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Introduction 

Le vieillissement de la population enregistré ces dernières décennies a fait apparaitre des 

pathologies liées à l'âge ainsi que des problématiques de dépendance et d'autonomie 
lorsqu'apparait une limitation fonctionnelle physique avec incapacité d'assurer les 
activités de la vie quotidienne. C'est en vue d'améliorer la qualité de vie des patients et 
de leur permettre de recouvrer une activité physique normale que les biomatériaux utilisés 
comme substituts osseux ont vu le jour puis se sont largement développés. En France, 
en 2011, 42778 substituts osseux ont été facturés et 60% d'entre eux étaient des substituts 

osseux synthétiques, majoritairement à base de céramiques peu réactives telle que 
l'Hydroxyapatite (HA). Il est cependant difficile d'obtenir un substitut idéal, à la fois 
poreux, chimiquement similaire à l'os, ayant des propriétés mécaniques en compression 
adaptées ... Des recherches prometteuses sont aujourd'hui réalisées afin de proposer des 
substituts plus proches du minéral osseux, dotés d'une phase phosphocalcique 

biomimétique permettant ainsi une ostéointégration plus rapide. Cette phase, bien que 

proche des phases phosphocalciques couramment utilisées (HA, TCP ... ) est en réalité une 
apatite mal cristallisée, carbonatée et très réactive. Elle ne permet cependant pas encore 
à échelle industrielle, d'être mise en forme comme substitut massif ayant des propriétés 
mécaniques et une porosité similaire à l'os. 
Une autre stratégie favorisant la biointégration vise à déposer à la surface de dispositifs 
existants un revêtement biomimétique capable de modifier les caractéristiques physico-
chimiques et le comportement biologique de celui-ci. Des techniques par voie humide 
permettent alors des dépôts réactifs d'apatites biomimétiques ou des phases 

phosphocalciques hydrolysables en apatite telles que la brushite (DCPD) ou les 
phosphates octocalciques ( OCP). 
De nombreux travaux ont été réalisés dans ce sens. Certains, inspirés des travaux réalisés 

par Kokubo ont permis de revêtir des substrats d'une couche apatitique très réactive à 
partir de solutions métastables 1 . Le C02 peut alors être utilisé à la fois pour modifier le 
pH des solutions métastables et éloigner ainsi le système réactionnel de sa zone 
d'instabilité et modifier la composition des phases précipitées. 
Ce procédé présente l'avantage de permettre le traitement de surfaces de formes 
complexes mais souffre des difficultés liées à son utilisation à l'échelle industrielle. 
D'autres travaux réalisés au CIRIMAT dans le cadre de la thèse d'Hélène Autefage 2 
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amorcées dans de l'eau et en utilisant le C 0 2 comme agent modificateur de pH. Cc travail 
consistera donc à observer les possibilités de modification puis d'étudier les paramètres 
du procédé influents sur ces dernières. 
Enfin la dernière partie permettra d'évaluer l'impact. d'ajout d'espèces ioniques au sein 
du milieu réactionnel lors du procédé C02 haute pression précédemment développé. 
L'objectif sera de mettre en évidence l'éventuelle inclusion d'espèces a.et.ives durant le 
procédé de modification surfacique. Différentes espèces ont été choisies dans ce travail 
ûnc, argent, cuivre et strontium pour leurs propriétés énoncées plus haut. Leur 
introduction lors du procédé même de modification de surface pourrait permettre, en une 
seule étape, à la fois un remaniement de surface mais aussi l'intégration d'espèces 
bioactives attribuant de nouvelles propriétés au matériau : réactivité de surface; anti-
inflammatoire, antibactérien, stimulant de la régénfration osseuse ... 
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en conditions physiologiques -'Hl et son hydratation permet de diminuer l'énergie de surface 
des nanocristaux et alimente de plus la croissance du cœur apatitique. 

 - -  ·  ' ' .  ' .  ' .  , , .

Ca2
+ : Ca2+ 

·. · 

Po/- : ) :9{- : · échanges . .

HPO/· /: dl\ ioniques 

col- ::Nil< :: 
Domaine Domaine hydraté Fluides 
apatitique (environnemen1s environnantss 

non apatitiques) 

Fignrn :1 : Schéma représfmt.ant une apatit.e hiomimét.ique avec le domaine apatiticp1e à gauche, la couche labile 
l'alirnenla.nt et. les échanges ioniques l'acilités avec le fluide l'entouranL. 2n 

Au sem de cette couche, les ions de surface non-apatitiques sont particulièrement 
<, labiles », c'est-à-dire aisément mobilisables dans des réactions chimiques de surface. 
Des échanges ioniques avec d'autres espèces en solution sont ainsi facilités et 
essentiellement réversibles. Les ions CO.l peuvent ainsi remplacer des ions HPOi de 
surface, les tdg2 1 peuvent remplacer les ions Ca2 1 ... 27·31 . De nombreuses espèces ioniques 
(Na 1, Cl·, Mg2 1, Cu2 1, I3a2 , Zn2 1 ... ) présentes dans le plasma sanguin peuvent ainsi 
intégrer la couche hydratée 32,:3:i, voire à terme s'incorporer dans le cœur apatitique sous 
forme de substitution de cœur. Ces échanges/substitutions peuvent se faire aussi bien 
avec des ions biologiquement actifs (tel que Sr2+ , anti-ostéoporotique ou Cu2+ 

antibactérien) qu'avec des ions toxiques (td que Pb2+ ). Les cristaux apatitiques 
permettent de plus, de par cette réactivité, de participer à l'homéostasie des liquides 
physiologiques environnants avec, entre autre, un rôle de régulateur de pH en cas 
d'acidose via la libération de carbonates et d'orthophosphates. 

L'incorporation d'ions dans la structure apatitique peut mener, en fonction des 
caractéristiques relatives des ions en question, à des modifications potentiellement 
analysables. Par exemple, les données de DRX peuvent se trouver impactées par une 
substitution au cceur des cristaux : il existe des modèles de prédiction de ces phénomènes 
( équilibre électrique, création de lacune ... ) :i2,:ii,:i,, . De plus, les échanges ioniques de surface 
peuvent parfois (ex : CO:l/HPCJ?) modifier les données spectroscopiques (FTIR, 
Raman, RtvIN ... ). 

La substitution la plus importante en masse est celle des ions carbonates (8% massique 
de l'os humain en moyenne, bien que cette valeur évolue, notamment avec l'âge). De 
plus, les ions carbonates ont un rôle crucial dans la formation d'une couche en surface 
des cristaux d'apatites : ces ions sont en effet connus pour être des inhibiteurs de 
croissance cristalline pour l'apatite (au même titre que d'autres composés tels que les 
ions pyrophosphates; magnésium ... ). En ralentissant l'évolution de l'apatite vers une 
phase très cristallisée; ils permettent le maintien de la phase non apatitique. Cette 
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de la taille des germes ayant évolué en cristaux, les vésicules matricielles se dégradent. 
C'est de cette manière que les cristaux seraient expulsés au sein du fluide extra.cellulaire 
et viendraient se déposer sur la matrice extra.cellulaire 21 

Suite à la dôcouverte d'apatitc au sein même des fibrilles de collagône, la deuxiômc 
théorie, celle de nucléation hétérogène, a été développée. Ici, il y aurait création cl 'une 
nouvelle phase de phosphate de calcium à partir de la solution métastable qu'est le 
plasma sanguin. Initialement ce seraient des résidus peptidiques au sein des fibrilles de 
collagène qui permet.traient d'amorcer la nudéat.ion n.H . C'est ce type de mécanisme qui 
a pu inspirer par la suite les techniques de synthèse des apatites biomimét.iques :,o 
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1.2 Les substituts osseux 

Pour rappel, les os ont plusieurs rôles primordiaux. Cependant, au cours d'une vie, on 
peut subir des pertes osseuses pour différentes raisons : traumatiques, tumorales ou 
dégénératives 45 

Des biomatériaux, dont il convient de donner la définition, sont alors utilisés. D'après la 
Société Européenne des Biomatériaux, un biomatériau est un << matériau conçu pour 
interagir avec les systèmes biologiques, qu'il participe à la constitution d'un dispositif à 
visée diagnostique ou à celle d'un substitut de tissu ou d'organe ou encore à celle d'un 
dispositif de suppléance ( ou d'assistance) fonctionnelle » (1986 et 1991, Conférence de 
Chester (Royaume-Uni)). Ce serait donc un matériau, utilisé pour remplacer une partie 
ou une fonction du corps de manière sûre et fiable, acceptable du point de vue économique 
et physiologique 46 et ce, de manière pérenne. 

Le marché des substituts osseux, toutes stratégies confondues, représente plus de 2 
millions d'implantations par an dans le monde 45 et est en constante progression. Ils sont 
utilisés dans de nombreuses chirurgies : orthopédique, dentaire, neurologique, 
esthétique ... 

Même si le dénommé « gold standard » est longtemps resté l'os naturel, humain (auto 
ou allogreffe) ou animal (xenogreffe), il présente malgré tout plusieurs inconvénients. En 
premier lieu, la gestion des banques d'os pour les allo et xenogreffes ainsi que leur 
traitement demandent un suivi très strict. De plus, les autogreffes, les greffes provenant 
du patient lui-même, multiplient les sites d'opérations et potentiellement d'infections, 
c'est pourquoi les substituts synthétiques sont apparus comme une alternative 
particulièrement intéressante à développer. 

Il faut cependant noter que les substituts osseux et leur cahier des charges ont évolué 
dans le temps. Alors que dans les années 1960 les substituts de première génération 
( métaux, polymères ou céramiques inertes) visent la restauration et la réparation, les 
substituts de seconde génération ( céramiques bioactives : matériaux apatitiques, bio-
verre) apportent la notion de bioactivité par libération d'ions calcium et phosphates. Les 
substituts de troisième génération (substituts fonctionnalisés ... ) utilisés quant à eux dès 
les années 1990 confèrent une propriété supplémentaire : la volonté d'induire la 
régénération de l'os et quelquefois de réduire les risques liés à la chirurgie (inflammations, 
infections). 
De manière générale, les substituts osseux doivent présenter certaines propriétés 
communes telles que la biocompatibilité, l'ostéointégration, l'ostéoconduction voire 
l'ostéoinduction mais aussi la gestion de la résorbabilité. Tous ces paramètres sont 
primordiaux et définissent la capacité des matériaux à remplacer l'os. 
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1.2.1 Caractéristiques d'un substitut osseux 

a. Biocompatibi l i té
La biocompatibilité est la capacité d'un matériau à remplir une fonction spécifique avec 
une réponse de l'hôte appropriée. Un dispositif biocompatible est composé d'un matériau 
étranger ne provoquant pas de rejet, de réaction toxique, de lésion ou d'effets nocifs. Un 
matériau biocompatible sera donc accepté par le système immunitaire 47 49 .En revanche, 
un matériau non-biocompatible entraînera une réaction inflammatoire importante. Ce 
paramètre semble donc le premier à rechercher pour développer un substitut. 

b. Bioact iv i té  / Ostéointégration
La bioactivité telle que la décrit L. Hench est la propriété d'engendrer des réponses 
biologiques spécifiques à l'interface implant/tissu, résultant de la formation de liaisons 
entre le tissu et le matériau 50 . 

De manière plus spécifique, la bioactivité dans le domaine de la régénération osseuse est 
souvent reliée à l'ostéointégration, qui représente la capacité d'un matériau à adhérer à 
la surface de l'os hôte sans production d'une couche de tissu fibreux 5 1 . 

Lors de l'implantation, de nombreux mécanismes biologiques interviennent. Dans un 
premier temps et grâce aux fluides biologiques environnants ou aux sécrétions cellulaires, 
des molécules biologiques s'adsorbent en surface du matériau implanté. Ce sont surtout 
des protéines présentes dans la Matrice Extra Cellulaire comme le collagène. Les cellules 
se lient par la suite à ces protéines via des récepteurs spécifiques. Elles vont ensuite 
communiquer, proliférer et secréter différentes protéines pour créer une interface entre le 
matériau et les tissus hôtes 52 

• C'est la force de liaison de cette interface qui va déterminer 
l'ostéointégration du matériau. Si ce dernier n'est pas accepté par le corps, il subit une 
encapsulation fibreuse 5 :i ,5 4 . Cette couche épaisse est composée d'un tissu collagénique 
anormal. Ce phénomène est favorisé par une interface à faible stabilité mécanique. 
D'autre caractéristiques entrent en jeu telles que : la chimie de surface, sa structure ou 
encore les contraintes mécaniques qui s'y appliquent. 

c. Ostéoconduction/induction
L'ostéoconduction et l'induction sont deux propriétés à distinguer 55 . 

L'ostéoconduction est la capacité qu'a un matériau implanté en site osseux à attirer le 
matériel cellulaire et vasculaire du tissu osseux adjacent nécessaire, permettant ainsi une 
meilleure intégration dans le corps. Il favorise l'invasion vasculaire et cellulaire du tissu 
hôte au matériau. 

L'ostéoinduction est la capacité d'un matériau à promouvoir la différenciation cellulaire, 
permettant la synthèse d'une nouvelle matrice osseuse. Des tests d'implantation en site 
non osseux permettent de mettre en lumière cette propriété exceptionnelle. Certains 
biomatériaux associés à des facteurs de croissance ont montré ces propriétés. Cependant 
certains auteurs affirment que cette propriété peut être contrôlée grâce à la maîtrise de 
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la qualité osseuse n'est pas forcément suffisamment bonne pour permettre son utilisation 
(cas des patients atteints d'ostéoporose par exemple). 
Face à ces limitations, l'utilisation d'allogreffes et de xénogreffes a été développée. Les 
allogreffes consistent en l'utilisation d'os d'un donneur différent du receveur mais faisant 
partie de la même espèce (banque d'os) alors que les xénogreffes utilisent des substituts 
osseux provenant d'espèces différentes telles que les os d'origine bovine ou le corail. 
Cela peut cependant entraîner des problèmes de réactions immunitaires voire de rejets. 
Le fait que ces greffons puissent être porteurs d'agents viraux tels que le VIH demande 
également une vigilance toute particulière et une gestion conséquente via des banques de 
données très contrôlées ainsi qu'un traitement complexe de ces matériaux qui sera détaillé 
par la suite. Enfin, selon la préparation des greffons, les résultats semblent inégaux et les 
propriétés ( ostéoinductrices, mécaniques ... ) pas forcément conservées 6 0,6 1 . 

Au regard des défauts évoqués concernant ces deux types de substituts, la recherche s'est 
naturellement orientée vers des substituts de synthèse. 

1.2.3 Substituts synthétiques 

Parmi les substituts synthétiques développés, nous pouvons citer dans un premier temps 
les biomatériaux à base de polymères et de métaux. Ces deux types de matériaux sont 
tous deux utilisés dans le domaine de la réparation osseuse mais leurs propriétés 
mécaniques très différentes font qu'ils sont utilisés pour des applications spécifiques 
différentes ( sites porteurs ou non ... ). 
Les polymères peuvent être d'origine naturelle, comme le collagène, ou issus de la 
pétrochimie. Ils offrent alors des possibilités bien différentes de par leur nature. Les 
polymères biosourcés ( alginate, chitosan, collagène) peuvent correspondre, de par leurs 
propriétés, à la partie organique de l'os. Ils sont donc intéressants dans ce domaine. Ils 
présentent cependant quelques limitations, notamment en termes de coûts et de facilité 
d'accès ... 
Les polymères synthétiques (PLA, PGA, PCL ... ) ont eux aussi leur intérêt, présentant 
par exemple des propriétés de résorption modulables en fonction de la masse moléculaire. 
Les possibilités de mise en forme très variées en font des matériaux très versatiles, 
cependant la plupart ne sont pas considérés comme bioactifs. De plus, leur mise en forme 
implique souvent l'utilisation de solvants toxiques pouvant rester à l'état de traces dans 
le produit final. Certains encore, lors de leur dégradation in vivo, entraînent des 
changements de pH importants pouvant donner lieu à des inflammations conséquentes. 
Leur utilisation se fait donc souvent sous forme de composite où ils sont alliés avec 
d'autres matériaux. 
Les métaux sont également largement utilisés dans le domaine des substituts osseux et 
particulièrement en orthopédie. En effet, leurs propriétés mécaniques en font d'excellents 
candidats pour la réparation de sites sous fortes contraintes mécaniques ou d'articulation. 
Cependant ils ne sont en aucun cas résorbables. En fonction de leur utilisation, ils sont 
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Il est important cl 'évoquer les difficultés de caractérisation de cette phase apatitique 
faiblement cristallisée 1 surtout en cas de mélanges de phosphates de calcium et en 
particulier en présence cl 'autres phases hydratées comme l'OCP. Cette apatit.e étant mal 
cristallisée; il est difficile de l'observer en DRX notamment. On peut cependant noter la 
présence de la couche ionique hydratée sur les spectres FTIR par la détection de bandes 
spécifiques. Les décompositions de la zone 650-500 cm-' permettent ainsi de mettre en 
valeur la présence de deux bandes, à 530-534 et 617 crn- 1 , respectivement témoin d'ions 
H P O ?  et P O ?  non apatitiques !IB ( donc non observées sur le spectre de l'hydroxyapatite 
stccchiométrique). Ces groupes ioniques font partie de la couche hydratôc présente sur cc 
type d'apatite. 

Il est possible cl 'aller plus loin dans le domaine de la régénération osseuse en allant vers 
l'ajout de composés - ioniques ou moléculaires - et ayant des propriétés spécifiques aux 
matériaux décrits ci-dessus. Ainsi, le domaine de la fonctionnalisation des matériaux est 
un domaine de recherche en expansion, permettant de moduler encore plus avant les 
potentialités des substituts en fonction des applications médicales visées. 
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1.3 Fonctionnalisation des biomatériaux 

La fonctionnalisation des substituts répond à une évolution de ces derniers. En effet, pour 
aller plus loin et leur conférer de nouvelles propriétés telles que des propriétés capables 
de réduire les risques liés à l'intervention chirurgicale (inflammations, infections ... ) ou 
pour libérer localement des ions bioactifs capables d'impacter l'activité cellulaire ( ex : 
stimuler les ostéoblastes), de nombreuses stratégies ont été mises en place. 

1.3.1 Les problèmes post chirurgicaux 

L'un des premiers risques lors d'une chirurgie est le risque infectieux. 
Lors par exemple des chirurgies de l'appareil ostéo articulaire, des risques d'infections 
dites << nosocomiales » existent. Les infections nosocomiales désignent des infections 
contractées dans une institution de santé (INSV 2009). Les sources peuvent être à la fois 
endogènes ou exogènes et certains facteurs accentuent les risques (l'âge, les traitements, 
la pathologie ... ). 
La prévention d'infections sur les sites d'implantation osseuse semble donc primordiale. 
Différentes stratégies antibactériennes sont ainsi développées, certaines passives en 
empêchant les pathogènes d'adhérer à la surface 99, d'autres actives avec l'intégration 
d'agents anti bactériens. 

Il est important de souligner que la nature du matériau utilisé joue un rôle de même que 
son état de surface 100 

Un second problème pouvant nécessiter un traitement en cas de chirurgie de l'os est 
l'inflammation. Celle-ci, lorsqu'elle est peu importante, peut être considérée comme un 
processus bénéfique. Le phénomène peut être défini comme suit : lors d'une lésion, le 
corps doit réagir vite. Il forme alors un caillot puis augmente le volume sanguin aux 
alentours afin d'y amener différents types de cellules à la fois de défenses immunitaires 
mais aussi de cicatrisations. Cela forme un gonflement, appelé hématome, qui se résorbe 
avec le temps. Si dans les tissus mous ce phénomène est bénéfique, lorsqu'il s'agit de l'os, 
l'hématome peut rester beaucoup plus longtemps et être de taille très importante. 
Douloureux, ce phénomène pourrait être diminué tout en gardant son intérêt biologique 
101 

Lors de l'implantation d'un substitut phosphocalcique, une légère inflammation diminue 
le pH local en engendrant une dissolution superficielle de l'implant avec une libération 
locale d'ions qui seront utilisés par les ostéoblastes pour former la néo-matrice osseuse. 
Cette inflammation et les cellules l'accompagnant pourraient également jouer un rôle 
important dans la vascularisation de l'implant 102 . 
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traitement contre les effets de l'ostéoporose. Il améliorerait également la synthèse du 
collagène dans l'os 167·168 

C ne quantité trop importante peut à l'inverse diminuer la densité osseuse et. inhiber 
l;absorption du calcium. 

Dans les apatites, le strontium se substitue de manière préférentielle au calcium de type 
II iw . Le strontium venant également modifier la structure cristalline, son intégration 
est notamment visible lorn d'ana.lyses aux rayons X. Des modifications sur les bandes des 
groupements hydroxyles sont également nettement visibles en IR 170 • Bien que cela 
dépende du taux d'intégration du strontium, cc dernier semble avoir une influence sur la 
vitesse de cristallisation de l'OCP mais également et. de manière plus marquée sur celle 
de l'HA. Il allongerait aussi la durée de maturation de l'OCP vers l'apatitc 171 

Concernant les PCA, lors d'immersions en solution riche en strontium, il a été montré 
que le strontium peut intégrer la phase cristalline en faible quantité mais reste 
principalement dans la couche hydratée, en proportion variable selon la maturation du 
cristal. Quoique de diamètre atomique plus important que certains composés comme le 
magnésium, il :-.;:intègre bien mieux à la structure apatitique. Il est alorn révernible en cas 
d'échange ionique inverse avec du calcium i n  . 

Comme l'intégration de cet ion métallique -comme d'autres- déforme la maille de 
l'apatite, il augmenterait également la solubilité du matériau en phase aqueuse m 
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1.4 Procédés de mises en forme des phosphates de 
calcium 

Les phosphates de calcium sont largement utilisés dans le domaine de la régénération 
osseuse, notamment pour leur facilité de mise en forme. Ainsi sont-ils utilisés sous formes 
de ciments, de revêtements, ou encore comme dispositifs ( << scaffolds ») denses ou poreux 
48 ,1 8 :n 8 4 . Ces différents produits ont chacun des spécificités et donc des applications 
différentes. 
Les substituts sur lesquels nous nous focaliserons dans cette étude sont des substituts 
solides poreux. Ce type de produits possède les propriétés des phosphates de calcium 
frittés : ils permettent de maintenir des propriétés mécaniques en compression et de 
remplir des défauts importants, mais permettent également une invasion cellulaire de par 
une porosité contrôlée adaptée à la réhabilitation osseuse. Différents paramètres ont été 
déterminés comme primordiaux pour ce genre de substituts denses poreux. 

Un des facteurs essentiels conditionnant les propriétés de ces substituts est leur 
architecture 1 57 et leur porosité. En effet, la maîtrise de cette dernière autorise la migration 
et la prolifération des ostéoblastes ainsi que des cellules mésenchymateuses et favorise la 
vascularisation des implants 1 8 5 • Cet envahissement cellulaire est l'une des clefs de voûte 
qui conduit à l'ostéointégration des biomatériaux osseux. Néanmoins, le volume poreux 
et/ou le diamètre des pores optimum qui permettraient une réponse biologique de 
l'organisme la plus favorable possible ne peuvent pas être définis a priori avec précision. 
En effet, la diversité des tissus osseux vivants ( de densités variables) et la variété des 
matériaux de substitution ( de solubilité et résorbabilité variables) ne permettent pas de 
déterminer des paramètres structuraux généraux utilisables à l'ensemble des matériaux 
de comblement osseux. Ceux-ci devraient, idéalement, pouvoir être adaptés au site 
d'implantation en tenant compte des caractéristiques physico-chimiques et mécaniques 
du tissu hôte. 
En revanche, de nombreux travaux portant sur l'importance des paramètres structuraux 
des biomatériaux ont permis de mettre en évidence quelques règles dimensionnelles à 
respecter. Ainsi, Hulbert et al. 1 86 ont montré que les pores doivent présenter un diamètre 
supérieur à 100 µm pour permettre d'accueillir les cellules osseuses mais de nombreuses 
études ont exposé qu'un diamètre de pores supérieur à 300µm permettait d'améliorer 
l'ostéogénèse. De plus, cette porosité doit idéalement être interconnectée 1 8 7,1 8 8 . La 
présence de micropores ( de diamètre inférieur à 10 µm) et de nanopores joue par ailleurs 
un rôle important dans l'efficacité de reconstruction de ces matériaux, notamment sur 
leurs propriétés ostéoconductrices et/ou ostéoinductrices 1 89- 1 91 . De par leur taille, ces 
pores ne peuvent pas accueillir de cellules mais peuvent servir à leur ancrage dans 
l'implant. Webster et al. 1 92 ont découvert que les ostéoblastes adhéraient mieux sur des 
céramiques nanoporeuses, alors que les fibroblastes y adhéraient moins bien. 
Il est possible que ces pores agissent comme un réservoir de biomolécules et facteurs 
biologiques à l'origine de la formation de néo matrice osseuse l9:3 1 96 . Ils pourraient 
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Certaines méthoclc:s ntifüicnt cl.es solnt.iomi clc phosphates clc calcinm et cl'EDTA ??t . Cc 
dernier se lie an calcium, k rendant ainsi inclisponibk pour une évcntndk précipitation. 
Le milieu est. alors stable et. peut. être manipulé facilement. Cne fois chauffé, l'EDTA 
libère le calcium et. la précipitat.ioll a lieu. Les phosphates de calcium aim:i précipités 1,,ont. 
en général bien cristallisé1,,. 
D'autres techniques encore jouent. sur les diffôrences de solubilité: à haute et basse 
t.empératnres cl0s phosphat0s cl.0 cakinm. Le snbst.rat :rnr kqucl on sonhait.e former le 
revêtement. est chauffé et. plongé daim les solutions saturées maillt.ellues à des
températures faibles n.;

D0s variantes de la tcchniq1w d'immersion dans le SDF existent. également, notamment 
ks  immersions successives clans cl0s bains cl.0 SDF différents. Le premier bain permet la 
précipitation de phospha.les de calcium amorphes. Le second, dans une solution sur-
concentrée, permet la cristallisation d·aut.res phases qui Hudéellt. sur les CaP 
précédemment. formés, ces <leniiers agissant connue de1,, nudei 11u 1·5 1"6 • Afü1 d'obt.ellir de1,, 
rcvê'terncnts d'{:paisseur consôqucnte et une prôcipit.ation rapide, il faut augmenter au 
maximnm la. qnantité de Ca et P présents dans k milien réactionnd mais des limites 
apparaissent. alors à cause de la solubilité de ces derniers dans la. solution. Tl faut. de ce 
fait modifier le pH des solutions employées pour augmenter la solubilité des CaP et. par 
conséquent la concentration maximale qu'il est possible d'atteindre. 

C n0 cl0s techniques envisagées pom modifier k pH de la. solution environna.nt.e est 
l'utilisation d'un bullage de CO" pour acidifier le milieu c1queux initialement. saturé el 
éviter la précipit.a.tion immédiate de phospha.t.e1,, <le calcium. Lorsque le lmllage est. 1,,t.oppé, 
la solution libère le C02 dissous ell excès et. le pH augmente progressivement jusqu  à la 
neutrnlit.ô, cc qui provoque la prôcipitation. Cependant, d'apr<:s les trnvamc prôlirninaires 
de Antefagc et al ?, cette tcchniq1w ne scmhle pas adaptée aux clispositifs poreux 
HA/TCP (biphasiques) à la slruct.ure complexe, présentés dans cet.le élude. 
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Bien que relativement nouvelle, l'utilisation de C02 dans le domaine des biomatériaux, 
et plus particulièrement son utilisation comme agent acidifiant réversible ) est 
particulièrement pertinente pour plusieurs raisons que nous allons détailler par la suite. 
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1.5 Le C02 supercritique 

Le C02 est largement présent sur terre. De manière générale dans le domaine des 
procédés, lorsqu'il est utilisé comme solvant ou réactif, il est considéré comme non 
toxique, non inflammable et non corrosif. Etant disponible en grande quantité, il est peu 
onéreux en comparaison des nombreux solvants organiques liquides pouvant être utilisés. 
De manière générale, le C02 supercritique est reconnu comme solvant GRAS (Generally 
Recognized As Safe). On peut également souligner la facilité d'élimination de ce composé 
après utilisation par simple changement d'état (retour aux conditions atmosphériques). 

Le C02 peut se trouver et être utilisé sous différentes formes : liquide, solide, gaz mais 
aussi supercritique (Figure 8). Dans ce domaine, situé au-delà de sa température et de 
sa pression critique (31 ° C et 74 bar, Figure 7), il a des propriétés particulières et a été 
largement étudié dans de nombreux domaines, notamment en tant que solvant 
d'extraction, jusqu'à l'échelle industrielle. 

p 

Solid 

Gas 

Supercritical 
region 

' Critical point 

T 

Figure 8 Diagramme de phase, le point critique du C02 est 304,25 K et 72,9 atmm 

Sous cette forme, le C02 a des propriétés intermédiaires entre celles du liquide et du gaz. 
En effet, il possède une masse volumique proche de celle du liquide et sa viscosité, sa 
compressibilité et son coefficient de diffusion sont plutôt de l'ordre de grandeur des gaz 
228 . Sa faible masse volumique lui permet d'avoir des propriétés de solvant alors que sa
faible viscosité lui confère une certaine diffusivité. Le C02 fait partie des gaz les plus 
utilisés en condition supercritique de par sa température critique très basse (31 ° C), en 
comparaison d'autres composés d'intérêt, notamment l'eau (374 ° C). Cela permet 
d'atteindre cet état avec un apport d'énergie raisonnable mais également de pouvoir 
utiliser cette technologie sur des matériaux thermosensibles particulièrement dans les 
domaines pharmaceutique, cosmétique ou alimentaire et de privilégier des procédés à 
basse température. 
Il existe de nombreuses revues ou ouvrages présentant un état de l'art des applications 
de ce composé, que ce soit à l'échelle des laboratoires ou même industrielle. 
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En lien avec ce travail, nous détaillerons plus spécifiquement par la suite les applications 
liées au domaine des biomatériaux, ainsi que la mise en œuvre de C 0 2 en tant qu'agent 
de carbonatation de phases minérales. 

1.5.1 Le C02 et les biomatériaux 

De par les différents avantages évoqués précédemment, le C 0 2 a été utilisé dans de 
nombreux procédés, allant des applications visant le traitement chimique à la mise en 
forme dans le domaine de la régénération tissulaire. 
Le C 0 2 supercritique est par exemple employé dans le domaine agro-alimentaire. Il sert 
ainsi à l'extraction de la caféine, d'huiles essentielles ou d'hydrolats 229 . La stérilisation 
de certains produits peut, dans ce cadre, être faite avec ce processus également. 
Cette technologie, très versatile, peut aussi être évoquée dans l'extraction 23o,m 

notamment lipidique 232 , dans différents types de synthèses, 233,234 parfois en tant que
catalyseur 2:i 5 ou encore dans le domaine des bioraffineries 236,2:i7 . 
Dans le domaine biomédical, en plus de sa destination à des fins de stérilisation 238 , 
différents usages du C 0 2 haute pression ou supercritique ont été développés, l'utilisation 
principale dans ce domaine restant la purification et surtout la mise en forme des 
biopolymères 229,239,240 .
En plus de la mise en forme de polymères poreux, on peut citer l'electrospinning sous 
C 0 2 supercritique permettant de produire des fibres poreuses. D'autres techniques visent 
à l'obtention de particules de biopolymères (lécithine, caséine ... ) à la forme et à la taille 
ajustables, chargées d'éléments actifs tels que des lysozymes, de l'insuline 227 ... D'autres 
techniques encore ont été envisagées grâce au C 0 2 pour imprégner des dispositifs 
médicaux polymériques en agents actifs 241 . On peut évoquer les travaux de Masmoudi
et al 241,242 dont l'objectif est d'imprégner des lentilles de contact en PMMA avec une
drogue antibiotique. 

Nous orienterons ici l'analyse bibliographique sur le domaine spécifique des substituts 
concernant la régénération osseuse puis la capacité de carbonatation du C 0 2. Dans ce 
cadre, le C 0 2 a alors été utilisé à la fois pour traiter des substituts d'origine naturelle 
mais aussi comme facteur de mise en forme pour des dispositifs poreux ou encore des 
synthèses de nanoparticules. 

1.5.2 Délipidation osseuse 

Une étude sur la délipidation osseuse a été menée dans les années 1990. Elle a donné lieu 
à un brevet actuellement exploité par la société Biobank via le procédé Supercrit® (Figure 
9). Les matériaux de 2nd8 génération ne sont alors que peu développés et les allo- et 
xénogreffes sont encore un enjeu majeur. Dans le but de trouver une solution aux 
difficultés de traitement des allo- et xénogreffes, le C 0 2 est utilisé sous forme 
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supercritique afin de retirer toute trace de lipides des os. En effet, après prélèvement des 
os humains ou d'origine animale, il est nécessaire de les traiter avant implantation afin 
d'enlever les facteurs immunitaires pouvant provoquer un rejet mais aussi tout risque 
d'infection. 

Figure 9 Tête fémorale avant, pendant et après le procédé de nettoyage supercritique SupercritcnJ de 
l'entreprise Biobank 

De plus, une bonne mouillabilité des substituts étant souhaitable pour l'invasion 
cellulaire ainsi que l'accès aux microporosités, il est d'intérêt d'enlever la phase lipidique. 
De fait, cette étape est automatiquement réalisée suivie de la déprotéinisation mais à 
l'aide de solvants chimiques, potentiellement adsorbés en surface et nocifs. C'est pour 
cette raison que l'utilisation du CO2 supercritique, excellent solvant des molécules non 
polaires comme les lipides, a été développée dans ce cadre 243,244 .

1.5.3 Synthèse de dispositifs poreux 

Ainsi que vu précédemment, les dispositifs poreux sont excellents pour la régénération 
osseuse. Différentes techniques impliquant plusieurs matériaux ont été mises au point. 
Parmi elles, certaines mettent en jeu le CO2 supercritique : l'inversion de phase, le 
moussage, l'imprégnation ... Ces deux dernières techniques proposent la mise en forme de 
polymères. La plupart des procédés visant à mettre en forme ces matériaux utilisent des 
solvants organiques potentiellement dangereux. De la même manière que pour la 
délipidation, l'usage de CO2 permet ici d'éviter leur usage. 
Le moussage 245 consiste à utiliser le CO2 comme agent porogène. Les polymères utilisés 
sont souvent amorphes et ont de bonnes affinités avec le CO2. Une fois placé dans une 
enceinte fermée, le CO2 est injecté et atteint des pressions pouvant aller jusqu'à 250bar. 
En se solubilisant dans le polymère, le CO2 modifie la température de transition vitreuse 
de ce dernier. La mise sous pression mais aussi la vitesse de décompression ainsi que la 
température sont des paramètres influant sur la mise en forme des polymères et 
l'architecture des pores obtenus. Ainsi, en ajustant les paramètres de pression et de 
température, il est directement possible d'obtenir l'architecture désirée. De nombreux 
polymères ont été mis en forme de cette manière (Cellulose, PLA, PLGA, PCL ... ) afin de 
développer un matériau poreux pour la régénération tissulaire en général 246,247 . Des
composites polymères/céramiques ont également été mis en forme de cette façon, alliant 
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𝑀𝑂 + 𝐶𝑂2 ↔  𝑀𝐶𝑂3



CO2 + H2O → H2CO3 

H2CO3 → HCO3
− + H+

HCO3
− → CO3

2− + H+







𝐶𝑎10(𝑃𝑂4)6(𝑂𝐻)2 + 𝑥𝐶𝑂2 → 𝐶𝑎10(𝑃𝑂4)6(𝑂𝐻)2−2𝑥(𝐶𝑂3)𝑥 + 𝑥𝐻2𝑂

𝐶𝑎10−𝑥𝑁𝑎𝑥(𝑃𝑂4)6−𝑥(𝐶𝑂3)𝑥 (𝑂𝐻)2 𝑜𝑢 𝑁𝑎+ + 𝐶𝑂3
2− ↔ 𝐶𝑎2+ + 𝑃𝑂4

3−



de synthèse, principalement de phosphates de calcium. Enfin 1 sa capacité à apporter ou 
synthétiser des carbonates a été soulignée. 
Ainsi, l'emploi de C O   semble prometteur pour notre étude dont les objectifs sont 
détaillés ci-dessous. 
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MEB Surface spécifique 
BETKrypton 

HA 
8,9 m2

;9

amTCP 
57,3 m2/g 

HA/amTCP 
47,6 m2/g 

Figme H Images :.\IEB et surfaces spécifiques (BET Krypton) des poudres utilisées dans ce travail. 

Les images :.\1EI3 de la poudre <tHA montrent de larges grains d'une à plusieurs centaines 
de 1un (Figure 14). L;amTCP présente des grains majoritairement plus petits de hmlre
du pm, a.vec une surface spécifique bien plus importante. 
Dans le mélange des deux phases, on retrouve des particules des deux tailles et une 
surface spécifique élevée, inforieure à celle de ParnTCP, du fait de la présence d:HA. 

HA 

amTCP 

HA/amTCP 

10 20 

" 

30 
28(0) 

40 

'v HA 

50 

Figure 15 Diffractogrnmmes des poudres brutes obtenus par DRX 

Le diffractogramme de la poudre d:HA montre bien une poudre bien cristallisée d'HA, 
confirmée pa.r la présence des pics référencés (JCPDS : 00-009-0432) (Figure 15). 
L'a.rnTCP étant un composé amorphe, aucun pic n'est visible en DR.X. Enfin dans le cas 
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Cubes Ceraform ® 
(HA/TCP,65/35) 

a. 0,66m1/g 

b. 

0.35 

0,3 

_§_ 0,25 

0.2 
., 

0.15 ., 
0.1 -  

0,05 

c. 0 

30000 3000 300 
Taille des pores (nm) 

30 3 

Figure 17 Ca.ractérisa.tion des cubes de Cernform a. Surface spécifique (Bl<:T Krypton), b. micrographies 
.rvlEJJ, c. Porogrammc (Porosimôlrc à J:Vlcrcurc). 

Les substituts étudiés présentent une surface lisse caractéristique des céramiques frittées 
(b. Figure 17). Ces derniers ont une surfa.cc spécifique faible, <1 m2/g (a. Figure 17) 
nécessita.nt l'utilisation de Krypton pour les mesures BET. 
Les porosités inférieures à 30000 nm ont été évaluées. Deux gammes de porcs se 
dégagent : l'une entre 30000-1000 nm et la seconde, plus importante, entre 1000-l0nm. 

Oubes de cérnrniqne broyés 

Afin d'étudier la faisabilité de modification des cubes avec le procédé C02 haute pression: 
des essais sur des poudres issues de ces dernières ont été réalisés. Les cubes ont été broyés 
au mortier. La poudre obtenue a une surface spécifique de 11:3 rn2/g, du même ordre de 
grandeur que celle de la poudre (i:HA. 
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s·c 

EntréeC01 

0 
24H 
so·c 

Précipité 

r ; r J , o o o ; � o �

Entrée C01 

0 

Non Dissout 

0
EntréeCOz 

4o•c 

0
Entrée C01 

4o•c 

Figure 21 : Schôma du protocole de modification des poudres à l'aide du sôchcur à C02 supercriliquc 

Poudres dopées 
Le procédé permettant d'obtenir les poudres dopées est identique à celui utilisé 
précédemment. et seul l'échantillon initial est. préparé différemment. 
Ici la poudre de céramique sera uniformément répartie au fond du bécher puis recouverte 
avec une solution aqueuse d'acdatc du métal d'intérêt que nous souhaitons utiliser 
comme dopant (acétate de zinc, acétate de Sr.. .. ). Les acétates de Zinc, Cuivre, Argent 
et Strontium ont été achetés chez Sigma Aldrich. 

Trois concentrations de métal ont été utilisées pour chaque ion métallique dopant choisi, 
dénommées : Minirnmn, Intermédiaire et Mai:irnmn (Tableau 7). 
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comme le montre la Figure 22 : Schéma du protocole de traitement des cubes 
macroporeux de céramiques Figure 22. Les cubes une fois sortis du sécheur sont conservés 
dans le liquide utilisé pour le traitement pendant une heure (1 h) (Etape 4, Figure 22). 
Ils sont ensuite séchés à l'étuve pendant 24 h à 50 ° C (Etape 5, Figure 22). 

s·c 

EntréeCOz 

0 
24H 
so·c 

CD 
EntréeC01 

s·c 

0 
lH 

Entrée C02 

4o•c 

0
Entrée C02 

4o•c 

Figure 22 : Schôrna du protocole de traitement des cubes macroporeux de côramiqucs 

Comme il sera présenté dans la partie 3, l'influence des parnmôtres du procédé sur la 
modification des cubes de céramiques a été ôtudiéc. 
Comme évoqué précédemment, le rapport liquide/solide a ôté choisi comme paramôtre à 
évaluer (0, 2, 20). Le temps de contact sous pression (4h, 100h) et le temps de repos dans 
le milieu après le procédé (0, 30min, 24H) ont également été modifiés. 
Enfin, des paramètres opératoires tels que la pression (60, 80, lO0bar), la température 
( 40, 50, 80 ° C) ou la durée de décompression (2min, 30min, 24h) ont également fait l'objet 
d'étude. Uensemble des paramètres opératoires et. leur gamme d'étude sont rassemblés 
dans le Tableau 8. 
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Tableau 8 : Détails des paramètres du procédé pour les différentes expériences réalisées sur les cubes 
céramiques 

Te1ups de Teu1ps de repo.-; Te1ups Vicie 
Pressiou Telllpérature 

L/S traite111e11t clans le lllilieu po.-;t clépressurisatiou pœt- i\lilieu 

(heur<') procéclé (!1P11re) 
(bar) (OC) 

(111i11) procé dé 

Protocole de ' 1  

référence 2 -i 1 0 4U :lo I Eau .... 
2 .J 1 80 50 30 / En11 

Te1upérature 
2 --1 l 80 0 30 / Enu 

2 --1 1 60 --10 30 / Ea11 
Pressiou 

2 4 l lOQ --10 30 / Em1 

Temps de traiteweut 2 100 1 80 --10 30 / Eau 

Sec --1 l 80 --10 30 / Enu 
fütpport L/S 

20 --1 1 80 --10 30 / E..ttl 

Te1ups de repo.-; clam; le 2 --1 0 80 --10 30 / L 1 1 1  

uiilieu po,;t procédé 2 --1 2-l 80 --10 :30 / Ea11 

Teu1ps de 2 --1 l 80 --10 2 / E 111 

d éco1u pressiou 2 --1 l 80 --10 14 0 / Eat1 

Vide 1xist procéclé 2 4 l 80 --10 30 Oni Ea11 

i\lilieu 2 --1 l 80 --10 30 / SBF 

Traitement des cubes avec dopage in-situ 

Le protocole de traitement des cubes avec dopage in situ a été réalisé selon le protocole 
de référence décrit précédemment pour les cubes sans dopage, en utilisant les mêmes 
solutions d'acétates que celles qui ont été utilisées pour le dopage des poudres (Tableau 

7). 

2.2.2 Méthodes de caractérisation 

Différentes techniques de caractérisation ont été mises en œuvre afin d'effectuer une 
caractérisation physico-chimique la plus fine possible des produits obtenus après les 
différents types de traitement. Les poudres non dopées ont été analysées par 
spectroscopies vibrationnelles (FTIR et RAMAN), DRX et MEB. Les poudres dopées 
ont été en plus analysées par EDX. 
Dans un premier temps, les cubes ont été broyés. La poudre a par la suite été traitée afin 
d'appliquer le protocole de modification des poudres et ainsi d'évaluer la possibilité de 
modification de la céramique composant les cubes. Par la suite, les blocs poreux non 
broyés ont directement été traités puis caractérisés par MEB, porosimètre à mercure et 
BET Krypton. Lorsque les analyses FTIR-ATR et DRX n'ont pas donné de résultats 
concluants, d'autres techniques ont été utilisées afin d'identifier la nouvelle phase de 
solide formée par précipitation comme la RMN du solide et les échanges ioniques. 
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) 𝑥 100%



(X) w 

Cubes 

Poudres 

Tableau 10 Résumé des différents échantillons produits et des techniques employées pour les analyser. 

Références 

Modifiés CO, 
Modifiés C02 dopés 

Ré/e.mnces 

Modifiées C02 

Modifiés C02 dopés 

MEB-FEG 

LGG 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

FTIR RAMAN 

GIRIMAT GIRIMAT 

X X 

X X 

X X 

DRX RMN Porosimétrie
Mercure 

GJR!i\IAT LCMPC Paris GIRIJ\JAT 

Destructive Destructive 

X X 

X X: 

X 

X 

X 

X 

BET Tests de Tests Tests 
Krypton libération cellulaires antibactériens 

LGG GIRIMAT UTS Australie Université Yonsei 
Corée du Sud 

Destructive Destructive Destructive 

X X X 

X X X 

X X X X 

X 
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des phases précipitées en surface. Enfin l'influence des différents paramètres du procédé 
de traitement par C02 haute pression en milieu a.queux, comme la pression, la 
température ou la vit.esse de décompression sur l'intégrité du revêtement a été évaluée. 
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3.1 Traitement des poudres 

Cette première étude a été menée sur des poudres non traitées thermiquement : Une 
poudre d'HA, de TCP amorphe (amTCP) et enfin une poudre constituée d'un mélange 
massique 65% HA et 35% amTCP ont été utilisées afin de comprendre les mécanismes 
mis en jeux lors du traitement en milieu aqueux en contact avec du CO2 haute pression 
et d'évaluer l'impact de la composition initiale de la poudre sur les phases nouvellement 
précipitées. Les conditions expérimentales de ces tests sont 80 bar, 40 ° C et 4 h de mise 
en contact. Dans cette partie, l'influence de ces paramètres n'a pas été étudiée, l'objectif 
étant de mettre en évidence les modifications de structure chimique observées sur ces 
phases. 
Le dispositif décrit dans la partie 2 ( enceinte haute pression) ne permettant pas de suivre 
in situ les paramètres principaux de l'étude, comme la concentration en ions calcium, 
phosphates, carbonates et le pH local pendant le procédé, les poudres seront caractérisées 
post-traitement par diffraction des rayons X, spectroscopies infra-rouge (FTIR) et 
RAMAN et microscopie électronique à balayage (MEB). Cela permettra d'établir des 
hypothèses concernant les mécanismes mis en jeux au cours du traitement CO2 haute 
pression. Les résultats seront présentés séparément pour chaque type de poudre. 

Une quantité (0,1 g) de poudre d'HA (surface spécifique 8,9 m2/ g) ou d'amTCP (surface 
spécifique 57,3 m2 / g) est recouverte d'eau distillée en considérant un rapport massique 
liquide sur solide égal à 100 (L / S = 100) et introduite dans la cellule du sécheur CO2 

supercritique régulée à 5° C. L'appareil est ensuite rempli de CO2 liquide, avant d'être 
chauffé à 37 ° C (Figure 26- Partie 1). Lorsque la température augmente, la pression 
augmente jusqu'à atteindre 80 bar. La dissolution du CO2 dans l'eau se produit, 
accompagnée par la formation d'acide carbonique selon les équations 3-1 à 3-3, 
conduisant à l'acidification de la solution à un pH qui, d'après les données expérimentales 
de la littérature serait de 3, 1 259 dans les conditions utilisées ici (Figure 25). 
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CO2 + H2O → H2CO3

H2CO3 +H2O → HCO3
− + H3O+

HCO3
− → CO3

2− + H3O+











Dam, le rndre de cette étude préliminaire, vü;ant à identifier la nature chimique des 
espèces présentes aux différents stades du procédé, nous 1ù1vons pas étudié l'influence de 
ces paramètres, ni celle de la pression, la température ou du rapport L/S, sur les quantités 
de poudre dissoute obtenues. 

Ainsi, lors de la phase de dissolution des poudres, différentes espèces ioniques (Ca2+ , 
HPOl-, PO/-, H+ ... ) sont libérées dans la solution. Celles-ci diffusent progressivement 
créant ainsi un gradient de concentration qui dépend de la distance considérée par 
rapport à la surface de la poudre traitée. La libération des groupements phosphates et 
hydroxyde (pour HA) entraine une augmentation locale du pH (Figure 27). Toutes leR 
espèces ioniques disponibles au cours du traitement clans le milieu aqueux proviennent 
de la céramique à l'exception des carbonates qui proviennent de la dissolution de C02. 
De plus, la protonation des groupements anioniques (phosphates et carbonates) permet 
d'assurer la neutralité électrique de l'environnement. 

Les modifications de pH à l'échelle macroscopique dans le milieu an cours du processus 
de dissolution ont été mises en évidence expérimentalement grâ.c:e à l'utilisation d'un 
indicateur coloré (Figure 28), le bleu de bromophénol, dont le virage entre le bleu, pour 
les pH plus basiques et le jaune, pour des pH plus acides, se trouve entre :3 et 4,6. Sur 
les images obtenues après 10 min sous pression de C02 (Figure 28) la majorité de la 
solution est jaune, le pH est donc proche de 3. En revanche, un gradient de couleur est 
observable, un halo bleuté s'étant formé autour de la poudre confirma.nt un pH local plus 
élevé qui peut être responsable d'une dissolution progressive de la poudre et d'une 
diffuRion deR eRpèces ioniques ainsi libérées. 
Ces observations ne peuvent pas être étayées par des simulations avec PHREEQC, car 
à cc stade nous ne pouvons tenir compte des cinétiques de dissolution et diffusion des 
espèces dans le milieu. 

Avant injection C02 

pH 

3 

Poudre 4·6 - -
Dans le sécheur 

après injection C02 

Figure 28 Tmages de la poudre HA/arnTCP immergée dans une solution eau, bleu de brornophénol 
(virage du bleu au jaune à 8-4.6) 

Lors de la décompression (retour à la pression atmosphérique), la libération du CO  
dissous entraine une augmentation progressive du pH dans l'ensemble du milieu jusqu'à 
se stabiliser une heure environ après avoir atteint la pression atmosphérique. 
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L'environnement change rapidement de couleur, moins d'une minute après le traitement, 
le pH global a dépassé 4 16 et la couleur de la solution est redevenue bleue dans son 
ensemble. Des mesures de pH obtenues à l'aide d'un pH-mètre, à la sortie du réacteur 
ont cependant permis d'observer un gradient de pH allant jusqu'à 1 unité pH entre le 
fond et la surface et évoluant en permanence. Ce dernier étant plus acide au fond qu'à 
la surface en contact avec l'air (l'interface de dégazage). 
C'est durant l'heure de séchage à 50 ° C que la poudre appelée Poudre S11.rjàce se forme à 
la surface de la solution (à l'interface solution-air) (Figure 29). Visuellement il a été 
possible d'observer que la première étape de formation du précipité consiste en la 
formation de germes particulaircs éparses qui nucléent progressivement pour entrer en 
contact et fusionner pour former des plaques en surface. Ces plaques grandissent jusqu'à 
ne former plus qu'une pellicule recouvrant la surface entière du hécher. 

Figure 29 Photo de Poudre Surface cl'HA/amTCP en formation 

Afin de déterminer l'influence de la nature chimique de la poudre de départ sur les phases 
précipitées au cours du traitement, l'expérience précédemment décrite a été réalisfo sur 
chacune des poudres (HA amTCP et HA/amTCP) et les résultats obtenus dans chaque 
cas sont présentés ci-après. 
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3.1.1 H A

Cette expérience a été menée sur une poudre d'HA commerciale n'ayant pas subi de 
traitement thermique. 
Afin de déterminer la nature des poudres obtenues après traitement : Poudre Fond et 
Poudre Surface, des analyses DRX et FTIR ont été réalisées avant et après traitement. 
Les diagrammes de diffraction des RX des poudres recueillies après traitement de la 
poudre d'HA de départ mettent en évidence des structures cristallines apatitiques très 
similaires entre la poudre de référence et la Poudre Fond (JCPDS 00-009-0432) (Figure 
30). 

V HA 
0 OCP 

J - - - ' -

10 20 40 50 

Figure 30 D R X  de poudre d'HA, référence, Poudre Fond et Poudre Surface 

En revanche le diffractogramme RX de la Poudre Surface met en évidence la présence 
de deux phases : une phase apatitique mal cristallisée caractérisée par des raies élargies 
par rapport aux raies de la référence et la présence d'OCP (JCPDS 00-026-1056). Les 
halos présents à 8° et 14 ° sur les diffractogrammes des poudres modifiées ne sont pas 
représentatifs car les analyses ont été réalisées sur une quantité très faible de poudre, 
engendrant un rapport bruit/signal important. Cette remarque est valable pour les 
expériences suivantes, réalisées avec les céramiques amTCP et HA/amTCP. 

Des analyses de spectroscopie FTIR sont venues compléter les mesures DRX (Figure 31). 
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Poudre Surface 

 8   -------  ------•!9ld 4H,4o·c,B0bar bJ 
Référence Poudre Fond 

Poudre Surface 

Référence Poudre Fond 

[i"igure ;32 T mages îvTEB des poudres de référence (a. , b) et modifiées : Poudre Fond ( c , d) et Poudre 
Surface (e ,  f ,  g) d'HA, h. dessin de a Poudre Surface 

La poudre de réforencc montre des grains d'environ 150 à 200 pm avec une surface 
d;aspect lisse. 
Les grains de Poudre Fond ont un aspect très similaire à la poudre de référence. Cela 
confirme les analyses DRX et FTIR où une phase bien cristallisée, identique à la référence 
a d é  constatée. C n aspect plus granuleux de la surface des grains à certains endroits 
pourrait laisser penser qu;unc fine couche de nanocristaux d'apatitc a pu se déposer en 
de rares endroits. Cette hypothèse est cl 'ailleurs en accord avec l'hypothèse posée 
précédemment (interprétation FTIR, Figure 31) concernant les ions carbonates qui 
seraient attribués à une phase cl'apatite mal cristallisée précipitée au cours du traitement. 
En revanche la Poudre Snrface présente de grandes plaques avec une face lisse 
correspondant à la face en contact avec l'air (f. Figure 32), et une face recouverte de 
plaquettes (g. Figure 32) correspondant à la face tournée vers le fond du bécher, la plus 
complétement immergée dans l'eau comme illustré par le schéma (h. sur la Figure :32). 
Les plaquettes recouvrant cette face sont de tailles homogènes et très intriquées. Leur 
aspect est carnet.éristique des observations réalisées sur les cristaux d'OCP290. Cela est 
cohérent avec les analyses DRX et FTIR qui mettent en évidence une présence 
import.ante de cette phase. La grande plaque en surface semble composée de plusieurs 
petit.es plaquettes ayant fusionnées. Cela correspond aux observations macroscopiques 
faites durant l'heure de maturation, identiques pour les trois expériences et illustrées sur 
le mélange HA/ amTCP (Figure 29). 
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Malgré la faible solubilité dans l'eau de HA à pH neutre (Ksp=lO m ) , sa dissolution est 
causée par la diminution du pH induite par la formation d'acide carbonique dans la phase 
aqueuse grâce à l'atmosphère de CO2 à l'état supercrit.ique. Cette dissolution partielle est 
d'ailleurs illustrée par une diminution de la masse enregistrée entre la poudre de référence 
introduite et la Pondre Fond et surtout par la formation à la surface de la solution de la 
Poudre Surface. 
La Poudre Fond est. principalement composée de l'HA initialement introduite. Cela 
signifie que malgré: la dissolution (rune partie de la poudre au cours du traitement et. la 
libération des espèces ioniques nécessaires à la formation de nouvelles phases 
phosphocalciques (Ca2 1, HPO4, PO4, OH, HC(}3 .•• ), leur concentration n'est pas suffisant.e 
pour donner lieu à la précipit.at.ion d'une quantité notable de CaP à la surface des grains 
de poudre. Une légère présence de carbonates visibles par spectroscopie FTIR. évoque 
cependant la présence d'une faible quantité d'apatite carbonatée mal cristallisée. Sa 
précipitation se fait d'après la littérature, à des pH proches du pH physiologique 97 . Sa 
formation serait donc possible grâ.ce ù. la remontée du pH lors du dégazage, pendant 
laquelle les ions carbonates se forment. par dissociation de l'acide carbonique. De plus, sa 
nuclfation pourrait être facilitée par la présence des grains d'HA qui agiraient comme 
des germes donnant lieu à une nucléation secondaire "m 

Alors que les modifications sont faibles pour la Poudre Fond, la Poudre Surface, elle, 
présente des phases très différent.es de la poudre initiale. 
La Poudre Surface nuclée à plusieurs endroits en surface de la phase aqueuse lors de la 
phase de maturation puis se développe jusqu'à recouvrir complètement la surface. Cette 
précipitation d'une nouvelle phase est vraisemblablement en partie due 1:\. l'évaporation 
locale de l'eau qui engendre une augmentation locale de la concentration des espèces 
ioniques libérôcs pendant. la dissolution de HA En considérant C la concentration du 
système, Co la concentration à saturation et. C1 la concentration de l'interface de 
croissance, l'évaporation en surface pourrait mener, en accord avec la condition C>C 1> Co 
et le degré de sursat.uration ( C 1-Co), à l'équilibre de cristallisation. Ce phénomène peut 
être qualifié de nucléation primaire hétérogène 29'. Ce type de nucléation décrit la 
nucléation via un germe issu de la solution mère sur un solide étranger. Cette dernière se 
produisant pendant l'heure de maturation, le pH n'est pas encore revenu à la neutralité, 
mais est en réalité plus proche de 5-6, d'après les mesures de pH réalisées pendant. cette 
phase. Or les analyses DR.X et IR. ont montré la présence de deux phases dans cette 
poudre : de l'OCP mais aussi du PCCA. L'OCP précipitant à des pH plus faibles, il est 
possible qu'elle soit la première phase qui nuclée en surface d'après l'une des équations 
suivantes :32 : 
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8𝐶𝑎2+ + 2𝐻𝑃𝑂4
2− + 4𝑃𝑂4

3− + 5𝐻2𝑂 → 𝐶𝑎8(𝐻𝑃𝑂4)2(𝑃𝑂4)4, 5𝐻2𝑂

8𝐶𝑎2+ + 6𝐻𝑃𝑂4
2− + 5𝐻2𝑂 → 𝐶𝑎8(𝐻𝑃𝑂4)2(𝑃𝑂4)4, 5𝐻2𝑂 + 4𝐻+



3.1.2 amTCP 

Comme précédemment décrit dans le cas de l'HA, la poudre d'amTCP a subi, dans un 
milieu aqueux (L/S=lO0), un traitement CO2 haute pression pendant 4H, à 80bar et 
40 ° C. Suite à une heure de séchage à 50 ° C la poudre en surface a été prélevée. La Poudre 
Fond et celle nouvellement crée en surface, la Poudre Surface, ont été prélevées et ensuite 
séchées. 
Comme précédemment, ces poudres modifiées ainsi que la poudre de référence ont été 
analysées par diffraction des rayons X, spectroscopie FTIR et observation au MEB. 

Les analyses DRX ont confirmé la structure amorphe du TCP utilisé comme référence 
(Figure 34). 
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Figure 33 D R X  de Poudre de TCP,  Référence et modifiées : Poudre Fond 
et Poudre Surface 

Suite au procédé CO2, la Poudre Fond est constituée d'autres phases. Il s'agit d'un 
mélange de DCPD (JCPDS 00-011-0293), d'OCP et d'apatite. 
La Poudre Surface est également composée de ces trois phases. Ici encore, l'analyse 
quantitative des mélanges ne peut pas être effectuée à partir des données de DRX ( et 
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Poudre Surface 

1H ---------• 
;,c: > 
' -

4H,40 °C,BObar 
Référence 

Poudre Fond 

Poudre Surface 

Référence Poudre Fond 

Figure :35 Images l\ff<:B des poudres, références (a. , b.) et. modifiées : Poudre fond (c. , d.) et. Poudre 
Surfocc(c. , L) d'amTCP 

Ces images montrent une modification importante de la structure des grains entre les 
poudres de référence, la. Poudre Fond et la Poudre Surface. Après traitement, la poudre 
initiale semble avoir complétement disparu (c., d. Figure 35). La Pondre Fond est 
constituée d'un ensemble de sphères lisses et/ou recouvertes partiellement ou 
complétement de feuillets pouvant ainsi être qualifiées de « rose des sables » 29:3 . De 
rares structures en rubans sont à noter, pouvant évoquer une phase DCPD ou une 
croissance préférentielle d'une phase d'OCP 294 

Alors que les sphôres s'agencent de maniôre éparse ou en a.mas dans la Pondre Fond, la 
Pondre Smface présente un aspect global de plaque lisse d'un côté (face exposée à l'air): 
et des structures sphériques de l'autre (face tournée vers le fond du bêcher et totalement 
immergée). Les structures sphériques composant la plaque de la Pondre Snrface 
présentent très peu de sphères recouvert.es de feuillets. 

En raison de la solubilité importante de l'amTCP 295 
, les modifications observées lors du 

traitement sous C 0 2, c:est-à-dire suite êl. la mise en contact de la poudre avec un milieu 
acidifié par l'acide carbonique, sont trôs importantes. En effet, il est possible de constater 
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la totale disparition de la poudre originale qui a laissé place à deux poudres modifiées 
composées de plusieurs phases : DCPD, OCP et apatite mal cristallisée carbonatée. 
Le DCPD est un phosphate de calcium qui précipite à pH modérément acide (-4,5-5,5) 02• 

]\Jais la prè,ence des deux autres phases OCP et apatitique, qui précipitent à des pH plus 
proches du pH physiologique, est témoin de différents mécanismes et d'une évolution de 
pH au sein du milieu. Il est possible que le DCPD ait précipité avant les deux autres 
phases, lorsque le pH est encore acide. Il peut être noté qu'à la sortie du réacteur, une 
poudre est présente au fond du bécher. En revanche il n'est pas possible à cc stade 
d'affirmer si la précipitation de cette phase se fait dans le réacteur ou post-traitcment, 
au début de la phase de repos. Une expérience supplémentaire devra être mcnôc afin 
d'éclaircir ces mécanismes. 
Lors de la phase de maturation suivant le procédé de traitement, en raison du dégazage 
progressif de la solution, le pH remonte jusqu'à atteindre la neutralité. Il est probable 
qu'un phénomène de dissolution/reprécipitation soit à l'origine de la formation d'OCP 
:32_ L'hydrolyse du DCPD vers l'OCP est courant et largement étudié dans la littérature 
:32,2% 

De même, avec l'augmentation du pH qui se produit pendant la phase de repos post-
procédé COJ durant laquelle le déga'.6agc se poursuit, et grâce à la présence d'eau, il est 
probable que la phase apatitique se forme par hydrolyse de l'OCP avec consommation 
du calcium encore disponible en solution. Il est à noter que cette transformation 
topotactique peut acidifier dans une certaine mesure le milieu 2 7 • Ce phénomène de 
précipitation d'OCP en premier lieu, alors que cette phase n'est pas 
thcrmodynamiquemcnt la plus stable, est connu sous le nom de règle d'Otswald 219·298 

Cet.te dernière affirme que lors de la transformation de phase, la première à germer n'est 
pas nécessairement celle qui est thermodynamiquement la plus stable mais bien celle 
ayant l'énergie libre la plus proche de l'état original ws_ 

Les structures en forme de sphères poreuses lisses mais aussi les structures en forme de 
« rose des sables » obtenues ont déjà été décrites dans la littérature 29u 99.:3oo . Les feuillets 
observés sur les sphères poreuses pourraient être le résultat d'une nucléation secondaire. 

D'autre part, en surface du liquide, un phénomène de nucléation, dans un premier temps 
épars, a été observé et forme la Poudre Smj'ace. Des germes nucléent, croissent et se 
rencontrent pour former une plaque en surface, comme déjà observé dans le cas de l'HA. 
Ici aussi, cela pourrait être dû à l'évaporation de l'eau de surface qui engendre une 
augmentation locale de la concentration ionique à l'interface eau-air pendant la phase de 
maturation (hors du réacteur) qui passe au-delà du seuil de nudéation. En raison de la 
dissolution totale d'amTCP, la concentration en espèces ioniques est plus importante que 
pour l'expérience réalisée avec la poudre d'HA. Il est possible qu'une première phase de 
DCPD précipite en surfa.ce de manière précoce avant d'être elle-même hydrolysée en 
OCP puis à nouveau hydrolysée par la suite en apatite. En raison de la grande solubilité 
d'amTCP en milieu acide ( corn parée él. HA), la précipitation arriverait plus tôt que ce 
qui a été observé avec HA, à un moment où une plus grande quantité de CO2 est encore 
présente dans le milieu, qui est de ce fait plus acide et favorise ainsi la formation de la 
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Figure :36 Bta.pe8 du procédé utilisé pour l'a.na.ly1:1e de la. Poudre fond d'arnTCP 

Cette Poudre Fond non maturée a été analysée de la même manière que précédemment 
par diffraction des rayons X, spectroscopie FTIR et MEB. Ces résultats sont présentés 
en parallèle des résultats précédemment obtenus afin de pouvoir être comparés. 

Les analyses DRX ont montré (Figure 37) que, suite au procédé C02, la Poudre Fond 
non maturée est complétement différente et composée d'une seule phase de phosphate de 
calcium : le DCPD (JCPDS 00-011-0293). Comme précédemment évoqué, ce CaP se 
forme préférentiellement à pH faible ( ~4.5-5.5). 
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Figure 37 D R X  de la Poudre d'amTCP, de référence, Poudre Fond non maturée et maturée, Poudre 
Surface 
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Poudre Surface 

4H,40"C,80bar 

6--------1- ------6 
Poudre Fond 

Référence Poudre Fond 
Non Maturée Maturée 

Poudre Surface 

Référence Poudre Fond 
Non maturée Maturée 

Figure 39 lrnagcs MEU des poudres, références ( a. , b.) cl rnoclifié:cs : Poudre Fond .'-Jon JVlal urée ( c. , d.) 
et  /fat.urée( e . •  f.) et Pondre  urface (g. , h.) d'arnTCP 

L'observation des micrographies  JEB présentées sur la Figure 39 montre une 
modification importante de la structure des grains entre les poudres de référence (a.., b. 
Figure 39), la. Pondre Fond non maturée (c. , d. Figure 39) et la Poudre Fond maturée 
(e. , f.Figure 39). Tout de suite après traitement, la poudre initiale semble avoir 
complètement disparu. De larges structures plaquettaires l'ont remplacée et composent 
la Pondre Fond non maturée. Ces images permettent de confirmer la présence de DCPD 
constatée par DR.X et FTIR :mi_ 

Il y a bien précipitation d'une nouvelle phase durant la phase de traitement 1:\ l'intérieur 
du réacteur, alors qu'une quantité importante de C02 est encore dissoute dans le milieu 
et le pH est bas, de l'ordre de 5,:3 en surface. 
La phase DCPD est encore présente en faible quantité par la suite après une heure de 
maturation dans le milieu, sur la P011.dre Fond maturée mais aussi dans la Pondre 
Surface. 
Il est possible que toute la phase TCP soit dissoute et que la nucléation de nouvelles 
phases se produise plus tôt que pour l'expérience réalisée avec la poudre d'HA. Le milieu 
serait alors encore chargé en C02, et à un pH plus faible. Il est possible que la grande 
quantité d'espèces ioniques en présence, duc à la dissolution complôte de la poudre 
initiale, entraine rapidement et. à pH acide, une sursaturation locale qui conduirait. à un 
phénomène de nuclfation primaire Mt.érogènci10 '' . Cet.te nucléation peut être qualifiée 
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d'hétérogène car ne se produisant pas dans tout le volume de solution mais bien au fond 
du bécher à l'endroit où des germes de TCP restants pourraient agir comme des germes 
pour la nucléation de cette nouvelle phase de phosphate de calcium :ms 

Comme décrit précédemment, l'augmentation du pH par la suite ainsi que la présence 
d'espèces ioniques dans l'environnement sont susceptibles de provoquer des phénomènes 
de dissolution/reprécipitation permettant la formation d'OCP :32_ C'est un phénomène 
d'hydrolyse courant et largement ôtudié dans la littérature :;2,2 % 
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3.1.3 HA/amTCP 

De la même manière que les études précédentes, celle-ci se fera au travers de différentes 
techniques de caractérisation : la DRX, FTIR et MEB. Afin d'aller plus loin dans la 
compréhension des mécanismes mis en jeu, une étude RAMAN a également été réalisée. 

Le diagramme de diffraction des R X  (Figure 40) de la poudre de référence est 
caractéristique d'une HA bien cristallisée. 
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Figure 40 DRX de la Poudre d'HA/TCP, de référence, Poudre Fond, Poudre Surface 

Malgré la présence dans le mélange de TCP amorphe, celui-ci n'est pas visible sur le 
diagramme de diffraction. Ce dernier étant amorphe, il est caractérisé par la présence 
d'un halo diffus sur le diagramme RX, d'intensité nettement plus faible par rapport aux 
raies caractéristiques de l'HA ; il n'est donc pas identifiable sur le diffractogramme. 
D'après l'analyse réalisée par diffraction des RX, la Poudre Fond est une phase d'HA 
pure. Le bruit de fond enregistré sur la ligne de base observé pour dans le mélange initial 
a maintenant disparu. Cela pourrait être dû à la disparition de la phase d'amTCP initiale. 
La Poudre Surface est semblable à la Poudre Surface observée avec l'HA et correspond 
donc à un mélange d'apatite et d'OCP. 
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Référence Poudre Fond 

Figure 42 images .MEJ3 d'HA/TCP Rôfércncc (a ,  b ,  c), Poudre Fond (cl, e) cl 
Poudre Surface (f. g , h) 

En effet; la Poudre Fond ne semble plus contenir que les grains de l'HA initiale. Une 
dissolution importante de la phase amTCP pourrait avoir eu lieu. En effet; les grains de 
petites tailles du mélange; identifiés préalablement comme étant de l'amTCP, ne sont 
plus présents. La disparition de la phase amorphe au cours du traitement est d'ailleurs 
en parfaite adéquation avec les résultats précédemment obtenus avec la poudre 
d;amTCP. La persistance des grains <tHA est, elle, cohfrente avec les résultats obtenus 
sur la poudre d;HA traitée. 
La P01tdre Sur.face du mélange HA/amTCP est, comme celle de l'HA, composée de 
plaques fusionnôcs à la fois lisses, du côté exposé vers la surface et recouvertes de 
plaquettes de l'autre côté. Les plaquettes recouvrant cette deuxiôme face sont cependant 
plus importantes que celles observées sur la Poudre Surface d'HA. Leur nombre et leur 
intrication semblent les mêmes, mais certaines semblent avoir grandi de maniôre 
prdérentielle. Ces plaquettes, en accord avec les analyses DRX et FTIR, sont typiques 
de l'OCP2'10 • 

Les phénomènes mis en jeu ici semblent donc similaires à ceux décrits dans l'analyse de 
la poudre d'HA traitée. 
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L'analyse DRX (Figure 46) permet de confirmer la présence majoritaire d'une apatite 
mal cristallisée sur la Po'lldre S'llrface Jvlat'llrée. 
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Figure 46 DRX d'HA/TCP, de Référence, Poudre Fond, Poudre Surface et Poudre Surface :VIaturée 1 
semaine 

Après une semaine de maturation, l'OCP n'est plus visible, en particulier le pic (010) 
caractéristique de l'OCP situé à 4, 7°. 
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Figure 49 Images .\JEU de la Poudre Surface cl Poudre Surface ..\Jat.urôe 1 semaine HA/amTCP 

Ces images permettent de constater la disparition des plaquettes caractéristiques de 
l'OCP dans la Poudre Surface Maturée. Un phénomène de clissolution/reprécipitation a 
pu accompagner l'hydrolyse de cette phase vers Papatite carbonatôc mal cristallisée. 
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supplémentaires des substituts obtenus avec ce protocole dit << de référence » sont présentées 
en Annexe 1. 

La surface spécifique de la céramique BCP de référence est faible mais a tendance à augmenter 
une fois le traitement au CO2 effectué. Malgré la faible quantité du revêtement déposé à la 
surface des cubes BCP, l'augmentation de surface spécifique serait liée aux phases déposées 
qui présentent une surface spécifique plus importante. Les mesures de porosité obtenues à 
l'aide d\m porosimètre à mercure ont permis d'évaluer les modifications du réseau poreux 
engendrées par le traitement (Figure 55). 

Substituts Non Traités 
Substituts Traités 
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Fignre 55 Porogramme des cubes BCP de référence et des cubes BCP traités avec le protocole de 
référence d a.,b. MEI3 des substituts l\on Traités 

Les substituts non traités présentent deux populations de pores distinctes. La première 
autour de 11000 nm pourrait correspondre aux interstices désignés Figure 55 a. La 
deuxième population se trouve autour de 200nm et est elle-même composée de différentes 
populations. Ceci a été vérifié en évaluant la dérivée du porogramme présenté, ce dernier 
présentant plusieurs points d'inflexion dans cette zone (Annexe 2). Différentes inflexions 
montrent bien que le pic visible est lui-même composé de plusieurs pics. Cette deuxième 
population pourrait être reliée aux défauts de frittage observables par exemple sur l'image 
b. de la Figure 55. 
Ces mesures de porosimétrie permettent d'observer une redistribution de la taille des 
pores sur les cubes céramiques BCP traités en comparaison avec les cubes initiaux. Trois
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Figure 60 2D R\lN (:HP,lH) de substituts 13CP Traités au C02 

Cet.te mesure en R\I::.J 2D permet. de sonder la. proximité entre les noyaux 01 P et 1H. Des 
:;,;ones de corrélation sont alors clairement visibles sur la Figure 60. Elles témoignent d'une 
part de l'existence d'interactions entre des groupements phosphatés menant ù. une 
contribution : } i p  peu large et des ions OH-, ce qui est attendu pour la phase hydroxyapatite 
(en rouge sur la Figure 60). D'autre part, l'on voit d'autres corrélations (en bleu sur la Figure 
60) entre des noyaux phosphore et des molécules d'eau ainsi qu'avec des ions H P O ?  qui
indique donc la présence d'au moins une phase hydratée et contenant des ions 
hydrogénophosphate. Pour examiner plus avant cette phase, les projections du signal du 
phosphore de la Figure 60 ont été retracés sur la Figure 61.

Ces tracés valident les conclusions tirées ci-dessus, avec présence d'HA ( corrélation avec les 
ions OH- êl. 0 ppm) et la présence d'une phase supplémentaire avec un signal : i i p  moins bien 
résolu. 
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Figure 61 Projections 31 P de la. mesure 2D RtTI\ ('
3
'P ,1H) de substituts BCP Traités C 0 2 

La phase supplémentaire ayant été identifiée comme hydratée sur les précédentes analyses, 
le spectre est comparé aux références de CaP hydratés ( OCP et brushite ou DCPD). La 
comparaison indique que le signal se rapproche nettement de celui de l'OCP; bien qu'avec 
des pics moins bien définis. 
La phase supplémentaire nouvellement précipitée en surface pourrait donc être une phase 
d'OCP <, mal » cristallisé, par exemple encore en cours de formation. Ce résultat est en 
cohérence avec les résultats obtenus dans la première partie de cette Partie 3 sur les poudres 
modifiées au CO2 haute pression. 

En revanche, notons que la pr{'.sence additionnelle (en plus de cette phase OCP) d'une 
éventuelle apatit.c (possiblement carbonatée) faiblement. cristallisée ne peut ni être confortôc 
ni invalidée sur la base de ces analyses RVL\J. En effet, compte tenu de la très forte proportion 
d'HA dans les composés, la présence en surface d'une autre phase apatitique ne peut pas être 
détectée. 
C'est pourquoi des échanges ioniques ont été réalisés, en marge de ces ana.lyses R'vl:--I, pour 
déterminer si une phase néoformée (outre FOCP) est présente et capable d'échanger 
rapidement des ions << labiles », ce qui est l'une des caractéristiques des apatites 
nanocristallines analogues du minéral osseux, dont les nanocristaux sont recouverts, comme 
pour his, d'une couche ionique hydratée non apatit.ique très réactive. 
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milieu pourrait. permettre une libération plus importante de calcium et de phosphate, 
indispensable à la reprécipita.tion. 

Ces essais ont permis de confirmer un remaniement de surface des cubes de céramiques BCP 
poreux conformément aux résultats déjà constatés sur les poudres. En revanche les 
mécanismes mis en jeux restent êl, préciser. 

La partie suivante a pour objectif d'observer hnfluence des différents paramètres du procédé 
sur l'état du revêtement ainsi que d:affiner la compréhension des phénomônes. Les techniques 
de caractérisation utilisées ici seront la porosimétrie à mercure afin d'évaluer la porosité, le 
BET Krypton pour la mesure de surface spécifique ainsi que le lVlEB afin de visualiser l'état 
de surface des échantillons. 
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Substituts Non Traités 
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Figure (ii'> Porogrammes des substituts BCP non traités, traités à 1Hl° C, 5Cl° C et 80 ° C 
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Cne observation globale permet dans un premier temps de constater dans le cas des 
cfaamiqucs traitées, un décalage vers la droite des deux populations de porcs précédemment. 
identifiées sur les céramiques non traitées, quelle que soit la température, dans les gammes 
1000-30000nm et 10-lO00nm. Cne porosité de taille inférieure à 10nm est également visible 
sur l'ensemble des substituts céramiques BCP traités. Cette dernière pourrait correspondre 
aux porosités créées par la précipitation de nouveaux cristaux. Il est. possible que ces mômes 
cristaux soient à l'origine des diminutions de tailles de porcs observôcs précédemment.. La 
différence d'intensité du pic entre 10-lO00nm entre le substitut l3CP de réffaence et les 
céramiques traitées montre que le traitement induit. une diminution significative de la 
population de pores de diamètres compris entre 10 et 1000nm. 

C ne concentration plus importante de calcium et de phosphate dans le milieu, à basse 
température, pourrait ainsi favoriser la précipitation d'une nouvelle phase. On peut noter que 
selon la quantité de calcium et de phosphate disponible et selon les mécanismes de nucléation 
il est également possible que différentes phases phosphocalciques précipitent, entrainant 
différentes morphologies de la couche formée en surface et par voie de conséquence, une 
modification plus ou moins marquée de la surface spécifique globale du matériau. Ainsi la 
format.ion de PPCA nanocrist.allins engendrerait-elle une augmentation conséquente de la 
surface spécifique alors que la formation de feuillets phosphocalciques de grandes dimensions 
aurait une influence moins marquée sur la valeur de la surface spécifique. 
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leur variabilité en fonction des conditions de traitement, ces phénomènes ayant lieu pendant 
la phase dynamique de retour en comlitions de pression atmosphérique. 
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3.2.5 Influence du temps traitement 

Le temps de traitement correspond au temps pendant lequel les cubes sont mis en contact 
avec le milieu aqueux saturé en C02, donc à pH acide proche de 3. Les résultats sont ici 
comparés pour deux durées de traitement différentes, 4H (le temps utilisé lors du protocole 
de référence) et une durée plus importante de 100H. 

Cubes HA/8TCP-Non Traités Cubes HA/8TCP-Traités 
4H 

Cubes HA/8TCP- Traités 
100H 

Figure 69 Clichés MEE et mesures de surface spécifique (BET Krypton) de substituts céramiques BCP 
Non Traités, et Traités pendant 4H et lOOH 

Il est intéressant de noter l'aspect singulier du précipité obtenu après 100H de traitement 
(Figure 69). La surface a été remaniée et les grains originaux ne sont plus visibles. Le 
revêtement parait dense et l'apparition de petites aspérités a permis une augmentation de la 
surface spécifique (1,16 cm2/ g). 

Les porogrammes issus des mesures de de porosimétrie à mercure (Figure 70) montrent ici 
des résultats différents. 
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l'apparition cl 'autres phases que l'OCP, caractéristique des grandes plaquettes observées à 
4H et non 100H. 
C ne quantité plus importante de CaP dissout pourrait aussi permettre, comme observé lors 
des expériences sur la poudre d'amTCP, une nucléation précoce, potentiellement pendant la 
phase sous pression, laissant un temps plus long aux cristaux de CaP pour croitre. La phase 
nouvellement formée serait ainsi soumise plus longtemps à des phénomènes de dissolut.ion-
rcprécipitation menant à cc rcvôtcmcnt similaire à celui obtenu avec les poudres modifiées 
maturées sept jours observées en prcmiôrc partie de cc travail (3.1.3.a). 
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3.2.6 Influence du rapport L/S 

L'influence de la quantité du milieu aqueux entourant les céramiques a été évaluée, dans les 
conditions expérimentales de référence soit 80 bar, 40 ° C et 4H de traitement. 

Cubes HA/BTCP- Non Traités 

Surface spécifique - · 0 , 6 6  m2/g 

Cubes HA/BTCP- Traités 
L/5=2 

0,76 m 2/g 

Cubes HA/BTCP- Traités 
L/5=20 

0,72 m 2/g 

Figure 71 Clichés MEE et mesures de surface spécifique (BET Krypton) de substituts céramiques BCP Non 
Traités, Traités avec un rapport L/S  =2 et L/8=20 

Deux rapports Liquide/Solide ont été comparés : L/S=2 ( celui du protocole de référence) et 
L/S=20. Les céramiques traitées avec le rapport L/S=20 montrent une dissolution de surface 
importante (Figure 71) et aucune trace de précipitation de CaP n'est visible. En revanche, 
la dissolution partielle de la céramique mise en évidence par l'apparition de « trous » sur les 
images MEB induit une augmentation de la surface spécifique par rapport à celle des 
substituts céramiques BCP non traités. 

Les porogrammes (Figure 72) des céramiques BCP traités montrent ici aussi des déplacements 
de pics pour les céramiques traitées par rapport aux céramiques non traitées. 
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Figure 72 Porogrammes des substituts BCP Non Traités et Traités avec L/S=2 et L/S=20 
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La population 1000-30000nm des substituts céramique BCP traités est similaire pour les deux 
valeurs de L/S mais décalée à droite vers les tailles plus petites par rapport aux Non Tra'ités. 
Le diamètre de ces porcs est donc réduit. 
Cn décalage de la population 10-lO00nm est également visible sur les traités ainsi qu'une 
diminution de population, plus importante pour L/S=2 que pour L/S=20. Bien que moins 
importante pour la grande quantité d'eau, une porosité inférieure à 10nm est visible. Cette 
augmentation de porosité de quelques nanomètres est difficilement identifiable sur les images 
MEB (Figure 71). 

La quantité de phase aqueuse disponible influence bien le revêtement obtenu. Cependant une 
quantité trop importante d'eau ne permet pas ou peu la création d'un revêtement obtenu par 
reprécipitation. Dans ce cas, par contre, la dissolution a bien lieu et a pu être mise en évidence 
(Figure 71). Un effet de confinement pourrait être nécessaire pour atteindre Co la 
concentration nécessaire à la précipitation d'une nouvelle phase. Le rapport L/S=2 
correspond à l'immersion minimale de la totalité des cubes dans les récipients utilisés : l'eau 
affleure leur surface. Ce média étant nécessaire à la modification, c'est la quantité minimale 
d'eau nécessaire permettant un revêtement. 
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3.2. 7 Influence du temps de repos 

Dans le protocole de référence, l h  de repos après la décompression a été observé. Pendant ce 
temps de repos, les cubes de céramiques sont laissés au sein de la phase aqueuse avant d'être 
séchés puis caractérisés. L'objectif de la présente étude est d'évaluer l'impact de ce temps de 
repos sur le revêtement obtenu. Pour cela nous avons analysé les échantillons sans temps de 
repos (OH) et après un temps plus long de repos (24H). Les images MEB obtenues sont 
présentées sur la Figure 73 . 

Cubes HA/BTCP- Non Traités Cubes HA/BTCP- Traités 
Repos OH 

Cubes HA/BTCP- Traités 
Repos 1H 

Cubes HA/BTCP- Traités 
Repos24H 

Figure 73 Clichés MEB et mesures de surface spécifique (BET Krypton) de substitut céramiques BCP 
Non Traités et Traités sans temps de repos ou avec l h  et 24H de repos 

Sans aucun temps de repos, un reprécipité est déjà visible en surface des cubes (Figure 73). 
Il rappelle l'aspect d'un revêtement d'apatite nanocristalline obtenu par immersion dans une 
solution saturée de SBF 316 (1.4.2.e). Après lH de repos, de larges plaquettes se sont formées 
au-dessus de ce tapis. A 24H de repos, la surface spécifique est significativement plus grande 
et l'aspect observé au MEB est différent de celui des céramiques correspondant au protocole 
de référence. Les plaquettes ne sont plus présentes mais le revêtement proche de la céramique 
s'est densifié. Un tel revêtement augmente la surface spécifique. 

Ici aussi les porogrammes (Figure 74) des substituts traités montrent des modifications. Sans 
temps de repos (OH), une gamme de pores n'est pas présente concernant la population à 1000-
30000 nm. 
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Figure 74 Porogrnmmes des subsliluls 13CP _\Ion Trailôs cl Trailôs avec des Lemps de repos OH, lH cl 
21m 

En revanche la gamme inffricurc de 10 à 1000 nm est peu modifiôc autour de 200 nm. Des 
porosités à 24 nm sont en revanche créées ainsi que sur la gamme 3-10 nm. Des modifications 
sont aussi présentes sur le porogramme à 24H de repos. En plus d'un décalage de la gamme 
1000-30000 run, une nouvelle population de porcs est visible autour de 6300 nm. Une 
réduction du diamôtre des porcs entre 10-l000nm peut également ôtre notée ainsi que 
l;apparition de porosit{'.s de quelques nm, témoin du tapis nouvellement précipité. 
Alors que les dia.mètres des pores sont peu modifiés sans temps de repos, ce temps semble 
influencer à la fois une précipitation de cristaux créant des porosités entre 3-10 nm ainsi 
qu'une réduction des deux autres gammes de pores. La densification du revêtement de 
précipité pourrait être à l'origine de ce remaniement. 

Le revêtement sans temps de repos suggère qu'il y a un début de précipitation avant la phase 
de repos dans le milieu; que ce soit i:\ l'intérieur du réacteur lorsqu'il est sous pression ou 
pendant la phase de décompression pour retour à la pression atmosphérique. 
Cnc heure de repos supplhnentairc permet la croissance des cristaux en forme de plaquettes 
ch)CP. Différents parnmôtres peuvent rentrer en ligne de compte pour la croissance de ces 
dernières, et notamment le gradient de pH pouvant exister entre la surface de la céramique 
et celle de la phase aqueuse. La quantité de Ca et P est également en permanente évolution 
et joue par conséquent sur la reprécipitation:,3_ 

Après 24H de repos, les plaquettes ont disparu et le tapis semble s'être densifié. Cela pourrait 
évoquer un principe de dissolution/reprécipitation97 comme observé sur les poudres maturées 
d'HA/arnTCP dans la première partie de ce travail (:3.1.3.a). Il est possible que les phases 
précipitées évoluent dans le milieu aqueux revenu à un pH neutre. Les plaquettes cFOCP 
pourraient alors s;hydrolyscr en PCCA9L mô_
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3.2.8 Influence de la durée de décompression 

La vitesse de décompression correspond au temps fixé pour décomprimer l'enceinte et ramener 
ainsi le système à pression atmosphérique. Pendant la phase de décompression du C02, le pH 
de l'environnement des céramiques, ainsi que la température sont modifiés. Il faut noter que 
le pH ne remonte de manière significative qu'à la toute fin de la décompression, lorsque la 
pression atteint les 25 bar 259 • Nous avons pu constater visuellement que des bulles se créent 
également dans la phase aqueuse à cette pression, laissant ainsi s'échapper le C02 du milieu 
aqueux. 
Trois vitesses de décompression ont été choisies : 2min, 30min ( temps utilisé dans le protocole 
de référence) et 24H. 

La vitesse de décompression semble bien influencer l'aspect de la couche de reprécipité (Figure 
75). 

Cubes HA/6TCP- Non Traité: Cubes HA/6TCP- Traités 
Dépressurisation 2min 

Cubes HA/6TCP- Traités 
Dépressurisation 30min 

0,76 m 2/ g 

Cubes HA/6TCP- Traités 
Dépressurisation 24H 

O,BO m 2/ g 

Figure 75 Clichés MEB et mesures de surface spécifique (BET Krypton) de substitut céramiques BCP 
Non Traités, et Traités avec un temps de décompression de 2min, 30min et 24H. 

Bien qu'il soit présent dans les trois cas, l'aspect du revêtement formé est différent. 
Alors que le revêtement est composé d'un « tapis » régulier sur lequel quelques plaquettes 
commencent à apparaître pour la décompression en 2min, ces plaquettes sont bien plus 
développées après 30 min de décompression. Enfin pour la décompression très lente (24H), 
ces plaquettes semblent présentes mais couchées ou aplaties sur la surface. Pour ces derniers 
cubes de céramique, la surface spécifique est plus importante que dans le cas de la référence. 

Ici aussi, les différentes populations de pores sont impactées par le traitement (Figure 76). 
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La ;-;one 1000-30000nm est dôcalée à droite quel que soit le temps de dépressurisation. 
Concernant la population 10-l000nm, il y a non pas un décalage mais bien une diminution 
de la quantité de porcs de dimensions centrées autour de 200nm. On peut aussi noter la 
diminution de cette population particuliôremcnt importante pour les cubes ayant subi un 
traitement puis décomprimé pendant 30min (protocole de référence). 

Comme indiqué précédemment, les revêtements observés sont impactés par le temps de 
décompression de la chambre. Ce temps influence le temps nécessaire pour retrouver un pH 
neutre et pourrait ainsi influencer le début de nucléation et donc de formation des cristaux a 
priori très dépendants de ce para.mètre. Les essais précédents ont montré que même sans 
repos dans le milieu post-procédé, un revêtement s'était formé. La formation d'une nouvelle 
phase s'amorce donc avant le repos. 
Le temps d'évolution dans le milieu a aussi été montré comme influant. Cependant, une 
évolution différente des revêtements selon la vitesse de décompression est visible. La remontée 
plus ou moins rapide du pH pourrait permettre la précipitation de différents CaP. 
Si comme nous le supposons, la précipitation et surtout la croissance des cristaux commencent 
lors de la phase de décompression, une décompression rapide, avec une remontée en pH par 
conséquent plus rapide, conduirait à une phase de nucléation très courte de CaP a pH acide. 
Cn temps de décompression plus long laissera plus de temps aux cristaux pour se former, le 
pH évoluant plus lentement, cela pourrait influencer la nature de la phase phosphocalcique 
précipitant, notamment via des concentrations de Ca et P différentes à des pH similaires et 
des temps d'évolution plus long pour les cristaux. 
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3.2.9 Influence du vide post-procédé 

Une des observations faites sur les échantillons traités avec le protocole de référence était que 
le revêtement était observable sur la surface des pores extérieurs mais pas à l'intérieur du 
substitut. 

La première hypothèse émise est que, lors de la décompression et donc du dégazage de la 
solution, des bulles de C02 se forment dans le réseau poreux empêchant la précipitation dans 
les pores internes. 
Une seconde hypothèse émise expliquant le manque de précipité à l'intérieur des cubes est 
que, en supposant l'invasion d'eau jusqu'au cœur des cubes de céramique, la dissolution 
partielle des surfaces internes conduit à une augmentation locale du pH qui reste stable en 
raison d'un certain confinement de la solution et des phénomènes réduits de diffusion à 
l'intérieur du matériau pouvant être dus à la tortuosité du réseau poreux. 

Afin d'évaluer la véracité de ces hypothèses, un essai a été mené en plaçant les cubes sous 
vide après la phase de dégazage et avant l'heure de repos. L'objectif étant de favoriser le 
renouvellement de la solution piégée dans le réseau poreux. 
Le temps sous vide a été minimisé afin d'éviter une décarbonatation du milieu aqueux post 
procédé. 

Les images MEB (Figure 77) obtenues sur les cubes mis sous vide en post-procédé montrent 
une amorce de précipité sur certains grains. 
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D'igure 78 Porogrammes des substituts Non Traités et Traités avec le protocole de référence et passés 
sous vide post procédé. 
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Les analyses réalisées ne montrent pas de différences significatives liées à la l'étape 
supplémentaire de mise sous vide post-procédé à l'exception de l'apparition d'une population 
de pores supplémentaire autour des 10nm. 

Ces résultats confirment l'hypothèse que le renouvellement de la solution contenue dans le 
réseau poreux du cube permet la pénétration des ions nécessaires à la formation du 
revêtement interne. Il faut noter que malgré la faible quantité de phase nouvelle formée en 
interne, l'augmentation de la surface recouverte ainsi que l'apparition de la porosité 
supplémentaire engendre une augmentation de la surface spécifique. 
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3.2.10 Influence de la nature du milieu (eau/SBF) 

Basé sur le fait que les modifications de surface sont induites par des phénomènes de 
dissolution-reprécipitation qui dépendent à la fois du pH et de la présence en quantité 
suffisante d'espèces ioniques, l'influence de la nature du milieu environnant sur les 
modifications du matériau a été étudiée. A noter que dans ses travaux, F. Barrere avait 
réalisé une étude quasi-similaire en utilisant une solution saturée de SBF dont le pH était 
contrôlé via du CO2. Dans son étude, le SBF utilisé possédait une concentration nettement 
supérieure à la concentration de référence (x5) rendant la solution très instable. Le CO2 était 
alors utilisé pour stabiliser la solution en réduisant le pH et en éloignant ainsi le système de 
son état métastable. La précipitation de nanoparticules biomimétiques à la surface de l'objet 
immergé était alors assurée en repositionnant progressivement le système dans son état 
métastable. En effet, la diminution progressive de la quantité de CO2 dissout dans la solution 
saturée via un dégazage, fait augmenter le pH jusqu'à placer le système dans un état 
permettant d'amorcer la précipitation. 
Dans les essais que nous avons souhaité mener, une solution légèrement sous saturée de SBF 
a été utilisée à la place du simple milieu aqueux habituel : SBF*0,9. Les paramètres du 
protocole de référence ont été appliqués. 

Les céramiques BCP traitées en présence de SBF semblent partiellement dissoutes et 
recouvertes d'un début de revêtement, typique des revêtements obtenus par immersion dans 
une solution saturée (Figure 79). 

Cubes HA/6TCP-Non Traités 

Surface spécifique 0,66 m2/ g 

Cubes HA/6TCP-Traités 
Eau 

0,76 m2/ g 

Cubes HA/6TCP- Traités 
SBF 

1,00 m2/ g 

Figure 79 Images MEB et mesures de surface spécifique (BET Krypton) de substituts Non Traités, et 
Traités avec le protocole de référence en Eau ou SBF 
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La dissolution est visible sous le précipité. Ce dernier est présent en quantité moins 
importante et semble de morphologie différente de celui obtenu lorsque le traitement est 
effectué dans l'eau. :tvfalgré cela, la surface spécifique est supérieure à celle mesurée sur les 
cubes de céramiques BCP traités dans l'eau. Cette différence est liée à la quantité mais 
surtout aux caractéristiques des phases déposées, notamment à leur surface spécifique (liée à 
la taille et à la morphologie des cristaux déposés). Ainsi, les revêtements obtenus dans le SBF 
sont constitués de nanoparticules nettement plus petites et de surface spécifique supfaicurc à 
celles qui constituent. le revêtement. obtenu dans 1:cau. 

Les analyses de porosité réalisées sur les cubes de céramiques l3CP traités dans le S13F 
montrent un décalage moins important de la population se trouvant entre 1000-30000nm 
comparé aux céramiques traitées avec le protocole de référence (Figure 80) 
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Figure 80 Porogramrnes des substituts Non Traités, Traités avec protocole de réfôrcncc dans l'eau et. le 
SBF 

De plus, la quantité de nanoporosités comprises dans la zone 3-lünm est moins importante 
que celle obtenue lorsque le traitement est effectué dans l'eau. Le décalage moindre des 
populations de porcs à 1000-30000 et 10-lO00nm pourrait. s'expliquer d'une part par une 
quantité moins importante de cristaux déposés mais surtout par leur taille nanométriquc qui 
n:cngendrc pas de réduction du canal poreux. 
D:aut.re part, le S13F permettant de mettre une quantité plus importante de calcium et de 
phosphate en présence de la céramique lors du procédé et d'atteindre plus rapidement la 
saturation, il était attendu qu'une quantité de précipité plus importante se forme. Or le 
revêtement est ici moins couvrant. 
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Il est possible que de trop nombreuses espèces ioniques viennent perturber à la fois la 
dissolution surfacique de la céramique et la précipitation des nouvelles phases. Il a en effet 
été montré lors d'essais de précipitation phosphocalcique sur du titane grâce à du SBF 
sursaturé que la force ionique ralenti la cinétique de précipitation des phosphates de calcium 
en diminuant notamment le nombre de site de nucléation  00 . Or le SBF, bien que dilué, est 
un mélange riche en espèces ioniques (2.2.10). D'autre part, le pH est un élément clé qui 
influence la précipitation de phases phosphocalciques. Cc dernier est conditionné par la 
quantité de C03 dissout dans le milieu. Or cette quantité évolue différemment lors de la 
décompression selon la valeur de la force ionique de la solution. La vitesse de déga,rnge du 
milieu, commençant pendant la dfa:omprcssion et continuant durant n1eure de repos, ôtant 
plus lente dans ce cas, la nucléation doit l'être également. La solubilité du C02 dans ce type 
de milieu pourrait également être modifiée et leur pH à saturation serait alors moins acide, 
mais cela ne peut pas être vérifié expérimentalement. 

Parallèlement aux paramètres cités précédemment, qui modifient la cinétique et le taux 
de reprécipitation, il est important de considérer le fait que la solution saturée traitée au C02 
haute pression engendre une précipitation au sein de l'ensemble de la solution de 
nanoparticules au sein de l'ensemble de la solution elle-même, les bulles fonnfos au cours du 
déga:tage agissant comme germes capables de favoriser la précipitation. Ainsi, le matériau 
n'est plus la seule surface disponible pour servir de support de précipitation/germination et 
la précipitation au sein de la solution engendre une diminution rapide de la concentration en 
calcium et phosphate globale entravant ainsi la formation d'un revêtement important en 
surface des cubes de céramique. Encore une fois, il ne s'agit ici que d'hypothèses difficilement 
vérifiables. 
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Conclusion 

L'étude de l'influence des paramètres de procédé sur le revêtement a permis de préciser 
quelques éléments concernant les mécanismes mis en œuvre lors de ce traitement, mais aussi 
de mettre en évidence certains paramètres critiques. Cependant, ce ne sont souvent que des 
hypothèses qui peuvent être formulées car, compte tenu des difficultés expérimentales liées à 
l'utilisation de C02 sous pression, les caractérisations à chaque étape du procédé n'ont pas 
été possibles. 
Concernant les mécanismes mis en jeux dans le procédé de manière générale, les expériences 
menées ici ont permis d'affiner les hypothèses sur les mécanismes de dissolution précipitation. 
Grâce à l'étude sur les différents temps de repos, il a été montré qu'à la sortie du réacteur, 
suite au dégazage et avant l'heure de repos, un revêtement était déjà présent. Il y a donc une 
nucléation avant l'heure de repos. 

De manière générale, quelques conclusions peuvent être dressées concernant l'influence de 
chaque paramètre sur la présence et l'homogénéité du revêtement. 
Des températures basses, semblent favoriser la dissolution, les CaP ayant une solubilité 
inversement proportionnelle à ce paramètre. De plus, l'augmentation de la dissolution de 
surface engendre une augmentation locale de la concentration en espèces susceptibles de 
précipiter et favorise ainsi la formation d'un revêtement. 
La pression pourrait principalement influencer la quantité de C02 dans l'espace confiné du 
réacteur. La quantité de C02 dissoute dans l'eau ainsi que la solubilité des espèces augmente 
assez peu avec l'augmentation de pression entre 60 et 100 bar, ce qui influe assez peu sur le 
pH de la solution initiale. Ce paramètre semble cependant avoir un impact important sur le 
revêtement formé. 
Le temps de traitement a lui aussi montré son influence. Les temps plus longs pourraient 
permettre une dissolution plus importante et ainsi modifier le Ca/P disponible pour la 
précipitation des nouvelles phases mais aussi potentiellement permettre une précipitation 
plus tôt dans le procédé et un temps de maturation par conséquent plus long. 
Le rapport L/S  a montré l'importance de la quantité de liquide utilisée pour effectuer le 
traitement. Si elle est trop importante, la dissolution a bien lieu mais la concentration en 
espèces susceptibles de précipiter n'est pas suffisante pour permettre une précipitation. Ainsi 
une quantité d'eau minimale doit être utilisée pour aboutir à la saturation à la surface du 
matériau et à la formation d'un revêtement. 
L'influence du temps de repos a elle aussi été mise en évidence. Malgré un temps de repos 
nul, un précipité est présent. En revanche, en faisant varier le temps de repos, nous avons 
constaté son évolution avec le temps. De larges plaquettes similaires à l'OCP semblent 
d'abord grandir puis évoluer en ce qui pourrait être une PCCA. Cette évolution est à 
rapprocher de celles observées sur les Poudres Surface obtenues après modification de la 
poudre HA/amTCP (3.1.3). Ce paramètre permet donc de laisser ou non évoluer les phases 
en présence et ainsi moduler leur évolution. 
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4.1 Zinc 

Le zmc a été choisi principalement pour ses propriétés anti-inflammatoires3 18 • Il est 
également l'un des éléments métalliques les moins toxiques pour le corps humain. Comme 
d'écrit dans la Partie 1, de nombreuses études ont déjà été menées sur son intégration à 
différents phosphates de calcium via plusieurs techniques pendant ou post-
synthèse 1ss,1os ,3 rn :m. 

Ici une solution d'acétate de zmc a été utilisée en tant que milieu réactionnel dans le 
procédé C02 haute pression précédemment développé. Trois concentrations différentes 
d'acétate de zinc ont été utilisées tout au long de l'étude. Elles seront nommées : Zinc 
Minimum, Zinc Intermédiaire et Zinc Maximum (Tableau 7, 2.2.1.b). 

Au regard des travaux présentés dans la Partie précédente, mais aussi de la littérature 
concernant la dissolution et la synthèse des phosphates de calcium, le pH est un facteur 
clé du procédé. Des simulations de pH ont donc été réalisées sur les milieux utilisés dans 
cette étude. Le logiciel de simulation PHREEQC a ici permis d'établir les pH des 
solutions d'acétate de zinc une fois saturées en C02 (Tableau 13). A noter que les pH ont 
été calculés sans tenir compte de la présence de céramiques dans le milieu. 

Tableau 13 pH des solutions d'acétate de zinc dans l'eau à pression atmosphérique et saturée en C02 

pH de la solution 
Concentration en pH de la solution saturée en C O  

acetate (g/L) initiale mesuré  2 

simulé* 

Eau 6,80 3,10 

Zinc Minimum 6,30 3,60 

Zinc Intermédiaire 6,40 3,83 

Zinc Maximum 6,50 4,05 

* simulations réalisées à partir d'eau à pH 7 

Les résultats montrent que plus la concentration en acétate de zinc est importante dans 
le milieu, moins le pH est acide, et il est plus élevé que celui de l'eau saturée en C02. 
Ainsi, dans le cadre de notre procédé, en tenant uniquement compte des modifications 
de pH engendrées par l'ajout d'acétate de zinc, il est possible d'envisager un 
ralentissement des phénomènes de dissolution lorsque la concentration en ions dopants 
est importante. A noter que ces données restent à titre indicatif, les valeurs de pH local 
impactant les céramiques pendant les différentes étapes du traitement étant très 
différentes et variables en raison des processus de dissolution/précipitation qui s'y 
déroulent. 

Dans un premier temps et afin de pouvoir identifier les éventuelles nouvelles phases en 
présence, un mélange de poudre (HA/amTCP, 65/35 % en masse) a été traité en utilisant 
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le protocole de référence et en présence d'acétate de zinc. Une fois traitées, les poudres 
ont été caractérisées en utilisant les méthodes classiques utilisées dans les Parties 
précédentes : MEB, DRX, FTIR. 

4.1.1 Poudres 

Lors des essais réalisés sur les poudres biphasiques de CaP dopées avec le zinc, comme 
sur les essais réalisés sur les poudres traitées dans l'eau, la présence d'une nouvelle phase 
déposée à la surface de la solution (Poudre Surface) a pu être constatée. Cette phase 
était d'autant plus visible que la quantité d'acétate de zinc était faible dans la solution 
de traitement, cela confirme l'effet inhibiteur du zinc sur les phénomènes de précipitation 
3 20,3 2 2 • Malheureusement, quelle que soit la concentration utilisée, la quantité trop faible 
de Poudre Surface n'a pas permis son prélèvement et sa caractérisation. Le peu de phase 
en surface a donc été conservée dans la solution au cours du séchage et mélangée à la 
Poudre Fond, en fin de séchage. Ainsi dans cette partie du travail, les analyses effectuées 
sur le mélange de poudres (poudre fond + une petite quantité de poudre surface) sont 
présentées. 

Dans un premier temps, une analyse DRX a permis d'identifier les phases en présence 
en fonction de la concentration de la solution de traitement en zinc (Figure 81). 

"v Hydroxyapatite * Hopéite 
Référence HA/amTCP 

'v 'v 'v 'v'v 'v 'v 'v 'v'v'v 'v 

Zinc Maximum 

* 'v 'v 'v 'v 'v 

'v 
Zinc Intermédiaire 

* 'v 

'v 
Zinc Minimum 

* ' v * 'v 'v 'v 

10 20 30 40 50 

29 ° 

Figure 81 D R X  Référence HA/amTCP, Zinc Maximum, Zinc Intermédiaire, Zinc Minimum 

Les poudres modifiées correspondent toutes à un mélange d'hydroxyapatite et d'une 
nouvelle phase. Ce nouveau composé a été identifié comme étant de l'hopéite, un 
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Les poudres ont ensuite été observées au :\1EB a.fin d'identifier d'éventuelles 
modifications de surface liées au traitement effectué en présence de zinc (Figure 83). 

Référence Zn Maximum Zn Intermédiaire Zn Minimum 

Figure 83 IvlEll Poudres Réfôrence, dopées avec Zinc !Vlaxirnum, lnlcrrnécliairc cl Minimum 

Les images des poudres traitfos avec les solutions de Zinc Interrnédfoirc et Zinc 
Mœcimurn montrent clairement l'apparition d'une nouvelle phase sous forme de larges 
plaques épaisses parallélépipédiques plus ou moins organisées (a. ,b. ,c. Figure 8:3). Ces 
morphologies plaquettaires n'ont jamais été observées auparavant dans ce travail et 
pourraient correspondre à l'hopéite identifiée en DRX. 
De plus petits feuillets de quelques nanomètres semblent précipités à la. fois sur une partie 
des grains ( d. Figure 83) et sur les parallélépipèdes, indiqués par des flèches vertes sur 
les images a., b., c. de la Figure 83. De plus, de rares plaques semblant provenir de la 
Poudre Surface: sont visibles sur les deux poudres comme illustré par l'image e. Figure 
83. 
La poudre obtenue avec la concentration Zinc Min:imurn (Figure 83) est très modifiée. 
Dien que quelques grains de taille importante soient encore visibles, une partie de la 
poudre est composée de plaques similaires à celles observées lors de la modification des 
poudres sans espèces ioniques et alors appelée Poudre Surface (3.1.3). Sur la surface 

165 



ruguem-,e de ceH plaqueH, de petiteH HphèreH de quelqueH rnicrornètreH de diamètre sont 
visibles, indiquées sur l'image c. de la Figure 83 par des flèches rouges. 

Afin de mieux visualiser la répartition du zinc à la surface des poudres modifiées, des 
cartographies E D X  ont été réalisées (Figure 84). 

Zn Min Zn/nt Zn Max 

Zn La1_2 Zn La1_2 

Ca Kal Ca Kal Ca Kal 

Figure 84 EDX des poudres modifiées Zinc l\faximum, Intermédiaire et :Minimum 

Ces cartographies E D X  permettent de confirmer la présence de :1.ir1c dans les formes 
parallélépipèdes des poudres correspondant aux concentrations Maximum et 
Interrnédiaire. En revanche, ceH cristaux Hernblent exernptH de calcium, cela pourrait 
confirmer le fait qu'il s'agisse de l'hopéite. 
Les larges plaques évoquant la Poudre Surface sur le Zinc Minimum contiennent elles 
aussi du zinc. Les structures sphériques se dégagent également et seraient plus riches en 
zinc. 

Les analyses D R X  et FTIR ont perrrns de donner des informations générales sur les 
poudreH. LeH observations MEB et E D X  ont montré différentH criHt:--rnx contenant plus 
ou moins de zinc. Afin de d'identifier la nature des cristaux observés au lVIEB, une série 
de mesures RAl\lAK couplées à un microscope optique a été menée (Figure 85). Cette 
technique permet de cibler les différentes morphologies identifiées au MEB comme étant 
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déposées sur les grains non dissouts, les spectres RAMAN font apparaitre principalement 
de l'HA bien cristallisée attribuable à la poudre de départ non dissoute ainsi qu'une phase 
apatitique mal cristallisée mise en évidence par l'élargissement de la bande à 961 cm- 1. 

D'autres phases sont visibles et directement liées à la composition des plaques issues de 
la précipitation en surface. Ainsi, la bande à 980 cm- 1 ne correspond à aucun CaP connu 
et pourrait correspondre à une phase de CaP dopée en zinc. Son intensité augmente 
d'ailleurs avec la quantité de zinc introduite dans la solution de traitement. De plus, la 
présence d'une bande à 950 cm- 1 caractérise la présence d'une phase amorphe. Son 
intensité croit en rapport avec la concentration en zinc confirmant le caractère inhibiteur 
de celui-ci sur les phénomènes de cristallisation3 20,3 25 • Les phases précipitées en surface 
seraient donc un mélange d'apatite mal cristallisée, d'une phase amorphe et d'une phase 
phosphatée non identifiée riche en zinc. 

Conclusion 

Ainsi, le traitement des poudres de CaP en présence de zinc a permis de montrer des 
différences significatives par rapport aux poudres simplement traitées dans l'eau. 

Il est important de rappeler que comparativement aux expériences menées dans l'eau, les 
cinétiques de variation de pH pourraient ici être modifiées de par la présence d'acétate 
dans le milieu. Ce dernier pourrait influencer le temps de saturation du milieu. Il a de 
plus été montré que la solubilité du C02 s'en trouvait modifiée et par conséquent le pH 
à saturation et ce d'autant plus que la concentration en zinc est importante. 
Les résultats présentés ici ont permis de montrer que l'augmentation de la concentration 
en zinc dans la solution de traitement induit une augmentation de la quantité d'hopéite 
précipitée sur les grains et une diminution de la quantité de poudre surface formée. Cette 
dernière, bien qu'en quantité moindre sera plus riche en phase amorphe et en phase CaP 
non identifiée riche en zinc. 

Dans le cadre de la régénération osseuse, l'hopéite pourrait être un phosphate d'intérêt. 
En effet, des recherches ont récemment été menées montrant sa biocompatibilité et 
potentiellement son effet stimulant sur la régénération osseusé326 3 28• 
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Cet.te phase pourrait. ici aussi correspondre à de l'hopéite, comme précédemment constaté 
à forte concentration sur les poudres modifiées en présence de zinc. 
Cne très faible dissolution est également observable sur les cubes obtenus dans le milieu 
Zn Interrnédfoire. Quelques formes sphériques ont été observées à certains endroits en 
surface mais elles restent rares. Ces dernières sont de taille inférieure aux sphères 
observées sur la poudre Zn Minimum bien que d'apparence semblable. 
Enfin les cubes de céramiques ayant subi un traitement Zn lvfinirnwn montrent des zones 
couvertes de précipité. Cette morphologie est similaire à celle observée sur les substituts 
modifiés en l'absence d'autres cspôccs. 
Les surfaces spécifiques sont du même ordre de grandeur quelle que soit la concentration 
en zinc utilisée. Ces mesures ayant une précision de 0,03 m2 / g elles ne montrent pas de 
modifications importantes par rapport aux cubes des références ( cubes Non Traités). 

Les trois concentrations influencent de manière différente la modification de surface 
observées sur les substituts. Bien que la surface spécifique ne soit pas modifiée de manière 
significative, des mesures de porosimétrie à mercure ont ici aussi été réalisées afin 
d'appréhender au mieux la morphologie de surface des cubes traités. 

Substituts Non Modifiés 
Zn Maximum 
Zn Intermédiaire 
Zn M'n"mum 
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Figure 87 Porogramme des cubes modifiés 7,inc :vraximum, Intermédiaire, Nfinimum 

Les porogrammes (Figure 87) montrent des modifications de porosité du même ordre de 
grandeur que celles observées précédemment sur les céramiques modifiées sans espèces 
ioniques dans le milieu (3.2.2). La population 1000-30000 nm est décalée vers la droite, 
traduisant une diminution du diamôtre des porcs. Concernant la gamme 10-lO00nm, les 
porcs au-delà de 250nm de diamètre environ semblent avoir disparu et le volume poreux 
correspondant à la population restante semble plus réduit. 
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Enfin, l'apparition d'une porosité de quelques nanomètres est visible sur les substituts 
modifiés avec la concentration Minimum de zinc. Cette porosité est en accord avec les 
observations faites sur l'image f. Figure 86. 

Il y a donc bien une dissolution ainsi qu'une précipitation, dépendantes de la 
concentration en zinc et différentes de celles observées dans la Partie précédente. Afin de 
localiser le zinc sur les substituts, une série de mesures EDX a d'abord été menée. 

Zn Max Zn /nt Zn Min 

Figure 88 E D X  des substituts poreux traités avec les 3 concentrations Zinc Maximum, Intermédiaire et 
Minimum 

Les analyses EDX présentées sur la Figure 88 ont ici aussi permis de constater une forte 
concentration en zinc dans les structures observées au MEB sur les substituts Zinc 
Maximum. Il est probable que ces structures soient également de l'hopéite, comme 
constaté sur les poudres modifiées avec des concentrations importantes de zinc. Sa 
présence signifie que la dissolution de la céramique a été suffisamment importante pour 
mettre en solution des phosphates permettant la précipitation d'hopéite. En revanche 
dans ces conditions de température, pH et concentrations, la précipitation de cette phase 
semble favorisée par rapport à celle d'un CaP. Le reste de la surface des pores n'aurait 
pas intégré de zinc en quantité suffisante pour être visible grâce à cette technique. 
Concernant les substituts traités avec les concentrations Zinc Intermédiaire et Minimum, 
du zinc est visible de manière uniforme sur la surface des pores. 
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Les Figure 91 et Figure 92 montrent le taux d'inhibition des substituts traités en 
présence de zinc mis en présence cl' E. coli et B. s-ubtilis. 
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Figure 91 Tests antibactériens g coli effectués sur les échantillons traités avec les concentrations Zinc 
::Vlaximum, Intermédiaire et Nlinimnm ainsi que les substituts traités an CO" en milieux aqueux et les 

cubes 11011 traités 
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Figure 92 Tests antibactériens R. snbtilis effectués sur les échantillons traités avec les concentrations 
Zinc IVlaximum, Intermédiaire et Minimum ainsi que les substituts traités au CO  en milieux aqueux et 

les cubes non traités 

Les taux d'inhibition ont été calculés en fonction d'un puit de référence où les bactéries 
n'ont pas été mises en contact avec les cubes. Cn taux d'inhibition positif indiquera le 
pouvoir antibactfaien du substitut, alors qu'une valeur négative signifiera au contraire la 
promotion de la croissance bactérienne. 
Concernant E. coH, les échantillons Zinc Minimum semblent avoir une activité 
antibactérienne, contrairement aux autres substituts dopés en :dnc, qui, à l'inverse, 
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stimuleraient la croissance bactérienne. L'activité antibactérienne correspondant. à la 
concentration l\,finùnum est ici supérieure à celle obtenue avec les substituts traités 
(Modf:fiés) en présence d'eau pure saturée en C ( h  
Pour B. subtüis, l'activité antibactérienne est. observôc pour chacun des substituts. 
Cependant, seule la concentration de Zinc Intermédiaire montre une activité légèrement. 
supérieure à celle des cubes Non Modifiés. 

Alors que clans la littérature, le zinc est présenté comme ayant une activité 
antibactérienne forté;u;;s:r3 i ; cela ne semble pas être le cas ici. 

Enfin, des ostéoblastes ont été utilisés afin d'évaluer leur viabilité et de quantifier un des 
marqueurs de leurs activités qu'est l'ALP une fois mises en contact avec les substituts 
modifiés en présence de ,dnc (Figure 93). 
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Figure 93 Tests cellulaires réalisés sur les céramiques traitées avec les concentrations Zinc ::Vlaximum, 
lnLermfrliairc: et .l\1inimum, rc:préscnt/:s av<x: les crrcms sLandards et *, mont.rani. des diff{:rences 

significatives (p<ü.Oô) par rapport au Contrôle 

Les viabilités cellulaires à 3 et 7 jours n\mt pas montré de différence significative avec 
le contrôle, il n'y aurait donc pas de cytotoxicité marquée. A 7 jours, cependant, une 
tendance est visible montrant. une viabilité croissante avec la concentration en zinc. 
Concernant. les mesures d'ALP, elles sont significativement supérieures au contrôle pour 
les concentrations Interm,édùûre et lvfa:âmurn. Cette dernière est. un marqueur de 
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l'activité cellulaire, soulignant ainsi leur capacité à précipiter la matrice organique osseuse 
et à minéraliser cette dernière. 
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Conclusion 

L'étude sur les poudres dopées au zinc a permis de montrer la possibilité de modifier la 
surface des céramiques en utilisant le procédé C02 haute pression. Bien que toutes les 
phases précipitées n'aient pas pu être identifiées (Figure 85), les résultats obtenus ont 
permis de montrer l'influence de la concentration en zinc du milieu de traitement sur les 
modifications de surface et sur les phases précipitées post-traitement. 
A concentration en Zinc Minimum, la formation de cristaux en surface du liquide pendant 
l'heure de repos évoque des mécanismes similaires à ceux observés sur les poudres 
modifiées en simple milieu aqueux : il y a bien dissolution puis nucléation en surface 
d'une nouvelle phase qui intégrerait en partie le zinc. Les concentrations importantes 
voient apparaitre de larges cristaux de phosphate de zinc hydraté (Hopéite) et les D RX 
permettent d'en voir également l'amorce pour la concentration Minimum, bien qu'elle ne 
soit pas clairement visible sur les observations MEB. Ainsi une quantité importante de 
zinc pourrait favoriser, en présence de phosphate en milieu aqueux, la précipitation d'une 
autre phase que les CaP jusqu'à présent observés. Enfin, bien que les pH mis en jeux ne 
soient pas identiques, une dissolution a bien lieu puisque des phases nouvelles précipitées 
de CaP sont visibles sur les trois expériences malgré le fait que l'action inhibitrice de la 
cristallisation du zinc ait été vérifiée. 

Les modifications des cubes de céramique ont permis de montrer des différences 
significatives comparées aux observations faites avec les cubes traités dans l'eau pure 
saturée en C02. 
Tout d'abord, il semble bien y av01r incorporation de zmc et ce de manière 
proportionnelle à la concentration imposée. Ici aussi, des mécanismes différents ont été 
identifiés selon la concentration. La nouvelle phase identifiée comme étant de l'hopéite 
n'est visible que pour la concentration maximale en Zinc. Les dosages effectués par ICP 
dans le milieu environnant ont permis de valider une libération de calcium, donc un 
processus de dissolution. Les différences de concentration en calcium pourraient à la fois 
être dues à une dissolution moindre pour les concentrations plus élevées de zinc mais 
aussi à une précipitation plus importante pour les concentrations faibles. Dans tous les 
cas, les revêtements formés sont moins réguliers qu'en absence d'espèce ionique. Il est 
possible de noter la différence de pH initial entre les solutions de zinc et le milieu aqueux 
précédemment utilisé, comme vérifié en simulation. Cette différence de solubilité pourrait 
être à l'origine d'une dissolution moins importante de céramique pour Zn Maximum. Une 
plus petite concentration de calcium dans le milieu ne permettrait alors pas de dépasser 
la concentration Co menant à la précipitation d'une nouvelle phase phosphocalcique, 
contenant du zinc ou non. 

Les substituts ainsi obtenus ont montré des activités antibactériennes limitées mais des 
améliorations notables de l'activité cellulaire. Il semblerait intéressant de trouver un 
compromis entre la création d'un revêtement homogène grâce à des concentrations 
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4.2 Argent 

L'argent a été évoqué dans la littérature comme étant un métal d'intérêt dans le domaine 
des substituts osseux. Il empêcherait la formation de biofilm, la prolifération bactérienne 
et serait également antiviral 1 1 3,1 1 7,1 2 1 

Des études ont montré la possibilité de l'intégrer à des CaP tel que l'apatite. Son degré 
d'intégration dans ce genre de phases est cependant limité49. 

Dans cette partie, seront présentés les résultats obtenus à partir des poudres minérales 
puis des cubes de céramiques traités grâce au procédé CO2 haute pression en présence 
d'argent. 
De la même manière que pour l'étude présentée sur le zinc, l'argent sera introduit dans 
le milieu réactionnel grâce à l'ajout d'acétate d'argent. Ici aussi trois concentrations 
identiques à celles présentées précédemment, en termes de concentration massique en 
espèce active, seront utilisées et appelées Argent Maximum, Intermédiaire et Minimum 
(Tableau 7, 2.2.1.b). Des simulations PHREEQC ont ici aussi été réalisées afin d'évaluer 
les modifications de pH induites par l'ajout d'acétate d'argent sur la solution initiale et 
sur la solution saturée en CO2 durant le traitement. (Tableau 15). 

Tableau 15 pH des solutions d'acétate d'argent dans l'eau à pression atmosphérique et saturée en C02 
d'après les simulations PHREEQC 

pH de la solution 
Concentration en pH de la solution saturée en C O  

acétate d'argent (g/L) initiale mesuré  2 

calculé * 
Eau 6,80 3,10 

Argent Minimum 5,83 3,29 

Argent Intermédiaire 5,84 3,44 

Argent Maximum 5,90 3,65 

* simulations réalisées à partir d'eau à pH 7 

Dans des conditions normales avant saturation, les pH des solutions riches en ions argent 
semblent plus acides que l'eau mais ne semblent pas dépendre de manière significative 
de la concentration en ions argent. A saturation en CO2, le pH des solutions riches en 
argent est légèrement moins bas que celui de l'eau pure saturée de CO2 (3,10) et celui-ci 
semble dépendre de la concentration de la solution considérée. Il est d'autant plus élevé 
que la concentration en acétate d'argent est importante dans la solution. 
D'après l'étude précédente, ce paramètre est primordial et les pH pourraient intervenir 
et modifier les mécanismes de dissolution/précipitation. 
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Afin de pouvoir caractériser les modifications apportées à la céramique lors du traitement, 
ici aussi, des poudres d'HA/amTCP ont d'abord été utilisées. 

4.2.lPoudres 

Cette étude a pour but d'identifier les modifications induites par l'ajout d'acétate 
d'argent sur le revêtement obtenu après traitement en C02 à haute pression. 
Ici aussi, contrairement aux expériences menées dans l'eau, la quantité de poudre se 
formant en surface durant l'heure de repos n'a pas été suffisante pour être analysée de 
façon indépendante, et ce, quelle que soit la concentration d'acétate d'argent utilisée. Les 
deux poudres, Poudre Surface et Poudre Fond ont donc été mélangées et caractérisées 
de façon globale. La présence d'une poudre surface est cependant visible quelle que soit 
la concentration en argent initiale contrairement au cas du zinc où elle n'était visible que 
pour la concentration Minimum. Des techniques identiques à celles précédemment mises 
en œuvre pour l'étude des poudres modifiées en présence d'acétate de zinc ont été utilisées 
pour caractériser celles obtenues en présence d'acétate d'argent. 

La DRX a tout d'abord permis d'identifier les phases cristallines en présence (Figure 94). 

10 20 30 
2 0 ° 

Référence HA/amTCP 

V 
V 

Argent Maximum 

Argent Intermédiaire 

Argent Minimum 

40 50 

Figure 94 D R X  Référence HA/amTCP, Argent Maximum, Argent Intermédiaire, Argent Minimum 
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1087, 987, 864 cnr 1  :13• Un élargissement de ce type peut également être relié à une 
présence accrue d'apatit.e mal cristallisée (PCA ou PCCA). 

Ces deux types d'analyses ont permis d'identifier les phases en présence. Alors que les 
DRX montrent, de la même manière que dans le cas du zinc, une présence de phosphates 
liée à l'espèce dopante, d'autant plus importante que la concentration augmente, les 
mesures FTIR sont difforentes de celles constatôcs sur le zinc. La présence d'autres 
phosphates de calcium ( OCP, PCCA) pourrait également participer à ces modifications 
constatées sur les spectres FTIR. Afin d'aller plus loin, une observation MEI3 a permis 
chJbserver les poudres traitées en présence d'argent et a été complétée par des mesures 
EDX permettant de mettre en évidence les structures contenant de l'argent. L'ensemble 
des résultats est présenté sur la Figure 96. 

Référence Ag Maximum Ag Intermédiaire Ag Minimum 

Figure 96 MEB de la Pondre de Référence, et des poudres dopées avec de !'Argent 

Quelle que soit la concentration initiale en argent utilisée dans la solution de traitement., 
nous constatons après traitement une disparition des plus petites particules observées sur 
la référence et. identifiées alors comme étant de l'arnTCP (Figure 96). Cette disparition 
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du TCP prouverait la dissolution préférentielle de cette phase conformément à ce qui a 
déjà été discuté en 3.2.1. Des grains de taille conséquente, plusieurs dizaines de µm, sont 
encore visibles après traitement C02 et pourraient correspondre aux grains d'HA initiaux. 
Ils sont parfois partiellement recouverts d'un précipité constitué de nanoparticules avec 
dans certains cas apparition de cristaux cubiques; particulièrement pour les poudres 
traitées avec les concentrations Argent Ma:ûrrmm et Interrnédiaire. Ces cubes n'ont 
jamais été observés jusqu'à présent dans ce travail; et sont donc très probablement liés 
à la présence d'argent. Ils pourraient correspondre aux phosphates d'argent identifiés en 
DRX. De telles morphologies cubiques de phosphates d'argent ont déjà été observées 
dans la littérature lors de leur synthèse en milieu aqueux à des pH ne1ltres:i:;:i.:i:;4 

De larges plaques similaires au précipité de la I'mldre Surface obtenue lors de la 
modification des mêmes poudres en milieu aqueux saturé en C02 sont également 
présentes dans le cas des trois concentrations mises en ccuvre, bien qu;en quantité plus 
importante pour les faibles concentrations en ions argent. 
La poudre récupérée après traitement avec la concentration Argent lt;fa:rirnnrn a une 
morphologie analogue à celle observée sur les plaques de Poudre Surface ltfaforécs 
considérées dans la Partie précédente (3.1.3.a). Elles ont à la fois une face lisse et une 
face rugueuse et sont constituées de plaques plus petites ayant fusionné. Les précédentes 
expériences ont montré dans cc cas la pr{'.sence crune PCCA. Les poudres formées en 
surface n;étant ici pas prélevées elles passent plus de temps dans le milieu aqueux et 
auraient le temps de maturer. De nombreux cristaux cubiques <tenviron 5pm de côté y 
sont inclus rappelant ceux précédemment constatés sur les grains non dissout cl'HA. 
Les plaques visibles sur la concentration Intermédiaire sont globalement semblables à 
celles considérées sur le A1a1:irrmm. Les cristaux cubiques sont cependant plus larges 
(l01nn) et leur proximité est entourée de sphères à la morphologie « rose des sables » 
comme observé sur les Pcmdres Smfaces d'HA/amTCP (3.1.:3). Ces morphologies avaient 
alors été reliées à une précipitation d'OCP. Elles seraient témoin œune néo-cristallisation 
de phases phosphoca.lciques alors que les PCCA seraient le fruit de l'hydrolyse de cette 
phase. 
Enfin, les plaques obtenues sur les poudres après traitement avec la concentration 
Minirnv:m sont analogues aux prôchlentes avec une face lisse et une rugueuse rappelant 
la Powlre Surface Maturée. Aucun cube n;est ici visible. De plus petites sphères de 
quelques nanomètres, éparses en surface, sont aussi visibles. 

D\1près les observations IVIEB; EDX et de spectroscopie FTIR, la poudre a bien été 
modifiée et des phosphates d'argents ont été précipités. Des mécanismes potentiellement 
proches de ceux observés sur les poudres traitées sans espèce dopante pourraient en être 
à l'origine. En effet, un précipité formé de plus petites plaques coalescécs apparait dans 
les trois cas avec un aspect déjà observé comme typique de PCCA formé suite à une 
maturation en milieu aqueux. 
Afin de déterminer la répartition de l'argent dans les structures observées, des 
cartographies EDX ont été réalisées (Figure 97). 
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Figure 97 EDX des poudres moclifiôcs Argent lvlaximum. lnlcrrnôcliaire cl lvlinimum 

Alors que l'échantillon traité avec la concentration Argent .Minfrn,11,m ne montre que 
quelques points isolés d'argent pouvant être des nucléis de phases contenant de l'argent, 
voire de Pargent intégré à la nouvelle phase (certainement de CaP), les cristaux cubiques 
observés sur l'Argent Interrnédfoire et Afa:ârnv:m sont clairement identifiables comme 
étant des phases riches en ion argent et phosphore. En revanche, ils ne contiennent pas 
de calcium, ce qui conduirait bien à les identifier comme étant les phosphates d'argent 
constatés précédemment en D RX. 

Les mesures DRX et FTIR ont permis de donner des informations gônérales sur les 
poudres et l'EDX et le :\1EI3 ont montré des structures hétérogènes. Afin d'identifier au 
mieux les phases correspondantes aux morphologies présentes, des mesures de 
spectroscopie RAl\IAN, ponctuelles, ont été effectuées sur les formes cubiques, les grains 
identifiés comme pouvant. être ceux cl 'HA non dissouts ainsi que sur les plaques qm 
peuvent être identifiées comme étant de la Pondre Smface précipitée (Figure 98). 
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Conclusion 

Les résultats obtenus sur les poudres traitées en présence d'argent par le procédé C02 
haute pression ont permis de montrer la modification des poudres d'HA/amTCP avec 
intégration de l'ion bioactif argent. Les modifications de pH, de concentrations en ions 
calcium, phosphore et argent présents dans le milieu semblent induire la précipitation de 
plusieurs phases en proportions variables en fonction de la concentration initiale en ions 
argent dans le milieu de traitement. 

D'après les observations faites, un précipité se forme en surface du liquide suite à l'heure 
de repos dans chacun des cas, témoin d'une dissolution de la phase céramique, et est 
composé de Ca et P. Les observations MEB ont permis de discerner ces plaques et d'y 
déceler la présence plus ou moins importante de phosphate d'argent en fonction de la 
concentration initiale en argent utilisée. Ils ont aussi été observés sur les larges grains 
non dissouts dans le cas de l'Argent Maximum. 
La présence de cristaux cubiques de phosphate d'argent a déjà été observée dans la 
littérature lors de synthèses réalisées à pH neutre et à température ambianté36• Ainsi, 
dans les expériences réalisées en présence de C02 haute pression, ces composés 
précipiteraient de manière préférentielle lors de la remontée en pH et pendant l'heure de 
repos ou très localement grâce aux remontées de pH dues à la dissolution des phases 
phosphates qui composent la céramique durant le procédé. Ces phosphates d'argent 
pourraient avoir un intérêt dans l'activité antibactérienne envisagée336• 

Grâce aux mesures RAMAN il est possible de supposer que la formation des plaques en 
surface subirait les mêmes étapes de précipitation et de maturation que celles observées 
sur les Poudres Surface obtenues en l'absence d'argent (3.1.3). Cette hypothèse est 
renforcée par la présence de carbonates sur les FTIR permettant d'identifier du PCCA, 
produit de la maturation des plaques précipitées en surface. La carbonatation pourrait 
se faire grâce au milieu riche en C02, lors de la remontée en pH. 
Des phases d' ACP sont cependant visibles. La présence d'argent et notamment la 
précipitation de phosphate d'argent pourrait influencer les différents mécanismes de 
précipitation, notamment en consommant des phosphates et en modifiant ainsi la 
concentration disponible pour la précipitation de CaP ( OCP, PCCA ... ). 

Suite à ces observations, des cubes de céramiques poreux ont été modifiés en utilisant le 
même protocole et les mêmes solutions que celles utilisées précédemment. Cela pourrait 
permettre de conférer des activités supplémentaires à ces cubes en plus de modifier leur 
surface. 
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une nouvelle phase apatitique moins bien cristallisée, mais également les Poudres 
Surfaces Maforées modifiées sans espèces dopantes (3.1.3.a), comme évoqué suite aux 
essais sur les poudres dopées à l'argent. De rares sphères sont également visibles en 
surface. 
Les surfaces spécifiques des trois types de cubes modifiés sont légèrement plus 
importantes et de l'ordre de celles observées lors de la modification des cubes en présence 
d'eau pure saturée en C02. Cette légère augmentation pourrait être due à la nouvelle 
phase précipitée en surface. Les échantillons traités avec la concentration Minimum, ont 
une surface spécifique plus élevée qui pourrait être due au revêtement très dense observé 
sur ces échantillons ainsi qu'à la présence des structures sphériques. 

Des mesures de porosimétrie mercure ont également été réalisées afin d'évaluer l'évolution 
de morphologie des cubes (Figure 100). 
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Figure 100 Porogrnmmes des cubes non traités et traités en présence d'Argent. 

Les porograrnrnes obtenus sur les substituts traités sont différents de celui obtenu avec 
la référence non traitée. Les porosités entre 1000-30000nm sont légèrement décalées vers 
la droite, leur diamètre est clone diminué notamment pour l'Argcnt Minimum. La gamme 
de pores de 10-lO00nm est diminuée dans les trois cas. L'Argent Mùâmum voit également 
la création d'une nouvelle porosité, décalant le pic les diamètres de pores inférieurs. 
Enfin des porosités inférieures à 10nm sont créées dans tous les cas, certainement en 
raison de l'apparition du nouveau précipité dense en surface. 
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Figure lo:3 Test de libération da.ns SRI<' 0,9 sur 3 semaines Argent l\finimum 

Bien que l'erreur soit importante pour les dernières valeurs en raison du protocole 
expérimental, une tendance se dégage. On constate tout d'abord qu'une libération très 
rapide d'argent a lieu dès les premières minutes du test de relargage. L'argent libéré au 
cours de cette phase, peut provenir de l'argent contenu dans la phase labile des 
nanocristaux biomimétiques de PCCA qui constituent le revêtement et qui seraient 
libérés par simple échange ionique avec les ions calcium contenus dans le milieu de 
libération. Il est possible qu'un mécanisme identique puisse aussi impliquer les phases de 
phosphate d'argent. Les quantités libérées par la suite proviennent très probablement de 
la dissolution progressive de nucléis de phosphate d'argent pouvant ôtre présents à la 
surface du revôtement. A cela, nous devons ajouter les phénomènes de diffusion à travers 
les réseaux poreux (réseau nanoporeux de surfaces et réseau << macroporeux >> constitué 
par le squelette céramique). 
En fin de cinétique, après 3 semaines, seulement 6,5% de la totalité de l'argent inclus 
dans les céramiques est libéré. Le faible pourcentage d'argent libéré peut être expliqué 
par le fait qu'une partie des ions argent ont pu intégrer la phase cristallisée de la phase 
apatitique et seraient donc non échangeables par simples échanges ioniques et par le fait 
qu'une partie des ions argent libérés pourraient réagir avec les anions chlorure contenus 
dans la solution diluée de libération pour précipiter sous forme de chlorures d'argent 
insolubles dans ces conditions de pH. 

Pour complôter cette étude et comme précédemment dans le cas des substituts dopés au 
zinc, des tests préliminaires antibactériens et sur des cellules osseuses (ostéoblastes) ont 
été faits sur les substituts dopés à l'argent. 
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Figure 105 Tests antibactériens B. subtili.  effectué  snr le  substitut  :-;ron traité  et Traités avec les 3 
conccnlralions d'Argent. 

Les essais menés sur B. subtilis (Figure 14) ont montré une activité antibactérienne 
nettement supérieure à celle observée précédemment avec E. coli. L;activité 
antihactfrienne sur B. subtfüs semble augmenter en rapport avec la concentration en 
argent incluse dans les substituts. 

Les substituts traités obtenus ont ensuite été utilisés pour évaluer la viabilité et l'activité 
cellulaire des ostéoblastes (Figure 106). Leur viabilité a été mesurée à 3 et 7 jours. Le 
taux d'ALP exprimé, un des marqueurs de l'activité; a lui aussi été mesuré à 7 jour. 
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Figllfc lOG TcsLfi cellulaires Sllf les cérnmiq11Œ LraiL{:Œ en présence d'Argent, 
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Si l'on compare les résultats obtenus avec les échantillons du contrôle, il semble que 
l'argent améliore la viabilité cellulaire à 3 jours indépendamment de la concentration en 
argent présente dans les cubes traités, alors qu'à 7 jours la viabilité des ostéoblastes 
semble inférieure à celle obtenue avec les cubes de céramique de référence traités à l'eau. 
Cependant, bien que des tendances soient observées, ces mesures n'ont pas montré de 
différences significatives d'après les essais statistiques de type AKOV A avec p=0.05. 
L'argent semble aussi impacter la quantité d'ALP exprimée. Elle est moins importante 
que dans le cas du contrôle. Cette baisse ne semble pas favorable à l'activité des 
ostéoblastes concernés. La concentration serait alors un facteur important pour ajuster 
les effets souhaités comme évoqué dans la littérature ;;:;x 

Si la viabilité et l'activité des ostéoblastes sont dépendants de la concentration, il serait 
souhaitable d'ajuster la concentration d'argent afin d'allier les effets antibactériens sur 
les bactéries gram + comme sur les bactéries gram - ,  et éviter toute diminution de la 
santé cellulaire. 
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Conclusion 

Cette étude a permis d'observer des modifications de surface induites par le traitement, 
indépendantes de la concentration en ions argent en présence. Cet élément ne semble pas 
perturber de manière significative (inhiber ou ralentir) la formation d'un revêtement lié 
à la précipitation de phases a priori phosphocalciques à la surface des substituts. 
Des états de surface différents ont néanmoins été observés en fonction de la concentration 
initiale en acétate d'argent. Les mécanismes de dissolution/précipitation pourraient ainsi 
être similaires à ceux déjà discutés dans la Partie 3 (3.2.2). En effet, des morphologies 
très similaires à celles observées lors des traitements effectués à l'eau saturée de C02 ont 
été observées au MEB. Alors que des feuillets rappelant l'OCP sont visibles sur les 
échantillons traités en présence d'Argent Maximum, une couche similaire à la PCCA des 
Poudres Surfaces Maturées (3.1.3.a) sont présentes sur l' Argent Minimum. En revanche, 
une phase supplémentaire de phosphate d'argent a clairement été observée pour les cubes 
traités dans la solution Argent Maximum. Cette phase est reconnaissable grâce à la forme 
cubique de ses cristaux (Figure 99). La concentration en argent élevée favoriserait en 
partie la précipitation de ces phases grâce au phosphore provenant des céramiques. Une 
fois de plus, le manque d'accès aux évolutions de pH et aux concentrations locales 
pendant le procédé est un frein à la compréhension des phénomènes de dissolution et 
précipitation qui ont lieu pendant les différentes étapes du procédé. 
Des morphologies différentes ayant été observées, il pourrait être intéressant d'essayer 
de déterminer la nature de ces revêtements grâce à des mesures RMN du solide mais 
aussi d'échanges ioniques. 
Enfin, l'activité antibactérienne a été mise en avant particulièrement pour les fortes 
concentrations. Cela ne semblant pas avoir d'effet notable sur les ostéoblastes, l'argent 
semble d'intérêt dans le cadre de notre étude, permettant à la fois un revêtement et une 
propriété antibactérienne importante. 

Le tableau ci-dessous permet de résumer les informations essentielles tirées de l'étude 
de la modification des poudres et des cubes en présence d'argent grâce au procédé C02 
haute pression 
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4.3 Cuivre 

Il est établi dans la littérature que le cuivre est un élément intéressant dans le domaine 
de la régénération osseuse. Il serait en effet, antibactérien, stimulant de l'angiogenèse et 
permettrait l'augmentation de la quantité d'ostéoblastes 1:i

2-1:i5_ 

Le cuivre a ici été introduit sous forme d'acétate de cuivre dans la solution de traitement 
des poudres (HA/amTCP) dans un premier temps puis des cubes de céramique poreux. 
Trois concentrations : Cuivre Minimum, Intermédiaire et Maximum (Tableau 7, 2.2.1.b) 
ont été utilisées dans les deux cas et correspondent aux mêmes concentrations massiques 
d'espèces actives que dans le cas des autres éléments. 

Afin de tenir compte des valeurs de pH des solutions utilisées, des mesures ont été 
réalisées sur les 3 solutions d'acétates non saturées en C02. Des simulations en utilisant 
PHREEQC ont également été faites pour déterminer le pH des solutions saturées en C02 
utilisées pour le traitement à haute pression. Les valeurs sont représentées dans le 
Tableau 17. 

Tableau 17 pH mesurés des solutions d'acétate de cuivre à différentes concentrations et pH calculés des 
mêmes solutions saturées en CO2 à 40 ° C et 80 bar 

pH de la solution 
Concentration en acetate pH de la solution saturée en CO 

(g/L) initiale mesuré 2 

calculé* 

Eau désionisée 6,80 3,10 

Cuivre Minimum 6,17 3,61 

Cuivre Intermédiaire 6,24 3,84 

* simulations réalisées à partir d'eau à pH 7 

La simulation permet de constater une augmentation du pH de la solution saturée en 
C02 en rapport avec l'augmentation de la concentration en cuivre dans le milieu. Cette 
augmentation du pH pourrait induire un retard et une diminution des phénomènes de 
dissolution de la céramique au cours du traitement lorsque la concentration en acétate 
de cuivre augmente dans la solution de traitement. Ce paramètre sera à prendre en 
considération dans l'analyse des résultats autant sur les poudres que sur les substituts. 

Comme avec les autres espèces, une première étude a été menée sur les céramiques sous 
forme de poudres. 
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4.3.1 Poudres 

De la même manière que pour les espèces précédentes, la possibilité de modifier un 
mélange de poudre HA/ amTCP a d'abord été étudiée. Les quantités de Poudre Surface, 
observées après traitement à la surface de la solution de traitement sont ici aussi faibles 
et impossibles à prélever. Cette quantité de Poudre Surface n'étant ici non plus pas 
assez importante pour être prélevée, une seule poudre récoltée après séchage 
( correspondant à un mélange Poudre Fond et Poudre Surface) a été analysée. 

Les trois poudres Cuivre Maximum, Intermédiaire et Minimum, ont été caractérisées 
avec plusieurs techniques permettant d'identifier des similarités ou non avec les 
expériences précédemment menées sur les poudres modifiées en présence d'eau seule, de 
zinc ou encore d'argent. 

Des analyses DRX ont d'abord été réalisées (Figure 107). 
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Figure 107 D R X  Référence HA/amTCP et poudres traitées avec les trois concentrations de Cuivre. 

Comme déjà observé précédemment, la référence étant un mélange d'HA/amTCP, seule 
la phase HA bien cristallisée présente dans ce mélange est visible sur les diagrammes de 
diffraction des RX. 
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Il est possible qu'une phase riche en phosphate et en cuivre ait. précipité en quantité 
insuffisante ou dans un état cristallin qui ne permet pas sa visualisation par DR.X. La 
présence d'une phase de phosphate de cuivre supplémentaire comme de la Libethenite, 
Cu2(P04)(0H) aux bandes caractéristiques : 941, 951, 1049 cm-1 et 634 et 615 cm- 1 n'est 
pas à excluré39 . 

Ces poudres ont par la suite été observées au 1JEI3. Les images sont présentées sur la 
Figure 109. 

Référence Cu Maximum Cu Intermédiaire Cu Minimum 

Figmc 109 lma.gcs _\'!Eli de la. po11drc de rffércnccs et, des p011drcs dop(:cs a.11 C1üvrc 

Les images îvIEB des poudres modifiées montrent des structures similaires quelle que soit 
la concentration en cuivre utilisée durant le traitement. 
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Des grains de taille et d'aspect identiques à l'HA initiale sont visibles (a., e., j.  Figure 
109). Des structures en « roses des sables >> sont parfois visibles à leur surface (j. Figure 
109). Ces formes ont été identifiées dans la littérature comme pouvant être des 
phosphates de cuivre :wi . Elles se formeraient à pH proche de 7 :rn. Cela pourrait. être en 
cohérence avec l'élargissement des bandes phosphates observé sur les spectres FTIR. 
De plus, des plaques ayant à la fois une face lisse et une face rugueuse sont également 
présent.es à chaque concentration (b., c., f., g. ,h. Figure 109). La face rugueuse de ces 
plaques semble provenir d'une coalescence des structures en <, roses des sables >> 
identiques à celles présentes de manière éparse sur les grains d'HA. La format.ion de 
plaques par coalescence de structures éparses a déjà été observée sur la Poudre Surface 
des poudres t.raitôcs à l'eau sat.urôc de C 0 2. On peut. noter que ces plaques sont plus 
important.es à faibles concentrations qu'à forte concentration de cuivre dans le milieu 
mais que les sphères composant ces plaques sont plus visibles, mieux définies et plus 
nombreuses qu'à concentration moindre. 
Enfin, des sphères de quelques centaines de nanomètres ( environ 0,3 µm) sont visibles 
un peu partout sur les différentes morphologies observées, notamment sur les << roses des 
sables » (d.; i. Figure 109), allant parfois jusqu'ù. les recouvrir (flèche orange; d. Figure 
109). 

Afin de localiser le cuivre au sein de ces poudres, une cartographie EDX a été réalisée 
(Figure 110). 
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Cu Minimum Cu Intermédiaire 

Figure 110 Carlogrnphie EDX des poudres modifiées Cuivre :vlaximum (e. plaques précipitées), 
lnt.errnédiaire (c. grains avec des petit.es sphôres, cl. plaques précipitées) cl .Minimum (a. grains avec roses 

des sables, b. plaques précipitées) 

Les cartographies EDX permettent de confirmer la présence de cmvre sur les poudres 
traitées. Les structures identifiées comme des <\ roses des sables » sur les trois t.ypes de 
poudre sont en effet riches en cuivre (a., b., c., d., e. Figure 110). Les roses des sables 
identifiées au MEE contiennent moins de calcium que les grains sur lesquels elles reposent 
(a., c. Figure 110). Les plaques précipitées correspondant à des Pondres Surface sont 
riches en cuivre et des nuances de concentration en calcium sont ici aussi visibles. Les 
roses des sables en contiendraient moins, mais certaines phases pouvant être 
phosphocalciques ressortent également (d. Figure 110) 

Les analyses EDX ont, comme sur les poudres dopées au ,dnc et à l'argent, permis 
chdentifier des structures riches en cuivre, potentiellement des phosphates, que cc soit 
des cristaux de petite taille à la surface des grains initiaux ou sous forme de <\ roses des 
sables ». Les analyses DRX n'ont, elles, pas montré la présence d'autres phases bien 
cristallisées particulières alors que les analyses par spectroscopie FTIR ont souligné la 
potentielle présence de PCCA mais aussi celle d'autres phases phosphatées ( de calcium 
ou de cuivre). Des analyses RAivIA:-J permet.tant de cibler les différentes structures 
identifiées grâ.ce au :tv1EB comme pouvant être plutôt issu de la Pondre Fond ou de la 
Pondre Snrface, ont été réalisées afin d'analyser plus finement les différentes phases 
présent.es (Figure 111). 
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la céramique. D'après la littérature, ces phases pourraient être reliées à la morphologie 
sphérique de quelques nanomètres observée ici 343 . 

Conclusion 

L'étude menée sur les poudres traitées en présence de cmvre a montré la possibilité 
d'obtenir une modification de ces poudres ainsi que de précipiter de nouvelles phases 
riches en cuivre. La concentration de la solution de traitement semble avoir un effet, 
notamment sur la présence d'ACP. 
Malgré l'absence de nouvelle phase identifiable par DRX, et d'après les données recueillies 
dans la littérature et les cartographies réalisées en EDX, il est très probable que les 
structures en << roses des sables » correspondent à une phase de libethenite (phosphate 
de cuivre). Par ailleurs, sa quantité augmente en rapport avec la concentration en cuivre 
utilisée pour réaliser le traitement. 
Dans la littérature, la libethenite, a été détectée lors de l'étude de la synthèse 
d'hydroxyapatite dopée au cuivre synthétisée par double décomposition. Au-delà d'une 
certaine concentration en cuivre dans la solution de synthèse, l'apparition de cette phase 
a été observée 14:i 

Les nouvelles phases constatées pourraient être d'intérêt compte tenu de leur activité 
antibacétrienne , la libethenine ayant notamment montré son efficacité sur les bactéries 
de gram négatif comme Escherichia Colil44. En revanche la présence d'oxydes en trop 
grande quantité pourrait avoir un aspect inflammatoire et porter atteinte à l'intégrité 
des cellules environnantes dans le cas d'implantation 345 . 
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Les surfaces spécifiques des céramiques modifiées ne sont pas significativement 
différentes. 

Des mesures de porosimétrie à mercure (Figure 113) ont permis de compléter l'analyse 
morphologique des substituts. 

Substituts Non Modifiés 
Cu Maximum 
Cu Intermédiaire 
Cu Minimum 

30000 3000 
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0,15 QI 

C 
0 

::, 

0,1 
.... 
C 

0 

0,05 

0 
3 

Figure 113 Porogrammes des cubes non trnitô et traités en présence de cuivre aux trois concentrations. 

La porosité sur la :wne lO00<fü000 nm est décalée vers des diamètres de pores inférieurs 
pour les substituts traités. En revanche, pour les porosités comprises entre 10-lO00nm, 
seule la bande correspondant aux échantillons traités en présence de la concentration 
Minirn-um est décalée vers des diamètres de pores plus petits, indiquant une diminution 
de leur diamètre suite au traitement effectué. 
De plus, seul cet échantillon fait apparaitre la création marquée d'une nanoporosité dont 
les diamètres sont. inférieurs à 10nm. En effet, les échantillons traités avec des 
concentrations Intermédiaire et lvfaximurn présentent la création d'un réseau nanoporeux 
extrêmement. faible qui diminue lorsque la concentration en cuivre augmente. 
Cette dernière observation permettrait de confirmer le caractère inhibiteur du cuivre qui 
inhibe la formation d'un revêtement nanoporeux lorsque la quantité de cuivre augmente. 

Des cartographies EDX ont permis, ici aussi, d'identifier les structures riches en cuivre 
(Figure 114). 
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Figure 118 Tests antibactériens sur B. snbtilis effectués avec les cubes traités avec les trois 
concenlrnt.ions de cuivre. 

Dans le cas de B. subtihs, les cubes traités dans la solution de concentration Minimum 
ainsi que les cubes traités dans l'eau saturée en C02 montrent une activité rnoms 
importante que les cubes non traités. En revanche pour les cubes traités aux autres 
concentrations en cuivre, l'activité antibactérienne croit avec la concentration. 
Les échantillons dopés au cuivre montrent un taux cl 'inhibition moins élevé sur B. 
subtilis, bactérie à gram + que sur E. coli. Ici aussi la concentration initiale en cuivre 
aurait un impact. Plus cette dernière est. import.ante, plus l'activité est marquée. Le 
Ouivrc Minimum a cependant une activité moins importante que les substituts non 
.Nlod{fiés. Ces tests ont permis de dégager des tendances qui seront à confirmer par des 
tests supplémentaires. 

Finalement, des tests de viabilité cellulaire, et d'évaluation du marqueur de leur activité 
ont été réalisés (Figure 119). 
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Figure 119 Tests cellulaires sur les céramiques traitées avec les trois concentrations de cuivre. 

Les résultats des tests cellulaires montrent des variabilités importantes (Figure 119). 
Alors que la viabilité cellulaire des échantillons à 3 jours semble augmenter avec la 
concentration en cuivre, à 7 jours la viabilité des ostéoblastes apparait comme étant 
indépendante de la concentration en cuivre et dans tous les cas, moins bonne que celle 
observée sur le contrôle. Il est possible que, la libération continuant après 3 jours, la. 
concentration en cuivre à 7 jours, plus importante, soit trop forte et en devienne létale 
pour les cellules. Cependant, il faut noter que les tendances observées n'ont pas été 
confirmées via les tests statistiques, ne montrant aucune différence significative avec le 
contrôle quant à leur viabilité. 
La quantité d'ALP serait inférieure de celle exprimée par le contrôle. Ce marqueur permet 
de supposer que le cuivre présente un caractère inhibiteur de l'activité ostéoblastique. 

213 





β



4.4.1 Poudres 

Trois expériences ont été réalisées avec le protocole de référence des poudres et en 
présence des concentrations différentes de strontium qui seront, de la même manière que 
pour les autres espèces précédemment étudiées, nommées Minimum, Intermédiaire et 
Maximum (Tableau 7, 2.2.1.b). Ici aussi, en raison de sa faible proportion, la Poudre 
Surface n'a pu être prélevée et une seule poudre traitée sera étudiée par concentration. 
Les observations après le traitement ont cependant permis de remarquer l'apparition de 
nouvelles phases en surface quelle que soit la concentration en strontium initiale. 

Différentes techniques de caractérisation ont ici aussi permis d'appréhender les phases 
en présence MEB, DRX, FTIR, RAMAN ... 
Des analyses par DRX ont d'abord été réalisées sur chacune des poudres obtenues 
(Figure 120). 

'v Hydroxyapatite 

'v 
vv 

' v  

Strontium Maximum 

' v ' v  'v  

'v  
Strontium Intermédiaire 

' v  
' v ' v  

Strontium Minimum 

'v  
' v ' v  

10 20 30 40 50 

28 ° 

Figure 120 Diffractogrammes R X  de la poudre de référence HA/amTCP et de la poudre traitée en 
présence de strontium 

Quelle que soit la concentration en strontium de la solution de traitement, aucune phase 
supplémentaire n'est visible par DRX, seule l'HA bien cristallisée est présente. Comme 
précédemment, l'absence de la phase TCP est liée à sa structure amorphe très 
difficilement visible par D RX lorsque celle-ci est mélangée à une phase bien cristallisée 
comme HA. Cependant, l'absence d'une nouvelle phase par DRX ne signifie pas 
nécessairement son absence totale mais peut simplement signifier que celle-ci est en 
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Référence Sr Maximum Sr Intermédiaire Sr Minimum 

Figure 122 lmages 11El3 des Poudres non t.raitôc cl t.raitôcs en présence de Strontium Minimum, 
Intermédiaire et Maximum 

Comme on peut l'observer sur la Figure 122 1 les trois poudres traitées subissent des 
modifications. Les grains de petite taille présents sur le mélange de référence ne sont plus 
visibles après traitement. Leur disparition au cours du traitement est due à la dissolution 
de la phase TCP qui s'effectue à pH acide au détriment de la phase HA. 
De larges grains, présumés comme étant de l'HA sont toujours visibles après le 
traitement. En revanche et cc pour les trois concentrations, leur surface est modifiée. Un 
prfa:ipité est formé, semblable à celui constaté sur certains cubes modifiés (a., c. et f. 
Figure 122), notamment à basse pression ou pour un temps de contact long (3.2.4, 3.2.5). 
Il rappelle le précipité formé lors de l'immersion de certains substrats clans le SBF 200• 

Des sphères de moins de un micromètre de diamètre sont aléatoirement disposées sur ces 
larges grains ( cl. et g. Figure 122). Ces sphères poreuses identiques aux sphères observées 
lors des essais de modification CO  haute pression de la poudre d'amTCP (3.1.2), sont 
visibles en surface de ces larges grains. De telles morphologies ont déj,\ été observées dans 
la littérature. Comme décrit lors de la discussion à propos des modifications similaires de 
l'amTCP seul; ces sphères pourraient provenir d\rne forme de « templating » de bulles 
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de CO  Jouru. Ces dernières pouvant se former lors du dégazage pourraient permettent 
une sursaturation locale qui provoquerait l'apparition de sphères. Elles pourraient alors 
grandir radialement comme observé dans cl 'autres travaux montrant la croissance de 
sphères identiques dans des solutions de Ca et P  9:, 

Enfin, des plaques semblant issues de plusieurs petites plaques/sphères ayant fusionné 
évoquent le précipité de surface observé lors des traitements des poudres à l'exception 
des fortes concentration de ,.-;inc (b., e., h. Figure 122). La présence de ces structures 
suggère ici aussi des mécanismes similaires à ceux déjà énoncés concernant la nucléation 
surfacique des nouvelles phases liées à une sursaturation locale lors de l'évaporation du 
milieu, de la remontée en pH et de l'évolution des concentrations ioniques. En revanche, 
elles sont lisses, sans porosité apparente en surface contrairement aux plaques obtenues 
jusqu'à présent. 

Ces images î'vIEB ont permis d'observer pour la première fois une modification des grains 
supposés d'HA après le traitement. Cela témoigne d'une précipitation à leur surface 
jamais observôc jusqu'à présent. Ainsi, le strontium pourrait-il faciliter la précipitation 
de nouvelles phases. 
De plus, le strontium permettrait, d'après la littérature, de ralentir la maturation des 
CaP, notamment de l'OCP à l'apatite 171 

Des cartographies réalisées en EDX ont permis de confirmer la présence de strontium à 
la surface des poudres modifiées (Figure 123). 

Sr Minimum Sr Intermédiaire Sr Maximum 
a. c. /. 

r     ' ,  ,·': 

. ... , . -- -

Figure 123 Cartographie EDX des poudres modifiées Strontium :vlaximum (e. précipité sur grains et f. 
plaques surface), Intermédiaire (b. plaque surface, c. sphères sur larges grains et cl. précipité sur grains) 

cL _\'lininrnm (a. plaque surface) 

Bien que légèrement rnoms présent sur le précipité en surface des larges grains ( d., e. 
Figure 123), le strontium ressort sur chacune des poudres et fait clairement partie des 
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Substituts Non Modifiés 
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30000 3000 300 
Taille de pores (nm) 

0,35 
0,014 

0,012 

0,01 0,3 
o,oœ 
0,006 

0,004 

0,002 0,25 

0,2 

0,15 

0,1 

0,05 

0 
30 3 

Figure 126 Porogra.mmes des cubes non traités et traités en présence de Strontium aux trois 
concentrations. 
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Les trois profils des substituts modifiés sont semblables. Un décalage de la gamme 1000-
30000nm est visible indiquant une réduction du diamètre de ces pores. Ils sont également 
moins nombreux. Concernant la gamme de pores inférieurs de 10-1000 nm, elle montre 
une disparition des pores les plus larges et une diminution de cette population de pores. 
Enfin des porosités inférieures à 10nm apparaissent après traitement avec présence d'un 
réseau nanoporeux nettement plus important obtenu pour la concentration Maximum. 
Ces différences à l'échelle nanométrique ont déjà dans le cadre de ce travail été reliées 
au précipité formé en surface, qui est ici en accord avec les images M E B  (Figure 125) 
il y en a sur les trois concentrations. 

La cartographie E D X  a permis d'établir la présence ou non de strontium sur les cubes 
modifiés (Figure 127). 
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Figure 128 Analyses ICP du milieu aqueux utilisé lors du proc:édé pour les trois concentrations en 
Strontium 

Les résultats ICP montrent dans un premier temps une diminution de la quantité de 
strontium présent dans le milieu aqueux post-procédé. Il y a donc bien une intégration 
de l'élément au sein du substitut comme observé avec les autres espèces. Là encore, la 
solution post-traitement fait apparaitre du calcium libéré et non consommé au cours du 
procédé. La concentration en calcium est la même quelle que soit la concentration en 
strontium imposée. Sachant que tous les substituts ont été recouverts de manière 
homogène, il est possible que la quantité précipitée ait dans tous les cas consommé une 
quantité d'espèces (strontium, calcium et phosphate) telle que les quantités restant 
disponibles ne sont plus suffisantes pour permettre la précipitation d'une nouvelle phase. 
On peut rappeler qu'en effet, ce phénomène repose sur les changements de pH et les 
concentrations disponibles en Ca, Sr et P. N'ayant pas accès à ces informations in situ il 
est difficile ici d'aller plus avant dans l'interprétation. 

Les concentrations en espèces actives au sein des cubes ont été déterminées comme étant 
égales à 
- 57,89±19,29 11g/g de céramique dans le cas de Strontium Minimum, 
- 49,55±16,82 µg/g de céramique dans le cas de Strontium Intermédfo'ire,
- 250 µg/g ± 118,9 11g/g de céramique dans le cas de Strontium Maximum 
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En revanche, son activité sur les ostéoblastes est reconnue 167·:;16 • La viabilité des 
ostéoblastes ainsi que la quantité d'ALP exprimée a été mesurée à 3 et 7 jours (Figure 
132). 

ALP Viabilité Viabilité 
7jours 3jours 7jours 

1,6 0,6 0,6 
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C u u 
ro C C -e 0,8 ro ro 
0 0, 3 -e 0, 3 
V ,  0 

V ,  V ,  
< (  .0 .0 

0,6 < (  < (  

0,2 0,2 
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0,2 
0,1 0,1 
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l1'igure 1:)2 Tests cellula.ires effectués sur les céramiques traitées en présence de strontium aux trois 
conccnlralions. 

Les mesures de viabilité: proches voire au-dessus du contrôle à :3 jours sont inférieures él 
7 jours. La tendance visible indiquant une meilleure viabilité cellulaire à 3 jours lorsque 
la concentration est importante, n:est pas vfaifiée à 7 jours. Le strontium ne participerait 
donc pas à la longévité cellulaire. De plus, les mesures d:ALP, un des marqueurs de 
l;activité cellulaire, ne montrent pas d'augmentation significative. Uécart type reste 
cependant très important. 
La concentration intégrée n'est probablement pas favorable au développement. 
d;ost.éoblast.es. Il pourrait être intéressant. de tester des concentrations en strontium 
différentes. 
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4.5 Bilan 

Les essais de dopage de céramiques avec différentes espèces ioniques bioactives ont 
montré des mécanismes et degrés d'intégration des espèces dans la structure différents. 
L'ensemble des résultats ont été rassemblés dans les Tableau 21 et Tableau 22. 

Tableau 21 Concentrations des espèces dopantes incluses dans les céramiques en fonction des différentes 
concentrations initiales utilisées 

Concentration µg/g de céramique 

Zinc Argent Cuivre Strontium 

Maximum 500,5 1144,5 563,5 250 

Intermédiaire 244,1 436,4 346,5 49,5 

Minimum 127,2 122,7 157,2 57,9 
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Les résultats obtenus dans cette partie de l'étude, nous ont permis de montrer que les 
quantités en espèces actives introduites au cours du traitement dépendent de plusieurs 
facteurs. 
D'une part, la précipitation de phases phosphates directement liée à la présence de 
l'espèce ionique bioactive utilisée au cours du traitement augmente considérablement les 
quantités d'espèces dopantes introduites, celles-ci étant alors directement liées au type 
de phosphate précipité (notamment. au rapport. X/P, X correspondant à l'ion bioact.if 
considéré) et à la quantité précipitée. 
D',rnt.re part, les ions bioactifs peuvent être introduits dans les phases apatitiques 
présent.es, sous formes de cristaux épars dispersés à la surface des céramiques ou sous 
forme d'un revêtement structuré et na.noporeux. Ils sont a.lors introduits dans la. structure 
cristallisée et dans la. couche labile de l'apa.tite nouvellement formée. 
La. voie cl 'insertion des espèces dopantes dépend a.lors des espèces considérées et de leur 
concentration, les deux voies d'insertion pouvant co-exister. 
Ainsi, les espèces comme le cuivre et le 7,inc, qui sont considérées comme des espèces 
inhibitrices de la précipitation de phosphates de calcium 1•2 , induisent la format.ion de très 
peu de précipité apatit.ique môme lorsqu'elles sont utilisées à faible concentration 
(concentration Minimurn) (Tableau 22). L'intégration d'espèces dopantes à la surface des 
céramiques sera alors principalement liée à la quantité de phosphate de cuivre ou 
phosphate de zinc formée à la surface des matériaux au cours du traitement. Les quantités 
introduites pour ces deux espèces sont d'ailleurs du môme ordre de grandeur (Tableau 
22, Figure 133). 
En revanche l'ut,ilisat.ion d'argent et de strontium au cours du traitement conduit ù la 
formation chm revêtement constitué de nanoparticules qui pourraient., d'après les 
rôsult.at.s obtenus sur les poudres traitées dans les mômes conditions, correspondre à des 
nanoparticules de phosphates de calcium apatitiques. 
La. précipitation de ces phases apatitiques se produisant en présence d'argent ou de 
strontium, une partie des ions dopants se substitueraient aux ions calcium pour former 
des nanocristaux apatitiques riches en ions argent ou en ions strontium. Une partie 
d'entre eux ayant intégré la structure cristallisée au cours de la maturation dans le liquide 
de traitement tandis que l'autre partie resterait dans la couche superficielle labile. Si le 
strontium ne semble pas induire de précipitation de phases annexes même lorsque ce 
dernier est utilisé ù concentration élevée, l'argent lui, conduit ù la formation d\me phase 
supplémentaire, probablement. attribuable à du phosphate d'argent. Ainsi, les quantités 
de strontium introduit.es au cours du traitement pourraient-elles être attribuées 
uniquement à la phase nanocristalline précipitée à la surface des cframiques, celle-ci étant 
riche en ions strontium ( dans la structure cristallisée ou dans la phase labile). En 
revanche, les quantités d'argent introduites dépendent à la fois de la quantité de 
revêtement déposé au cours du traitement, du taux d'ions argent qu'il contient et de la 
quantité de phase annexe déposée lorsque la concentrat.ion en argent croît. Celle-ci étant 
très probablement attribuable, d'après les résultats obtenus sur les poudres, ù un 
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phosphate d'argent. Ces différences ma.Jeures illustrent les résultats référencés sur la 
Figure 134. 
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Figure 13:3 Concentrations massiques d'espèces ioniques int.roduilcs (11g)/g de céramique,* (vert.) monlrent 
des différences f;ignificativei; a.vec Zinc :vlax et * (bleu) avec Cu ]\/Iax, évalué gnîce à un test AKOVA ù 
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Figure 1:34 Concentrations massiques d'espèces ioniques introduites (pg)/g de céramique, * montrent 

grâ.ce à un test statistique de type AKOVA des différences significatives avec l'Ag Max à p<0,05 avec n 
k nombre de rtplicats : :1<n<.5 

L'étude de cinétique de libération réalisée avec les cubes dopés en milieu S B F  dilué, a 
permis là encore de montrer des diffôrenccs significatives en fonction des espèces utilisées 
au cours du traitement. Nous avons choisi de présenter uniquement les profils obtenus 
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avec les concentrations minimum en ions dopants dans la solution de traitement (Figure 
135). 
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Figure 13:3 .Profils de libéra.lions dans du S13F 0.9 du :linc .\'laximum, lnlcrmécliairc cl l:Vlinirnum ainsi 
que Argent, Strontium et Cuivre .\Iinimum 

Là encore, les deux principaux paramètres à prendre en compte sont la présence de 
revôtcment nanoparticulaire phosphocalcique et ses caractéristiques (porosité, étendue ... ) 
et la présence éventuelle crautres phases riches en phosphates et en ions dopants. 
Les études réalisées sur les poudres à différentes concentrations en ions bioactifs nous ont 
permis d'identifier ces phases dites annexes, caractfaistiques de la présence en ions 
dopants bioactifs. Sur les cubes, les limites imposées par les techniques de caractérisation 
utilisées ont permis quelque fois de confirmer la présence de ces phases mais leur absence 
sur les clichés :VIEB ou sur les cartographies EDX ne signifie pas nécessairement qu'elles 
ne sont pas présentes sous formes de cristaux dispersés à la surface, à l'intérieur ou en-
dessous du revêtement de nanocristaux. 
Ainsi, la quantité des phases citées ci-dessus et leur comportement vis-à-vis de la 
libération d'espèces ioniques conditionne la quantité d'espèces ioniques finalement libérée. 
Cn autre paramètre qu'il est important de considérer concerne la porosité des systèmes 
étudiés. En effet, aux mécanismes de libération (par échange ionique ou par dissolution) 
s'ajoutent les mécanismes de diffusion des espèces à l'intérieur des réseaux poreux 
constitués par le nouveau revôtement (réseau nanoporeux) et celui constitué par le 
squelette de la céramique (réseau dit macroporeux). 
Ainsi, pour effectuer l'analyse complète des profils de libération présentés sur la Figure 
135, il est nécessaire de considérer tous ces paramètres et de garder à l'esprit que tous 
ces mécanismes influencent de manière différente chacun des profils de libération et le 
plus souvent de manière concomitante. 
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Ainsi, il est difficile de comparer stricto sensu les profils obtenus pour chacune des espèces 
et d'en déduire un enchainement des difforents mfranismes mis en jeu . ."-Jéanmoins, il est 
possible d'en faire une analyse « macroscopique ». 
L'analyse de la Figure 135 nous permet d'affirmer que les profils de libération obtenus 
pour chacune des espèces confirment une libération continue, avec des quantités 
maximum libérées à 21 jours (3 semaines) qui diffèrent selon les espèces. La quantité 
importante d'espèces actives libérées dès les premiers instants de la cinétique peut être 
attribuée ù. des mécanismes de libération par simples échanges ioniques entre les espèces 
actives contenues dans la phase labile des nanocristaux apatitiques nouvellement formés 
et la solution de SDF riche en ions Ca2- . Ces mômes échanges peuvent éventuellement 
impliquer les autres phases annexes mal cristallisôcs (phosphate de ;,dnc, phosphate de 
cuivre, phosphate d'argent). Parallèlement aux mfa:anismcs d'fa:hangcs ioniques, se 
produisent des mécanismes de dissolution simple des phases riches en déments bioactifs. 
La. longueur et l'importance de cette étape dépend à la fois de la. quantité de phase annexe 
présente et de ses caractéristiques physico-chimiques et biopharma.ceutiques (solubilité, 
vit.esse de dissolution ... ). Comme précédemment évoqué, il est important de considérer la 
localisation de chacune de ces phases à hntérieur du matériau qui influence directement 
son accessibilité par le milieu de dissolution et les phénomènes de diffusion. 

Des mécanismes de dissolution/précipitation et d'intégration différents selon les espèces 
ayant été soulignés, des tests biologiques préliminaires ont été réalisés afin de comparer 
les substituts dopés obtenus. Cependant, les résultats préliminaires de cultures 
d'ostéoblastes n'ont pas été discriminants. 
D'après les mesures d'ALP, un des marqueurs de l'activité cellulaire, seul le zinc semble 
stimuler significativement l'activité des ostéoblastes (Figure 136). 
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Pour cette espèce, c'est la. concentration intermédiaire qui a exprimé une quantité d 'ALP 
plus élevée, et ce de manière significative. Bien que d'intérêt dans ce cas, ces substituts 
n'ont pourtant pas montré de précipité uniforme. L'augmentation d'ALP grâce à une 
supplémentation en zinc a cependant déjà été observée dans la littérature :,18 

Concernant les essais antibactériens préliminaires, les deux espèces attendues, le cuivre 
et l'argent, ont montré une activité plus importante quel que soit le type de bactéries 
employées (Figure 137). 

Cuivre Argent 

100 

80 

,!a ::::: 
60 

C: 
40-  ·- ** 

:..E 
i::s 20 

0 

Figure 137 Pourcentage d'inhibition de H subtilis, * (noir) montrent des différences significatives avec 
]'Argent lVfaximum et * (gris) avec l'Tntermôdiairc ù p<0,0;:i avec n le nombre de rôplicats : n-:3 

Concernant E. col'i, bien que des tendances aient été observées, aucune différence 
significative n'a été détectée. En revanche, la comparaison entre le cuivre et l'argent sur 
les résultats relatifs à l'inhibition de B. s'Ubtilis a permis de distinguer une activité 
significativement plus importante de l'argent à forte concentration par rapport aux autres 
concentrations (Figure 137). 

En conclusion, l'argent et le strontium semblent être les seuls éléments permettant 
d'obtenir un revêtement de surface homogène identique à celui obtenu grâ.ce au procédé 
CO2 haute pression en l'absence d'espèce active, soit dans l'eau saturée de CO2 à 80 bar 
et 40 ° C. Les fortes concentrations d'argent seraient très efficaces contre la prolifération 
bactérienne. En revanche la concentration de strontium pourrait, être à ajuster afin 
d'obtenir une activité pro-ostéoblastique des substituts. 
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la précipitation de dépôt à l'intérieur du réseau poreux constitué par le squelette 
céramique. La morphologie des structures BCP est malgré tout modifiée avec création 
d'un réseau poreux de taille nanométrique additionnel. 
Cette étude s'est poursuivie par l'évaluation de l'influence de différents paramètres 
opératoires (température, pression, temps de repos dans le milieu post procédé, vitesse 
de dépressurisation ... ) du procédé sur le revêtement obtenu. Ce travail a notamment 
permis de déterminer qu'une précipitation avait lieu avant l'heure de repos imposée dans 
le protocole de rd"faence. Cette dernière pourrait alors avoir lieu au sein même du réacteur 
dans l'atmosphère pressurisée ou de manière plus vraisemblable lors de la phase de 
décompression, pendant la.quelle le pH du milieu réactionnel remonte pour atteindre la 
neutralité. Le rapport L/S est un critère critique. Les phénomènes de précipitation 
nécessitant de dépasser un certain seuil de concentration au-delà duquel la nucléation est 
possible, des rapports L/S faibles seraient favorables. D'autres critères ont été déterminés 
comme influençant les mécanismes de dissolution/précipitation. Cependant, devant la 
complexité des phénomènes impliqués et, en raison des difficultés technologiques n'ayant 
pas permis de mesurer les évolutions de pH ou concentrations in ,,itn, il est difficile à ce 
stade de dégager plus que de simples tendances. 

Dans une seconde partie de l'étude, des solutions riches en ions bioactifs (Zn + , Ag+ , Sr2
- , 

C112+) ont été ajoutées au milieu réactionnel, avec pour objectif d'orienter l'activité 
biologique du matériau traité, en introduisant à sa surface des espèces actives capables 
d'être libérées progressivement dans le corps humain en vue de leur application visée 
dans le domaine de la régénération osseuse. Pour cette étude, nous avons choisi de réaliser 
des expôriences de dopage avec trois niveaux de concentration pour chaque espèce active. 
Ces tests ont mis en évidence, d'une part, des différences par rapport au cas de réfürence 
(sans espèce active) en cc qui concerne le revêtement formé, et, d'autre part, pour 
certaines espèces, la précipitation de phases annexes riches en phosphates et 
caractéristiques de l'ion dopant introduit dans le milieu. 
Le zinc et cuivre ont confirmé leur caractère inhibiteur de la précipitation et croissance 
cristalline des phosphates de calcium. Ainsi de fortes concentrations de ces espèces ne 
créent pas un milieu réactionnel favorable à la précipitation de nouvelles phases 
phosphocalciques mais conduisent plutôt à l'apparition de phosphates supplémentaires 
caractéristiques de ces espèces (phosphates de 7,inc, phosphates de cuivre). En revanche, 
l'argent et le strontium n'empêchent pas la formation du revêtement. Des tests de 
libération ont permis de montrer que différents mécanismes pourraient être impliqués 
dans la libôration des espèces ioniques bioactives en lien avec la localisation de ces 
dernières : dans la structure cristalline ou dans la couche labile des phosphates de calcium 
précipités mais aussi dans d'autres phases. Enfin, des tests biologiques préliminaires ont 
mis en avant l'impact. du zinc sur l'expression d'un marqueur de viabilité cellulaire (ALP) 
mais aussi les fortes propriétés antibactériennes du cuivre et encore plus de l'argent. 
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Si, dans son ensemble 1 ce travail a permis cl 'explorer un grand nombre d'aspects 
relatifs aux phénomènes de dissolution et précipitation des phosphates de calcium en 
milieu aqueux assisté par CO" sous pression, il ne nous permet pas à ce stade, de connaître 
les paramètres du procédé optimum à mettre en œuvre pour produire de façon maîtrisée 
un dispositif qui possède un revêtement homogène en surface capable de libérer de 
maniôrc contrôlée un élément bioactif en quantité suffisante pour induire une réponse 
biologique. De nombreuses perspectives, à la fois sur le plan fondamental pour progresser 
dans la compréhension des phénomônes impliqués, et sur le plan applicatif pour avancer 
sur la définition chm matériau cible, peuvent à cc stade être envisagées. 

Sur le plan fondamentaL il apparait important d'être en mesure, d'une part, de 
mieux comprendre et maîtriser les phénomènes de dissolution et précipitation ayant lieu 
lors de la mise en contact des matériaux céramiques avec le milieu aqueux acidifié par 
du CO?, puis lors de la phase de retour en conditions atmosphériques et enfin pendant la 
phase de repos. L'établissement des différentes cinétiques de ces phénomènes offrirait en 
effet un moyen de contrôle des propriétés physico-chimiques des matériaux obtenus. Dans 
cet objectif, il semblerait intéressant de modifier le dispositif et le protocole expérimental 
de sorte à pouvoir prélever et analyser (par exemple par ICP) au cours du temps le milieu 
réactionnel (phase aqueuse). Cc moyen permettrait un suivi des cspôces présentes en 
solution au cours du temps. Il conviendrait cependant de prélever une faible quantité de 
solution et éventuellement de compenser le volume prélevé par une injection d'eau afin 
de limiter les perturbations du système. I3ien entendu, le suivi de l'évolution du matériau 
solide serait également riche d'informations. D'un point de vue technique cc suivi serait 
plus difficile à mettre en œuvre, et idéalement, il serait intéressant d'avoir accès à des 
techniques de caractérisation in situ. Cependant, il est difficilement envisageable cl 'être 
en mesure de suivre les évolutions de phases sur le matériau solide, sans extraire le 
matériau du milieu réactionnel, et donc sans revenir aux conditions atmosphériques. ce 
qui ne permettrait pas tout à fait d'avoir accès à l'état du matériau dans les conditions 
de procédé. En ce qui concerne la caractérisation des matériaux céramiques. à l'aune des 
analyses effectuées pendant ce travail de thèse, il semble qu'une utilisation plus 
systématique de la R\'IN du solide pourrait permettre une meilleure détermination des 
phases phosphocalciques en présence. 
De plus, la tomographie aux rayons X, notamment in situ, c'est-à-dire en utilisant un 
tomographe permettant d\rnalyser le matériau dans son milieu réactionnel, serait à 
envisager afin de mieux comprendre et améliorer les phénomènes de diffusion au cœur 
des porosités du matériau. A cet effet, des matériaux céramiques mis en forme dans des 
structures modèles (réduction de tortuosités, taille des porcs contrôlée) pourraient 
avantageusement être utilisés. 
En cc qui concerne l'insertion par co-précipitation d'espèces actives dans la structure des 
céramiques poreuses, nous avons pu voir dans ce travail que les phénomènes, quantités 
incluses et comportements de relargages pouvaient être très différents en fonction des 
espèces. Le « balayage » réalisé ici nous conduit à penser que les dispositifs dopés à 
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l'argent et au strontium présentent a priori un plus grand intérêt. L'emploi du procédé 
eau/COz développé ici nous semble donc particuliôrement pertinent et il conviendrait 
maintenant de travailler, d'une part sur la définition d'un biomatériau dopé à partir de 
ces éléments, seuls ou en combinaison, et d'autre part, d'approfondir l'étude sur ces 
espèces afin de mieux relier les propriétés cl 'usages visées aux conditions de procédé. A 
cet effet, les conditions de précipitation des espèces pourraient être étudiées 
indépendamment, d'abord en l'absence de céramique, pour évaluer l'impact des 
conditions opératoires (pH, concentration, durée de traitement). Uapport des outils de 
simulations des équilibres géochirniques tels que PHREEQC pourrait ici être 
particulièrement intéressant en complément d'un travail expérimental. Dans un second 
temps, une dude similaire en présence des matériaux céramiques pourrait être conduite. 
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Annexes 

Annexe 1 : Clichés MEB 

Les images MEB présentées dans cette annexe concerne les cubes de céramiques poreux 
BCP traités avec le protocole de référence (4H, 40 ° C, 80bar, DP30min, lH repos). Bien 
qu'une image MEB représentative ait été choisie pour illustrer les résultats dans ce 
manuscrit, le protocole de référence a été répété et des images MEB de plusieurs 
échantillons produits avec ce même protocole ont confirmé des morphologies similaires 
en surface des pores extérieurs. 
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Annexe 2 : Porogrammes 

Afin d'appréhender au mieux l'influence du traitement CO2 haute pression, des mesures 
de porosimétrie à Mercure ont été faites. 
Une diminution des pores dans la gamme 10-lO00nm a été observée ainsi qu'une 
redistribution de la taille des pores. La dérivée de la courbe donnant la distribution de 
tailles des pores a permis d'observer plusieurs points d'inflexions et d'ainsi discerner 
différentes populations. 
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Ces dérivées mettent en valeur une redistribution des pores due au traitement en plus 
d'une diminution du volume poreux. La population à 212 nm notamment n'est plus 
présente sur les substituts modifiés. 
Un décalage de population est visible, le maximum passant de 150 à 138 nm. De plus, 
des pores apparaissent à 85 nm sur les substituts traités. 
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Annexe 3. Cartographies EDX des cubes 

La Partie 4 a porté sur l'incorporation d'espèces actives au sein des céramiques. Les EDX 
ont permis d'évaluer la présence ou non de ces espèces au sein des cubes de céramiques 
une fois traitées. 
Les résultats présentés sur les concentrations Minimum et Intermédiaire du Cuivre 
n'ayant pas montré de présence significative d'espèce dopante, elles n'ont pas été 
présentées dans le corps du manuscrit. 
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•1 • 
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Les cubes ayant été traités avec des concentrations faibles de cuivre ne présentent aucune 
trace de cuivre détectable grâce à cette technique en surface de leurs pores. 
De même les cubes BCP traités à différentes concentrations ne montrent de l'argent de 
manière claire à l'EDX que sur l'Argent Maximum 
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