ion beam assisted deposition – IBAD), 

pulvérisation magnétron (RF-magnetron sputtering) [182]. Les revêtements obtenus par de tels 

procédés démontrent de bonnes propriétés d’ostéoinduction et de biocompatibilité [183,184]. 

Cependant ces propriétés sont dépendantes du contrôle des conditions opératoires mais 
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également du substrat utilisé. Dans leurs travaux, Bagratashvili et al. [185] démontrent que le 

contrôle de la fluence utilisée, de la pression de la chambre de dépôt, de la distance au centre de 

la plume … influe à la fois sur la nature chimique du revêtement obtenu, la morphologie de celui-

ci, sa densité… Ainsi plus la fluence est importante (de l’ordre de 10 J/cm²) plus les particules 

déposées sont de tailles importantes et plus le revêtement est dense (plus la distance entre deux 

particules est faible). Dans leur étude, il apparait que la pression de la chambre et la distance au 

centre de la plume impactent le rapport Ca/P et par conséquent les propriétés biologiques du 

revêtement. Fernandez-Pradas et al. [186] ont montré l’impact négatif de l’épaisseur d’un film 

d’HAp obtenu par ablation laser sur son adhérence. Dans leurs travaux, les auteurs étudient 

quatre épaisseurs de revêtement de 1,5, 0,75, 0,35 et 0,17 µm et démontrent que les forces 

d’adhésion sont respectivement de 0,33 N, 1,64 N, 2,85 N et la dernière est supérieure à 18 N. 

Or les possibles délaminations du revêtement entrainent une diminution de la croissance des 

cellules [187]. 

Cependant, les techniques évoquées plus haut ne sont pas appropriées à l’utilisation de 

matériaux thermosensibles comme peuvent l’être les polymères ou les molécules d’intérêt 

thérapeutique. En effet, elles ne supportent pas de trop hautes températures ou des 

interactions rayonnement/matière qui pourraient dégrader ce type de composé. Le procédé 

d’évaporation laser assistée par matrice (MAPLE-Matrix Assisted Pulsed Laser Evaporation) a été 

développé comme une méthode alternative dérivée de l’ablation laser adaptée à l’utilisation de 

composés thermosensibles [188]. 

V.1.2 Présentation de la technique 

Le procédé MAPLE diffère de la méthode de dépôt par ablation laser pulsée conventionnel par la 

cible. Dans la technique PLD, le matériau à déposer se trouve sous forme d’une cible solide 

placée dans une chambre sous vide. Un laser pulsé de forte puissance focalisé sur la cible 

provoque l’ablation d’atomes, de groupes d’atomes ou de fragments. Selon l’énergie disponible, 

un plasma peut potentiellement être généré. Dans ces conditions le transfert de molécules 

sensibles ne peut être réalisé directement. Ainsi une cible préparée par congélation d’un solvant 

dans lequel sont dispersés ou solubilisés ces matériaux d’intérêt (faible concentration massique 

de l’ordre de 1 à 5 %) est mise en œuvre dans le procédé MAPLE. Le solvant utilisé absorbe 

l’énergie du faisceau laser et s’échauffe jusqu’à se sublimer. Cette transformation permet, par 

entrainement, la désorption des molécules ou particules d’intérêt sans dégradation et sert alors 

de vecteur à la projection du matériau d’intérêt sur un substrat positionné en vis-à-vis de la cible 

[189]. Le solvant à l’état gazeux est éliminé par le système de pompage permettant de maintenir 
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le vide dans la chambre. Le principe de fonctionnement du MAPLE est représenté sur la Figure 

98. 

 
Figure 98 Représentation schématique du fonctionnement du procédé MAPLE 

 

Dans leur étude, Mercado et al. [190] proposent une comparaison entre PLD et MAPLE pour la 

formation d’un revêtement organique de PLGA (poly(lactic-co-glycolic acid)) sur des substrats 

Si(100). Le solvant utilisé est du chloroforme avec une concentration en polymère dans la cible 

de 1 % massique pour les revêtements obtenus par MAPLE. La cible utilisée pour la PLD est 

préparée par moulage. Le laser utilisé est un laser à excimère KrF à 248 nm à une fréquence de 

5 Hz et une fluence variant de 0,1 à 1 J.cm-2. La chambre de dépôt est sous atmosphère 

contrôlée d’argon régulé à une pression de 100 mTorr avec un flux d’argon dans le cas du 

MAPLE. Les surfaces obtenues par MAPLE présentent des morphologies plus irrégulières que 

celles obtenues par PLD et dépendantes de l’énergie du laser. Pour des énergies supérieures à 

0,2 J.cm-2, les surfaces présentent des populations de particules de 25-500 nm particulièrement 

prononcées. Pour des énergies inférieures ou égales à 0,2 J.cm-², les surfaces sont plus lises avec 

une morphologie semblable à celle présente dans les revêtements obtenus par « spin coating » 

et sans particules de 25-500 nm visibles. Cette morphologie des surfaces indique que 

l’évaporation du solvant n’est pas complète au moment de la formation du revêtement. Les 

auteurs démontrent que dans les deux cas, une diminution de la masse molaire du polymère a 

lieu passant de 100 kDa initialement à 25 kDa et 8 kDa pour le MAPLE et la PLD respectivement 

(pour une fluence de 0,2 J.cm-2). Cette diminution semble indiquer qu’une interaction 

rayonnement/matière à lieu et cela malgré la protection qu’est supposée apporter le solvant 
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dans le cas du dépôt MAPLE. Elle n’est pas cependant reliée à une dégradation du polymère 

mais à une dépolymérisation car dans les deux cas, un pic à 200 Da traduit la présence des 

monomères du PLGA. D’autres observations effectuées sur d’autres polymères avec d’autres 

solvants indiquent à l’inverse qu’il est possible d’utiliser le MAPLE sans dépolymérisation 

[191,192]. Dans ces deux études, les polymères utilisés ont une masse moléculaire inférieure à 

5000 Da. Nous pouvons supposer qu’il existe une influence de la taille du polymère sur ses 

possibles interactions avec le faisceau laser. 

Motoc el al. [193] ont démontré une amélioration de certaines propriétés biologiques de 

revêtements obtenus en combinant une couche organique et une couche minérale. Dans ces 

travaux, les auteurs proposent d’élaborer sur un substrat en titane un revêtement composite 

multicouche constitué d’une couche d’hydroxyapatite obtenue par PLD et d’une couche de 

papaïne ou de lysozyme obtenue par MAPLE. Le revêtement possède alors des propriétés 

antibactériennes apportées par la couche organique et maintient les propriétés de 

biocompatibilité et d’ostéointégration par la présence des phosphates de calcium. 

N. Mihailescu et al. [188] présentent des revêtements composites organiques/inorganiques 

obtenus uniquement par MAPLE. Cependant, à l’instar des préparations de poudres, le contrôle 

de la dispersion des phases dans le matériau composite nécessite, soit de passer par une étape 

de mélange, soit de disposer d’un matériau initial composite et homogène. A. Visan et al. [194] 

proposent dans leur étude un protocole pour former des revêtements composites 

chitosane/phosphate de calcium sans passer par une étape de mélange physique préalable. 

Dans leurs travaux, la cible utilisée est séparée en deux compartiments contenant 

respectivement une suspension de phosphate de calcium et une solution de chitosane. Ce 

protocole est développé pour permettre un contact intime entre les phases au moment du 

dépôt, le mélange entre les phases se déroule au sein de la plume de projection. Le revêtement 

ainsi formé est alors constitué d’un gradient longitudinal de composition allant du polymère pur 

à la phase minérale pure (le système développé pour ces travaux est présenté sur la Figure 99). 

Dans cette étude, les auteurs démontrent l’influence de la présence de la phase organique sur la 

rugosité de surface du revêtement : plus la concentration en polymère augmente, plus la 

rugosité est importante. Cette augmentation relative induit corrélativement l’amélioration des 

propriétés antibactériennes du revêtement. Les auteurs prouvent également que le polymère ne 

subit pas de modification chimique au cours du procédé.  
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Figure 99 (a) représentation du montage utilisé pour élaborer un revêtement MAPLE composite et (b) 
zoom représentant le gradient de constitution du revêtement (b) 

 

V.1.3 Etude des revêtements obtenus 

Le choix du solvant utilisé pour préparer la cible répond à plusieurs critères comme la solubilité 

de la phase dispersée dans celui-ci, la faculté d’absorption de l’énergie du laser … En effet dans 

le but de protéger le matériau d’intérêt de toutes interactions rayonnement/matière, le solvant 

doit représenter la majorité massique et volumique de la cible et doit spécialement absorber la 

longueur d’onde du laser utilisé. Dans notre cas, un laser à excimère KrF a été utilisé et les 

solvants trouvés dans la littérature pour la longueur d’onde de 248 nm peuvent être le DMSO 

[195], l’acétone [196], le toluène [197], l’eau distillée [194,198] etc. Ce dernier solvant, même s’il 

ne présente pas la meilleure absorbance présente l’avantage d’être écologique, non toxique et 

facile d’accès. C’est donc ce solvant que nous avons retenu pour notre étude. 

Des suspensions de poudre minérale ACP (Ca/P = 2) et composites CTS/ACP (35/65 Ca/P = 2), 

CTS/ACP (35/65 Ca/P = 1,67) et CTS/ACP (50/50 Ca/P = 2) ont été testées pour étudier l’impact 

de la formulation de la cible sur la qualité du dépôt MAPLE effectué. Les matériaux ont été 

dispersés dans de l’eau déionisée en prenant soin de maintenir le pourcentage inorganique à 

1 % massique. Les suspensions ainsi obtenues sont ensuite refroidies puis immergées dans de 

l’azote liquide pendant 15 minutes. Une fois la cible formée, elle est placée dans la chambre de 

dépôt. Un mouvement de rotation est alors appliqué à la cible et celle-ci est maintenue froide 

par la circulation d’azote liquide dans le porte-échantillon (Figure 98). Les surfaces à revêtir 

(silicium (100), titane grade 4 et verre) sont placées en vis-à-vis de la cible. La chambre est 

ensuite placée sous un vide primaire (2. 10-2 mbar) et un laser excimère KrF (248 nm) est utilisé à 

une fréquence de 10 Hz pour impacter la cible 40 000 fois avec une fluence de 0,58 J.cm-2. 

L’efficacité moyenne de dépôt est estimée à 68 ± 10 µg/cm². 
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Pour caractériser la faisabilité du dépôt et son efficacité, nous avons fait les premières 

observations sur les substrats en silicium. Ceux-ci, permettent en effet de s’affranchir de défauts 

de surface pouvant induire des défauts de croissance du revêtement et de l’accumulation de 

charge rendant difficile l’observation en microscopie électronique. 

La Figure 100 présente deux zooms : l’un sur un revêtement minéral (a) et l’autre sur un 

revêtement composite (b). Sur ces images MEB, nous observons qu’en fonction de la nature du 

revêtement, la morphologie de surface varie. Dans le cas du revêtement minéral, des particules 

sphériques submicrométriques caractéristiques de la morphologie des dépôts de nanoparticules 

obtenus par MAPLE [196,199] sont réparties de façon homogène sur la surface. Dans le cas du 

revêtement composite, ces mêmes particules sont visibles mais accompagnées de ce qui 

s’apparente à un film organique et de structures moins régulières et allongées qui sont associées 

à la présence du polymère. Nous observons dans le cas des dépôts composites que les particules 

sphériques présentent une faible cohésion avec la matrice organique ce qui est associé à la 

présence de cavités sphériques dans le revêtement laissant supposer que certaines des 

particules peuvent être délogées de leur emplacement (mis en évidence par les flèches sur la 

Figure 100). 

La hauteur quadratique moyenne de la surface (Sq) a été mesurée en accord avec la norme ISO 

25 178 partie 2 (6) [200] et est égale à 0,0539 µm et 0,104 µm pour les revêtements minéral et 

composite respectivement. Suivant cette même norme, les hauteurs totales des surfaces (Sz) ont 

également été caractérisées et sont respectivement de 475 nm et 775 nm. La Figure 101 

présente des images AFM des substrats revêtus avec la phase minérale seule ou avec le 

matériau composite. Les surfaces analysées correspondent approximativement aux surfaces 

présentées sur les zooms des images MEB. Les valeurs de Sq et Sz couplées aux observations 

MEB traduisent l’hétérogénéité du revêtement. Il semble de plus qu’en présence du polymère, 

l’efficacité du revêtement est accentuée. 
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Figure 100 Images MEB a) d'un revêtement minéral (Ca/P= 2) et b) d’un revêtement composite CTS/ACP 

35/65 (Ca/P = 2) 
 

 
Figure 101 Images AFM de revêtements a) minéral ACP 2 et b) composite CTS/ACP 35/65 (Ca/P = 2) 
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Pour minimiser la contribution du substrat sur les caractérisations physicochimiques 

(notamment en diffraction des rayons X), nous avons fait ces analyses sur les dépôts réalisés sur 

les substrats en verre amorphe. Les analyses physicochimiques de ces revêtements se sont 

avérées particulièrement difficiles du fait de la faible épaisseur de ces derniers et du caractère 

amorphe des matériaux déposés. La spectroscopie infrarouge en ATR (Figure 102) est présentée 

après soustraction du signal dû au substrat et présente des bandes larges vers 1050 et 860 cm-1 

(indépendamment des formulations) attribuables respectivement à la présence d’ions 

phosphates et hydrogénophosphates. Des bandes de vibrations mal résolues vers  1600-

1400 cm-1 sont également observables et attribuées à la présence des fonctions amines ou 

amides du chitosane mais également possiblement aux fonctions acétates résiduelles. 

Sur cette même figure, les diffractogrammes des revêtements minéraux et composites sont 

présentés ainsi que le diffractogramme du substrat vierge de tout dépôt. Nous constatons que 

les revêtements ne présentent pas de motifs de diffraction particulièrement différenciables du 

substrat. Ce résultat peut être interprété comme une contribution trop faible de la diffraction 

des revêtements par rapport au verre du fait de leur épaisseur sub micrométrique ou du fait que 

le revêtement est amorphe. 

 

Figure 102 a) spectres infrarouges des revêtements minéraux, composites et composites avec 
tétracycline et b) motif de diffraction des revêtements minéral et composite comparé au motif de 

diffraction du substrat 
 

Les revêtements présentent un signal Raman permettant d’étudier la répartition des fonctions 

dans le dépôt. Une cartographie Raman du revêtement composite (CTS/ACP 35/65 Ca/P = 1,67) 

est ainsi proposée sur la Figure 103 a). La bande cartographiée est la bande à 950 cm-1 attribuée 

aux phosphates de l’ACP. Sur cette cartographie, les zones en bleues correspondent à des zones 

où l’intensité du signal à 950 cm-1 est faible (point 2) et inversement, quand la couleur tend vers 

le blanc, l’intensité augmente (point 1). Les variations observées sont à relier non pas à une 
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hétérogénéité de chimie mais à la rugosité de surface. En effet l’appareil de spectroscopie 

Raman utilisé est un appareil confocal et la cartographie est alors faite à une certaine 

« hauteur » du revêtement. La Figure 103 b présente une image en microscopie optique de la 

zone cartographiée. Nous voyons sur cette image que certaines zones ne sont pas nettes et 

correspondent aux zones de faibles intensités de la bande à 950 cm-1. Ainsi, ce sont les zones 

nettes, les « points hauts » du revêtement, qui sont représentés sur cette cartographie. Les 

spectres correspondants aux deux points sont présentés sur la Figure 103 c). Ces deux spectres 

présentent la même allure avec des bandes situées aux mêmes décalages Raman. Dans les deux 

cas, la bande à 950 cm-1 est observée ainsi qu’un massif de bandes attribué à la présence du CTS 

[168]. Une répartition assez homogène de la liaison PO ainsi que du polymère dans le 

revêtement est alors constatée. 

 

Figure 103 a) cartographie Raman du revêtement MAPLE CTS/ACP 35/65 (Ca/P = 1,67), b) image en 
microcopie optique de la zone étudiée et c) spectres Raman des points ① et ② 

 

Pour étudier le revêtement composite sur un matériau susceptible d’être utilisé pour des 

prothèses osseuses, nous avons cherché à caractériser son adhérence et son comportement en 

présence d’eau sur des substrats en titane. La Figure 104 présente la trace laissée sur le 

revêtement CTS/ACP 50/50 (Ca/P = 2) déposé sur un substrat en titane après un essai de 

« scratch test » observée en microscopie électronique. Ces images ne laissent pas apparaitre de 

délamination mais une déformation plastique associée à celle de la phase organique. L’absence 

de délamination peut traduire une bonne adhésion entre le dépôt et le substrat titane. 

Aucune distinction de phase ne peut clairement être faite en BSE sur le dépôt (image non 

montrée sur ce manuscrit). Ce résultat peut traduire soit que le matériau déposé est très 

homogène à l’échelle de la poire d’interaction, soit que le revêtement est trop fin et que la poire 

d’interaction du MEB analyse systématiquement le titane. Or les revêtements obtenus par 

MAPLE sont (nous l’avons vu précédemment) le plus souvent submicroniques et, dans ce cas, 
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partiellement organiques. Il est donc très probable que la réponse du substrat couvre celle du 

revêtement et que c’est pour cette raison que le revêtement paraît homogène au MEB en 

électrons rétrodiffusés. 

 

Figure 104 Images MEB du revêtement composite CTS/ACP 50/50 (Ca/P = 2) après le « scratch test » 
 

Pour étudier le comportement des revêtements composites (CTS/ACP 35/65 Ca/P = 1.67) en 

présence d’eau, nous avons déposé une goutte sur la surface et l’avons laissé sécher à 

température et pression ambiantes. La Figure 105 présente une image en BSE du front de la 

goutte. Celui-ci parait avoir une constitution différente de celle de l’intérieur et de l’extérieur de 

la goutte car il est plus sombre en BSE (et donc plus concentré en atomes légers). Cette 

observation est attribuée à un déplacement des chaines de polymère vers le bord de la goutte 

déposée suivant le même mécanisme que celui observé dans le « coffee ring effect » [201]. En 

effet si le polymère est présent dans le revêtement sous la forme d’un sel d’acétate de chitosane 

(formé par l’évaporation du solvant et la présence d’acétate issu de la préparation de la poudre), 

il est alors soluble dans l’eau. Lorsque la goutte déposée sur la surface sèche, les chaines de 

polymères se comportent alors comme des entités mobiles susceptibles de se déplacer suivant 

les courants de convections qui ont lieu au sein de la goutte. 
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Figure 105 Front de goutte sur un revêtement composite CST/ACP 35/65 (Ca/P = 167) 

 

L’utilisation de matériaux composites confère généralement aux revêtements de bonnes 

propriétés biologiques d’ostéoconduction et antibactériennes. Néanmoins, le chitosane, dans 

son utilisation, est régulièrement retrouvé accompagné de molécules actives qui exacerbent ses 

propriétés antibactériennes. La tétracycline (TC) est l’une de ces molécules [202,203] et peut 

également être associée aux phosphates de calcium comme Cazalbou et al. [204] l’ont démontré 

en associant de la tétracycline à des apatites biomimétiques. En s’inspirant de ces travaux, nous 

avons associé à la préparation de poudre composite 250 mg de TC et utilisé cette poudre 

fonctionnalisée pour élaborer des revêtements pour des essais biologiques. Cette étude 

biologique a été réalisée en Roumanie par M.C. Chifiriuc au département de microbiologie de la 

faculté de biologie de l’université de Bucarest. 

La morphologie et la croissance des cellules MG63 sur les films minces obtenus n'ont pas été 

affectées par rapport au contrôle Ti (Figure 106 et Figure 107). Les résultats microscopiques ont 

été interprétés conformément aux recommandations de la norme ISO 10993-5: 2009 (E); Partie 

5 [205]. L'examen n'a révélé aucun changement de la morphologie des cellules telle que des 

cellules rondes ou contractées pouvant indiquer la mort de certaines cellules. 
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Figure 106 Images microscopiques de fluorescence des cellules MG63 cultivées sur les films minces 
obtenus (gauche) et sur les disques de contrôle Ti (à droite) pendant 24 h, colorés avec PI et FDA 

(grossissement x200) 

 

Figure 107 Images microscopiques de fluorescence des cellules MG63 cultivées sur les films minces 
obtenus (gauche) et sur les disques de contrôle Ti (à droite) 24 h, colorés avec PI et H (grossissement 

x200) 
 

L'analyse microscopique a été confirmée par le dosage par cytométrie en flux du cycle cellulaire, 

ne montrant aucun changement dans la répartition des phases de croissance (Figure 108). 

 

Figure 108 Diagrammes de cytométrie de flux du cycle cellulaire des cellules MG63 cultivées sur un 
substrat plastique standard (à gauche), des disques de contrôle Ti (milieu) et des films minces obtenus 

(à droite) 
 

Dans le but d’évaluer à la fois le relargage de l’antibiotique sous sa forme active et sa durée 

d’action, nous avons évalué l’activité antimicrobienne du film composite avec tétracycline dans 

une gamme de temps allant de 10 minutes à 48 H. 
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Les deux premiers temps d’incubation ne présentent pas d’effet inhibiteur par rapport au 

contrôle titane. Après 1 H d’incubation, l’effet inhibant des revêtements contenant de la 

tétracycline est mis en évidence en comparaison avec le contrôle. En effet, le nombre de cellules 

vivaces (VCC) est plus faible dans le cas du revêtement que dans le cas du substrat seul pour les 

deux types de souches cellulaires testées. L’effet anti biofilm est maintenu à 4 et 6 H pour les 

deux souches. A 24 H, la souche E. faecalis semble moins sensible à l’inhibition que la souche E. 

coli alors qu’à 48 H, les deux souches sont à nouveau inhibées dans leur croissance. 

L’action antimicrobienne du revêtement est donc lente et ne se fait ressentir qu’après un temps 

de latence. Cependant dans le cas des bactéries à gram négatif comme E.coli, l’activité 

antimicrobienne semble plus importante et durable. 

 
Figure 109 Cinétique de croissance microbienne sur les revêtements avec tétracycline comparée à la 

croissance sur un substrat contrôle (Ti) après 15, 30 min et 1, 4, 6, 24 et 48 H (two-way Anova, 
Bonferroni test, *p<0.05; **p<0.01; *** p<0.001) 
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V.2 Impression 3D 

V.2.1 Etat de l’art 

Du fait de leur important potentiel, les méthodes de fabrication additive font l’objet cette 

dernière décennie d’un intérêt croissant [206]. Ces méthodes se déclinent en plusieurs 

techniques comme l’impression laser par frittage de poudre (SLS – Selective Laser Sintering) 

[207], l’impression par jet d’encre [208], l’extrusion de fil fondu ou de suspension visqueuse 

[209]… Si ces techniques varient par leur mode opératoire et la gamme de matériaux qu’elles 

proposent [210–212], elles s’appuient toutes sur le même principe : une pièce est conçue ou 

modélisée numériquement (et peut être modulée à souhait pour répondre à une demande 

précise), discrétisée en couches consécutives puis ces couches sont imprimées les unes après les 

autres pour former la pièce voulue. La fabrication additive a également les avantages de 

présenter moins de perte de matière que les techniques de fabrication par usinage et est moins 

couteuse que les techniques par moulage et plus adaptable. Pour ces raisons, l’intérêt pour ces 

techniques dans le domaine des biomatériaux et a fortiori de la substitution osseuse est en 

croissance. Parmi les techniques rencontrées, l’impression par extrusion de pâte est 

régulièrement citée [44,213,214] comme technique dérivée d’une méthode utilisée pour le 

comblement osseux. L’injection une pâte phosphocalcique dans un défaut osseux est destinée à 

former une matrice apatitique pour combler une lacune [215]. En utilisant ce procédé, 

l’impression 3D de pâte vise à élaborer une matrice avec une géométrie et une porosité 

contrôlées. 

Dans leurs travaux Akkineni el al. [213] démontrent la possibilité d’élaborer des matériaux 

structurés massifs par impression 3D d’une pâte à base de ciments phosphocalciques. La 

suspension qu’ils préparent est composée d’α-TCP (60 %), de monétite (26 %), de carbonate de 

calcium (10 %) et d’hydroxyapatite (4 %) pour la partie minérale dans 20 g d’une phase 

organique constituée de triglycéride, de Tween 80 et d’amphisol. Deux méthodes de prise du 

ciment sont proposées : une prise dans l’eau pendant 3 jours ou une prise en atmosphère 

saturée en vapeur d’eau pendant 3 jours également. Dans le premier cas, les auteurs observent 

la formation de fissures à la surface ainsi qu’au cœur des filaments alors que la seconde 

méthode de prise ne présente aucune fissure. Cette dernière méthode permet de plus d’obtenir 

un meilleur contact entre deux couches et par extension une meilleure tenue mécanique du 

matériau final. 



Chapitre 5 : Mise en forme du matériau composite 

S. LE GRILL – UPS – 2018  142 

L’utilisation du chitosane comme matrice organique pour l’impression 3D par extrusion a été 

rapportée par Dorj et al. [216]. Dans leur étude, une suspension de verres nanométriques dans 

une solution acide de chitosane est extrudée et après séchage forme un réseau de fibrilles 

intimement liées les unes avec les autres. Après incubation dans une solution de SBF, le 

matériau obtenu par impression 3D se minéralise et un phosphate de calcium avec un rapport 

Ca/P proche de celui de l’hydroxyapatite est formé. Ang et al. [129] proposent, quant à eux, de 

former un matériau massif par extrusion d’une suspension d’hydroxyapatite dans une solution 

acide de chitosane. Leurs travaux diffèrent des précédents par le fait qu’ils impriment leur 

matériau dans une solution basique de NaOH et non à l’air. La précipitation du chitosane piège 

alors la phase minérale dans le matériau et couche après couche, le matériau composite massif 

est formé. Dans leur étude, les auteurs énoncent l’importance de la concentration en NaOH. Si 

celle-ci est trop faible, alors le chitosane ne précipite pas assez vite et des filaments voisins 

risquent de coalescer. Inversement, quand la concentration est trop importante, le chitosane 

précipite trop vite et il en résulte une mauvaise adhésion entre les filaments. 

Nous proposons d’utiliser notre matériau composite pour former, par extrusion de pâte, une 

pièce 3D. Du fait de son homogénéité initiale, l’élaboration de la pâte composite ne nécessite 

pas d’étape de mélange entre les phases. De plus, la propension de la phase amorphe à évoluer 

vers une apatite mal cristallisée au cours du mécanisme de prise permet au phénomène de 

biominéralisation du chitosane de se produire pendant le procédé et d’assurer une tenue 

mécanique à la pièce. Nous avons utilisé une imprimante grand public (BCN3D+ - BCN3D, 

Barcelone) munie d’un module d’extrusion de pâte pour établir la faisabilité de l’impression à 

partir d’une pâte constituée de la poudre composite CTS/ACP (Ca/P = 1.67 35/65) et d’eau 

déionisée. Nous avons cherché dans un premier temps à optimiser la formulation de la pâte 

pour permettre l’impression sans modifier les paramètres matériels de l’imprimante comme les 

moteurs d’extrusion. Dans un second temps, nous avons optimisé les paramètres d’impression 

dans l’optique d’obtenir une pièce cohérente. Enfin nous avons testé différents posts 

traitements pour investiguer leurs impacts sur la pièce imprimée. 

V.2.2 Etude de faisabilité 

Nous avons déjà observé que la phase minérale atomisée évolue en milieu aqueux en formant 

des plaques qui s’interpénètrent/s’enchevêtrent les unes aux autres à l’instar du plâtre ou des 

ciments phosphocalciques (Figure 55). Pour qualifier cette observation, nous avons préparé des 

suspensions denses en mélangeant soit une poudre minérale ACP Ca/P = 1,67, soit une poudre 

composite (CTS/ACP 35/65 Ca/P = 1,67) à de l’eau déionisée avec un rapport massique 
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liquide/solide (L/S) de 1 :1. Cette suspension est malaxée manuellement jusqu’à obtention d’une 

« bille » d’environ 0,5 cm de diamètre et placée à 50 °C dans une atmosphère saturée en 

humidité pendant 24 h. Après cette période, les échantillons minéraux et composites présentent 

des comportements différents. La bille minérale s’effrite par simple compression manuelle alors 

que l’échantillon composite présente une résistance à la compression suffisante pour garder sa 

cohésion et ne pas s’effriter. La présence de la phase organique a donc comme impact de 

minimiser la friabilité de la pièce et d’augmenter sa cohésion. Notons que cet échantillon 

présente également un changement de couleur évoluant du blanc au marron après séchage 

alors que la bille minérale reste blanche. Dans les deux cas, une diminution du diamètre de la 

sphère est constatée avec des valeurs de ~0,3 et ~0,4 cm après séchage pour les échantillons 

minéraux et composites respectivement. Ainsi lorsqu’une suspension composite est préparée, 

prise et séchée, elle présente une résistance mécanique à la compression appréciable en 

comparaison avec une suspension minérale. La propriété de cette suspension composite à 

passer d’un état liquide dense à solide mécaniquement résistant permet effectivement 

d’envisager son utilisation pour des mises en forme en impression 3D par extrusion. Cependant, 

le mélange massique 1 :1 est trop dense/pâteux pour être injectable par l’imprimante 3D, il nous 

a donc fallu le diluer. 

Pour permettre une extrusion de qualité, nous avons cherché à trouver un rapport massique L/S 

donnant à la fois une suspension suffisamment fluide pour la puissance du moteur d’extrusion 

mais également suffisamment cohésive pour garder la morphologie du filament extrudé. Pour 

trouver la formulation la plus appropriée, les ratios massiques L/S de 5 à 3,5 ont été testés. La 

formulation la plus adéquate pour respecter les deux conditions a alors été établie comme étant 

égale à 3,8, le rapport de 4 étant trop liquide pour garder la morphologie du filament et 3,6 trop 

dense pour le moteur d’extrusion. Cette suspension optimisée est introduite, après 4 min de 

mélange, dans une seringue de 100 mL à l’aide d’une spatule en évitant d’y introduire des bulles 

(qui poseraient problème lors de l’impression par la suite [217]). Le piston est ensuite inséré 

jusqu’à la limite de l’embout de la seringue (voir un peu au-delà pour initier l’extrusion). Le 

comportement de la pâte évolue très rapidement lors de sa préparation : au moment de l’ajout 

et du mélange de la phase liquide à la poudre, la préparation apparaît très fluide mais 4 minutes 

après, la suspension s’épaissit de façon importante. Elle reste cependant extrudable encore 10 

minutes mais devient ensuite trop dense pour le moteur d’extrusion. 

Lors de l’impression, différents défauts peuvent apparaître. Le plus récurrent est la rupture de la 

continuité du filament durant l’extrusion de la pâte. Nous avons identifié plusieurs paramètres 
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ayant un impact sur cette rupture. Le premier et le plus important est la présence de bulles d’air 

dans la suspension introduites dans le piston d’extrusion lors de la préparation. Lorsque ces 

bulles sont extrudées, elles stoppent momentanément l’extrusion de la suspension et le filament 

devient alors discontinu. Parmi les paramètres contrôlables via l’interface 

ordinateur/imprimante, la vitesse d’extrusion, la hauteur de couche, le taux de remplissage 

(correspondant à la densité de matière présente dans le cœur de la pièce) sont des paramètres 

qui permettent de contrôler indirectement la qualité de l’extrusion. Ces paramètres partagent 

comme point commun d’influer sur la qualité du contact entre deux couches extrudées. Si la 

vitesse d’impression est trop importante, peu de matière se trouve en contact avec la couche 

inférieure et le filament n’adhère pas au suivant. Si la hauteur de couche est plus faible que le 

diamètre du filament extrudé, alors celui-ci est légèrement écrasé sur la couche inférieure et le 

contact entre les deux filaments est plus important. Enfin si le taux de remplissage est trop 

faible, la distance entre deux points de contact du filament est trop importante et celui-ci peut 

rompre sous l’effet de son propre poids au niveau du vide entre-deux extrudats voisins. Le 

diamètre de sortie de l’extrusion étant de 1,5 mm, la hauteur de couche est fixée à 1,3 mm pour 

assurer un meilleur contact entre les couches successivement imprimées. La première de ces 

couches est extrudée avec une hauteur de 0,8 mm afin d’écraser le filament extrudé et d’assurer 

avec les couches supérieures une surface de contact importante. La vitesse d’impression, 

correspondant à la vitesse de déplacement de la buse (la puissance du moteur d’extrusion 

n’étant pas contrôlable via l’interface) optimale pour assurer une extrusion continue est de 8 

mm.s-1. L’ajustement de la vitesse de déplacement de la buse prend en compte à la fois la 

continuité de l’extrusion mais également la quantité de matière à utiliser pour imprimer une 

pièce. Nous avons en effet cherché à minimiser cette quantité et donc la vitesse énoncée plus 

haut correspond à celle pour laquelle l’extrusion reste continue avec le moins de matière 

utilisée. Le taux de remplissage présente également ces deux aspects d’économie de matière et 

de continuité d’extrusion. Un taux de remplissage inférieur à 50 % est trop faible pour assurer la 

continuité du filament. Celui-ci repose sur trop peu de matière et se rompt sous son propre 

poids. Des taux supérieurs à 50 % assurent suffisamment d’appuis mais utilisent inutilement de 

la matière pour cette étude de faisabilité, c’est donc cette valeur de 50 % que nous avons 

retenue pour cette étude. Une pièce imprimée avec les paramètres ainsi définis est présentée 

sur la Figure 110. Malgré l’optimisation des paramètres d’impressions, certaines ruptures 

d’extrusion restent visibles (pointées par les flèches sur la figure). 
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Figure 110 Pièce imprimée par extrusion avec une vitesse de 0,8 mm.s-1, un remplissage de 50 % et une 
hauteur de couche de 1,3 mm 

 

Une fois les pièces imprimées (soit des carrés de 5 cm de côté sur 3 ou 4 couches, soit des 

cylindres de 2 cm de diamètre également sur 3 ou 4 couches), différents traitements de 

séchage/prise ont été testés. Dans les premiers essais, les pièces ont séché à l’air libre toute une 

nuit à température ambiante. Dans ce cas, une fois sèches, elles présentent de nombreuses 

fissures et n’ont plus de cohérence. Dans un second temps, nous avons laissé les échantillons 

dans une étude à 50 °C pendant une nuit sous atmosphère saturée en vapeur d’eau. Dans ce cas, 

la pièce ne garde pas sa forme imprimée et s’effondre sous son propre poids. La différence avec 

les essais préliminaires que nous avions faits avec le matériau composite sous forme de bille et 

celui-ci imprimé en 3D peut être expliquée par la surface d’échange avec l’eau. Au-delà de cette 

surface d’échange bien plus importante offerte par une pièce imprimée en trois dimensions que 

celle offerte par une sphère compacte, la dilution plus importante dans le cas de la pièce 

imprimée en 3D est aussi un élément important. Enfin, nous avons proposé de laisser le 

matériau à l’air libre pendant 2 h pour qu’il puisse évoluer et se solidifie suffisamment comme 

mentionné dans le chapitre 2, puis nous l’avons trempé dans l’azote liquide et séché par 

lyophilisation. Ce dernier traitement permet de limiter les fissures et de préserver la géométrie 

de la pièce imprimée. Cependant, une fois lyophilisée, la pièce présente des propriétés 

mécaniques très faibles et s’effrite facilement. L’eau représentant une grande part du volume de 

la pièce du fait de la dilution de la pâte utilisée, lorsqu’elle est retirée par lyophilisation, nous 

pouvons supposer que la pièce présente une grande porosité qui implique que les cristaux sont 

trop éloignés les uns des autres pour fournir une résistance mécanique suffisante. 
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V.3 Résumé 

Dans ce chapitre, nous avons établi la faisabilité de la mise en forme de la poudre composite 

chitosane/phosphate de calcium obtenue par atomisation suivant deux méthodes : les 

revêtements MAPLE et la fabrication additive par extrusion de pâte. 

Malgré l’hétérogénéité apparente en microscopie électronique du revêtement MAPLE, celui-ci 

semble, dans une première approche, avoir une adhésion au substrat suffisante. Les 

revêtements composites semblent être plus denses que les revêtements minéraux ce qui 

s’explique par un piégeage des particules minérales dans une matrice, un film, organique. Nous 

avons défini dans le chapitre 2 que la phase minérale cristallise en un mélange de brushite et 

d’apatite mal cristallisée rapidement lorsqu’elle est immergée dans l’eau. Or, la préparation de 

la cible MAPLE implique de disperser la phase minérale dans l’eau déionisée pendant 15 

minutes. Ce temps est, nous l’avons vu, suffisant pour transformer la phase amorphe et nous 

pourrions donc nous attendre à observer des pics de brushite ou d’apatite mal cristallisée dans 

le revêtement mais celui-ci semble n’être qu’amorphe. Nous avons également mentionné dans 

l’état de l’art de ce chapitre que certains travaux portant sur les dépôts par MAPLE rapportent 

une interaction rayonnement/matière entre le laser et la phase organique se traduisant par une 

dépolymérisation de celle-ci. Dans notre cas, nous pouvons également envisager une 

dépolymérisation du chitosane ou éventuellement une dégradation. Pour caractériser plus 

finement ces deux modifications possibles, des études de surfaces plus poussées sont à 

envisager (XPS, Raman infrarouge …). Nous avons également démontré dans ce chapitre que les 

revêtements obtenus par MAPLE ne sont pas cytotoxiques et qu’avec l’ajout d’une molécule 

active appropriée, ces revêtements présentent un comportement antibactérien. 

Dans ce chapitre, nous avons également démontré qu’en dispersant la poudre composite 

atomisée dans 3,8 fois son poids en eau, nous obtenons une pâte aux propriétés rhéologiques 

adaptées à l’extrusion. En utilisant ces propriétés d’extrudabilité, nous avons établi la faisabilité 

de mise en forme de ce matériau via un procédé d’impression 3D : l’extrusion de pâte. 

Cependant du fait de la grande proportion d’eau, la pièce imprimée présente un retrait 

important qui génère trop de fissures. Des études d’optimisation de formulation seraient donc à 

mettre en place en ajoutant par exemple un plastifiant qui pourrait minimiser la quantité d’eau 

et ainsi le retrait. Nous avons également observé que la pâte n’est plus extrudable 10 minutes 

après le début du mélange. L’ajout d’un plastifiant ou d’un retardateur de prise pourrait 

permettre d’augmenter ce temps. Enfin les caractérisations physicochimiques sont à poursuivre 

pour caractériser l’évolution chimique du matériau au cours de l’impression. 
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Conclusion générale 
Dans ce manuscrit, nous avons démontré la faisabilité de l’obtention, par atomisation-séchage, 

de particules nanocomposites organiques/inorganiques en une étape à partir des différents 

précurseurs en solution. La phase minérale ainsi obtenue est particulièrement réactive et de ce 

fait utile pour des applications dans le domaine de la chimie des biomatériaux. De plus cette 

dernière est très finement dispersée au sein de la matrice polymérique. 

Dans un premier temps, nous avons montré que l’atomisation d’une solution de précurseurs de 

phosphate de calcium mène à la formation d’une espèce phosphocalcique amorphe. Ces 

résultats confirment certaines observations des précédents travaux de Chow et al. [148], 

obtenus toutefois après la dissolution d’une hydroxyapatite avant atomisation. Dans le cadre de 

cette thèse, nous avons pu affiner les caractéristiques physico-chimiques ainsi que structurales 

du composé phosphocalcique formé. En effet il apparait que cette espèce est notamment 

définie par un rapport Ca/P proche de 1,3. Par ailleurs lorsque ce rapport dans la solution initiale 

est dépassé, un excès d’acétate de calcium (utilisé comme précurseur) recristallise. La 

spectrométrie RMN prouve une proximité spatiale importante entre le phosphate de calcium et 

l’acétate. Cette proximité semble indiquer que l’acétate se forme proche de la surface des 

particules de phosphate de calcium. De plus, le rapport HPO4
2-/PO4

3- indique que les particules 

phosphocalciques ont potentiellement un excès d’ion calcium. L’acétate agirait alors comme un 

contre-ion pour neutraliser la poudre. Cet acétate en excès servirait par la suite de point de 

germination pour l’acétate de calcium. 

Nous avons également démontré dans cette première partie du travail que la poudre minérale 

préparée à partir d’une solution de précurseurs est hiérarchiquement structurée à différentes 

échelles. Macroscopiquement elle se présente sous la forme de grains de poudre d’environ 2 µm 

de diamètre. Ces grains de poudre sont constitués d’agrégats de sphères de l’ordre de la 

centaine de nanomètres organisées en chapelets. Ces sphères nanométriques sont, elles-

mêmes, constituées de clusters d’une taille de l’ordre du nanomètre correspondant à la 

longueur de cohérence du matériau. Cette structuration du phosphate de calcium amorphe est 

ainsi en accord avec le modèle qu’ont proposé Brecevic et al. en 1972 [85] par suivi de la 

turbidité d’une suspension obtenue par coprécipitation de phosphate de calcium. 
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Dans le second chapitre de cette thèse, nous nous sommes attachés à associer un biopolymère, 

toujours en solution, aux précurseurs minéraux. Ceci a pu être envisagé par la sélection 

adéquate de ces derniers au début de ce travail. A notre connaissance cet aspect composite 

chitosane/phosphate de calcium par atomisation n’avait été traité jusqu’à présent, dans la 

littérature, qu’à partir de suspension ou nanosuspension. L’homogénéité de ces poudres est 

alors dépendante de la maîtrise de la taille des particules minérales ainsi que des techniques de 

mélange des phases avant atomisation. 

Tout d’abord nous avons étudié l’impact de l’atomisation sur le polymère. La solubilisation du 

polymère associée au procédé de séchage quasi instantané induit une désorganisation des 

chaînes de polymère dans la poudre obtenue et la perte de son caractère semi-cristallin. Une 

modification chimique a également lieu via l’atomisation. En effet la poudre de chitosane 

atomisée se présente comme un sel d’acétate de chitosane. Cette modification chimique 

implique que le matériau atomisé est plus soluble dans l’eau que le matériau commercial. 

Dans un deuxième temps, nous avons pu mettre en œuvre un matériau composite pulvérulent. 

La chimie du phosphate de calcium amorphe n’a pas été affectée par l’ajout du polymère. 

Toutefois, il apparait que cet ajout dans la solution initiale entraine une modification de la 

structuration du phosphate de calcium amorphe. En effet, dans le matériau composite, 

l’organisation des nanoparticules en chapelets semble inhibée en présence du polymère. Il a été 

également établi que la répartition de la phase minérale dans le chitosane est meilleure lorsque 

la quantité de celui-ci est en proportion importante. Nous pouvons également constater qu’en 

présence du chitosane, la recristallisation de l’acétate de calcium est retardée et n’apparait qu’à 

partir de rapports Ca/P plus élevés que pour la phase minérale seule ou pour des proportions de 

polymères faibles. Ce phénomène peut être expliqué par la formation préférentielle du sel 

d’acétate de chitosane qui consomme alors les ions acétate. Aucune preuve directe d’interaction 

chimique n’a pu être mise en évidence entre CTS et ACP. Cependant une interaction physique a 

été démontrée. En effet, les résultats SAXS semblent démontrer que la présence du chitosane 

crée une gêne stérique dans le phénomène d’agrégation des clusters amorphes et de la 

formation des nanoparticules. Cette interaction physique est également mise en évidence par la 

proximité spatiale observable via la spectrométrie RMN. Nous avons, grâce à cette technique, 

démontré que le chitosane a, en effet, une proximité avec les atomes de phosphore des ACPs. 

Cette proximité est plus marquée dans le cas des ACPs ayant un rapport Ca/P de 1,3. Dans le cas 

de rapports plus importants, l’acétate présent à la surface des particules amorphes pourrait 

constituer un écran. 
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L’homogénéité et la métastabilité des poudres ainsi élaborées offrent la possibilité d’une mise 

en forme par voie douce. Ainsi deux techniques de mise en forme ont été étudiées : le procédé 

MAPLE, pour l’élaboration de revêtements minces et l’impression 3D de pâtes pour l’obtention 

d’objets massifs. Ces essais préliminaires ont permis de mettre en avant le potentiel de 

transformation de la poudre préparée par atomisation séchage. Les études biologiques faites sur 

le revêtement ont, de plus, permis de démontrer les propriétés antibactériennes du matériau 

utilisé. 
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Résumé 

Ce mémoire porte sur l’élaboration et la caractérisation d’un matériau composite chitosane/phosphate de calcium destiné à une 
utilisation dans le domaine de la substitution osseuse. Le procédé d’atomisation-séchage a été choisi pour élaborer ce 
composite sous forme d’une poudre susceptible d’être transformée en revêtement ou objet 3D. 
Une étude préliminaire a permis d’appréhender les mécanismes de synthèse du phosphate de calcium, la phase minérale, par 
atomisation-séchage. Une suspension de particules d’hydroxyapatite stœchiométrique ou d’apatite biomimétique dispersées 
dans une solution acide mène systématiquement à l’apparition d’une phase amorphe. La proportion de cette phase amorphe 
dans la poudre atomisée-séchée est dépendante de la taille et de la cristallinité du matériau d’origine. L’atomisation séchage 
d’une solution acide contenant les ions précurseurs de calcium et phosphate mène à la formation d’une phase principalement 
amorphe. Cette poudre a pu être décrite à différentes échelles : à une échelle de l’ordre du nanomètre apparaissent des 
clusters, à une échelle de l’ordre de la centaine de nanomètres des agrégats sphériques de clusters organisés en chapelet 
tortueux et imbriqués sont identifiés et enfin à une échelle micrométrique des agglomérats de nanoparticules ont été mises en 
évidence. Le phosphate de calcium ainsi synthétisé possède un rapport molaire Ca/P proche de 1.3. Au-delà de ce rapport dans 
la solution à atomiser, de l’acétate de calcium (utilisé ici comme précurseur) recristallise dans la poudre. Pour élaborer la poudre 
composite, le polymère a été solubilisé et ajouté d’abord dans une suspension acide d’hydroxyapatite avant atomisation. Cette 
première stratégie mène à la formation d’un composite qui présente de fortes inhomogénéités de répartition des phases 
organiques et minérales. Pour limiter ce problème lié à la distribution de tailles de grains de la phase minérale, une seconde 
stratégie a été développée. Une solution de polymère contenant des précurseurs de phosphate de calcium a été préparée pour 
favoriser l’association à l’échelle nanométrique des deux phases. Après atomisation-séchage, un matériau composite présentant 
une très bonne dispersion de la phase minérale dans la matrice organique est synthétisé. La structuration de la phase minérale 
est modifiée par la présence du polymère. Cette modification se traduit par une diminution de la fraction volumique des clusters 
et, à l’échelle supérieure, la phase minérale n’est plus présente sous forme de chapelet mais en particules sphériques isolées. 
Par ailleurs, une interaction chimique est envisagée en raison des liaisons de type hydrogène, ioniques ou de coordinations 
possibles entre les deux phases. La présence du polymère inhibe également la formation de l’acétate de calcium cristallin en 
favorisant la formation d’un sel d’acétate de chitosane. Deux techniques de mises en forme ont été étudiées (MAPLE, pour 
l’élaboration de revêtements minces et l’impression 3D de pâte pour l’obtention d’objet massif) et ont permis de mettre en 
avant le potentiel de transformation de la poudre préparée par atomisation séchage. Les études biologiques faites sur le 
revêtement ont de plus permis de démontrer les propriétés antibactériennes du matériau utilisé. 

Abstract 

This thesis deals with the development and characterization of a chitosan/calcium phosphate composite material for use in the 
field of bone substitution. The spray-drying method was chosen to develop this composite in the form of a powder that could be 
transformed into a coating or 3D object. 

A preliminary study made it possible to understand the mechanisms of synthesis of calcium phosphate, the mineral phase, by 
spray-drying. A suspension of stoichiometric hydroxyapatite particles or biomimetic apatite dispersed in an acidic solution 
systematically leads to the appearance of an amorphous phase. The proportion of this amorphous phase in the spray-dried 
powder is dependent on the size and crystallinity of the original material. The spray drying of an acidic solution containing the 
precursor ions of calcium and phosphate leads to the formation of a mainly amorphous phase. This powder could be described 
at different scales: on a scale of about one nanometer appear clusters, on a scale of about one hundred nanometers spherical 
aggregates of clusters organized into tortuous and nested chaplets are identified and finally on a micrometric scale, 
agglomerates of nanoparticles were highlighted. The calcium phosphate thus synthesized has a molar ratio Ca/P close to 1.3. 
Beyond this ratio in the solution to be atomized, calcium acetate (used here as a precursor) recrystallizes in the powder. To 
develop the composite powder, the polymer was solubilized and added first into an acid suspension of hydroxyapatite before 
atomization. This first strategy leads to the formation of a composite that has strong in homogeneities in the distribution of 
organic and inorganic phases. To limit this problem related to the grain size distribution of the mineral phase, a second strategy 
has been developed. A polymer solution containing calcium phosphate precursors has been prepared to promote nanoscale 
association of the two phases. After spray-drying, a composite material having a very good dispersion of the mineral phase in 
the organic matrix is synthesized. The structuring of the mineral phase is modified by the presence of the polymer. This 
modification results in a reduction of the volume fraction of the clusters and, on the larger scale, the mineral phase is no longer 
present in the form of a string but in isolated spherical particles. Moreover, a chemical interaction is envisaged because of the 
hydrogen, ionic or possible coordination bonds between the two phases. The presence of the polymer also inhibits the 
formation of crystalline calcium acetate by promoting the formation of a salt of chitosan acetate. Two shaping techniques were 
studied (MAPLE, for the elaboration of thin coatings and the 3D printing of dough for obtaining massive objects) and made it 
possible to highlight the transformation potential of the prepared powder by spray drying. The biological studies made on the 
coating have also demonstrated the antibacterial properties of the material used. 

 


