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INTRODUCTION

L. L. Hench' a mis au point, en 1969, le premier verre bioactif nommé « 45S5 » permettant
une liaison intime avec I’os. Ce verre a une composition chimique massique de 45% SiO»,
24,5% Ca0, 24,5% Na»O et 6% P,0:s, et a la propriété de développer a sa surface, lorsqu’il est
immergé dans un milieu physiologique, une couche d’HydroxyApatite Carbonatée (HAC),
qui fait partie de la famille des apatites cristallisées. Cette couche d’apatite permet ainsi a
I’implant de s’accrocher de maniére stable au milieu extérieur.

Une étude portant sur les verres bioactifs du systéme quaternaire SiO,—CaO—-Na,O dopés au
phosphore, a été réalisée dans notre laboratoire, par I. Lebecq et al.>. Ces auteurs ont fait
varier les taux de silicium, calcium, sodium et phosphore des verres, et ont observé, grace a la
Spectroscopie Infra Rouge, leur influence sur les mécanismes de bioactivité. Leur étude a
ainsi permis de relier la composition chimique de certains verres bioactifs a leur bioactivité.
Notre travail a porté, dans un premier temps, a I’é¢tude de la structure des verres synthétisés
par I. Lebecq et al.” par la Résonance magnétique Nucléaire (RMN) afin de pouvoir relier la
structure et la bioactivité des verres, dans le but de sélectionner le verre "idéal” pour élaborer,
dans un second temps, un macroporeux, susceptible d’étre micux adapté pour la réalisation

d’implants comme ’ont montré les études réalisées sur les biocéramiques macroporeuses’.

Le premier chapitre est consacré a I’analyse structurale de verres bioactifs du systeme SiO,—
CaO-Na,O dopés au phosphore, par des analyses de Résonance Magnétique Nucléaire
(RMN) du *’Si et du *'P. Pour cela, nous avons sélectionné quatre verres du systéme SiO,—
Ca0O-Na,O étudiés par 1. Lebecq et al.?, et présentant des résultats de bioactivité in vitro
différents. Ces verres ont ensuite ¢té dopés avec du phosphore.

Les analyses en RMN du *’Si permettent de déterminer la nature et le pourcentage des entités
silicates constitutives du réseau vitreux. L’influence du phosphore sur la structure du réseau
silicaté a été également étudice.

Les analyses en RMN du *'P permettent d’identifier et de quantifier les entités phosphates
présentes dans les verres

Ainsi en établissant la structure de ces bioverres, il est possible de relier leur structure a leur

propriété bioactive.

Le deuxiéme chapitre correspond a la réalisation d’un verre bioactif macroporeux, & porosité
>

controlée. La bioactivité des verres étant un phénomene de surface, la macroporosité



engendrerait une colonisation plus rapide, en permettant ainsi aux cellules osscuses
d’atteindre le coceur du matériau.

Une étude bibliographique est présentée au début de ce chapitre, et présente les différentes
techniques permettant de concevoir des matériaux macroporeux.

Pour réaliser ce macroporeux, nous avons sélectionné un verre dont la structure a été ¢tudiée
lors du premier chapitre, et présentant un compromis entre ses bons résultats de bioactivité in
vitro, et sa facilit¢ d’élaboration en quantité¢ importante. Il s’agit du verre de composition
chimique molaire 43,65%8S10,-22,795%Ca0-30,555%Na>0-3%P,0s, dénommé P3C2. Le
but de notre étude a été d’utiliser le « Procédé d’élaboration de substituts osseux synthétiques
d’architecture poreuse parfaitement maitrisée », brevet® qui a été mis au point dans notre
laboratoire pour des poudres d’HydroxyApatite (HA), ou d’alumine, de granulométrie proche
du micron. Ce procédé permet la mise en forme de substituts osseux ayant un volume poreux
de 70-80 %, avec un diametre des pores contrélé compris entre 10 et 1000 um. Ce procédé
comporte plusieurs étapes. La premiere étape de ce procédé nécessite 1’obtention d’une
poudre de verre micrométrique, ainsi il nous a fallu établir un mode opératoire de broyage du
verre. Puis la deuxieme étape a nécessité une étude de frittage de notre poudre de verre dans
1I’optique de déterminer le meilleur compromis entre la température de traitement thermique et

sa granulométrie.

Le troisieme chapitre concerne la bioactivité in vitro du bioverre macroporeux élaboré
auparavant, c¢’est-a-dire plongé dans du fluide physiologique simulé (SBF : Simulated body
Fluid). Une approche biologique préliminaire a été faite dans le but d’observer si le matériau
issu du procédé d’élaboration visant a étre utilisé comme substitut osseux, présente bien une
cytocompatibité avec ’organisme humain. Pour cela, des tests de viabilité, de vitalité, de

prolifération et d’adhésion des cellules ont été réalisés.
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Chapitre I : ANALYSES STRUCTURALES
PAR RMN-MAS DU #Si ET DU *'P DE
VERRES BIOACTIFS DU SYSTEME
TERNAIRE SiO,-Ca0-Na,O DOPES PAR
DU PHOSPHORE



I. GENERALITES SUR LES VERRES

1. 1. Définition du verre

Le verre possede une structure désordonnée dépourvue d'ordre a longue distance.
Contrairement au cristal, il ne présente pas de périodicité tridimensionnelle résultant de la
répétition sur des distances notables d'un méme motif, la maille élémentaire (Figure 1). Seul
peut étre mis en évidence un ordre a courte distance qui traduit l'arrangement des voisins
atomiques proches d'un atome donné (J. Zarzyckil).

Nous définissons l'ordre local, ou l'ordre a courte distance, comme l'arrangement des atomes
autour de I'élément étudié sur une distance de 0 a 5 A. L'ordre local inclut les coordinences de
I'él1ément, la nature des premiers et seconds voisins et les distributions des angles et distances
de liaisons. Il correspond aux caractéristiques structurales obtenues par les techniques usuelles

de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN 1D).

L'ordre a moyenne distance est déterminé par la disposition dans le verre de ces structures
locales (par exemple les liaisons ou connectivités entre les polyédres d'oxydes formateurs de

réseau). L'ordre 2 moyenne distance se rapporte a des distances comprises entre 5 et 20 A.

Figure 1 : Représentation schématique plane d’un réseau ordonné de SiO- (a) et de la forme

vitreuse de ce méme composé (b) (Si: +: O : 0) (H. Scholze’).



I 1. 1. Les formateurs de réseau

Les principaux formateurs de réseau sont les éléments Si, P et B, dont les oxydes (SiO2, P2Os
et B,Os) sont susceptibles de composer a eux seuls une structure vitreuse, par la formation
d'un réseau de polyedres. Par exemple, la silice vitreuse (SiO;) est constituée d'un réseau de
tétraédres (SiO.4)* liés entre eux par leurs oxygenes. Un atome d'oxygéne est dit oxygéne

pontant (ou Bridging Oxygen, BO) lorsqu'il lie deux éléments formateurs.

L 1. 2. Les modificateurs de réseau

Les modificateurs de réseau sont des ¢léments ne faisant pas partie du réseau (Figure 2a). Ils
s'insérent dans la structure vitreuse en rompant les liaisons Si— O — Si (BO) et en créant des

oxygenes non-pontants (ou Non Bridging oxygen, NBO) (Figure 2b).

QNO Cn

Figure 2 : Représentation de la rupture d’une liaison St — O — Si par insertion

de modificateurs Na* et Ca’”



1. 1. 3. Les intermédiaires

Les intermédiaires sont, selon leur coordinence, leur concentration et la nature du verre, soit
formateur, soit modificateur de réseau. Les principaux é&léments susceptibles d'étre

intermédiaires sont Al, Fe et Ti.

L 2. Nomenclature utilisée pour décrire la structure des verres

Avant toute description de la structure des verres de silicate, il est nécessaire de détailler la
nomenclature employée soit pour nommer les entités silicates selon leur état de
polymérisation, soit pour quantifier 1’état de condensation du réseau avec le NBO/T. Le

vocabulaire utilisé pour décrire les entités phosphates est également précisé.

L 2. 1. Nombre d’oxygéne non-pontants par tétraédre

Connaissant les roles structuraux (modificateurs ou formateurs) des éléments présents dans le
verre, le rapport NBO/T (Non Bridging Oxygen per Tetrahedron) peut étre calculé. Ce rapport
du nombre d’atomes d’oxygeéne non pontants par tétra¢dre est compris entre O et 4 et permet

d’évaluer la condensation, ou la polymérisation, d’un réseau vitreux.

Par exemple, pour des verres de silicates alcalins et/ou alcalino-terreux, le rapport NBO/T se
calcule a partir des compositions molaires, en utilisant 1’équation 1. Cette équation implique

que 'introduction d”1M,0 ou 1MO dans des verres génére 2 NBO.

oo _ 2M10+ Yy Mo

( alcalins alcalino-terreux ) E quation 1
T SiO-




L 2. 2. Entités silicates

Le silicium est placé au centre du tétra¢dre (Si04)4‘, entité¢ ¢lémentaire du réseau silicate. Ce
tétraédre est nommé Q", n étant le nombre d’oxygénes pontants. Par exemple, un Q? est un
tétraedre de (SiO4)*, relié a 3 autres tétraddres de (SiO4)* (Figure 3).

Les entités silicates Q" peuvent étre classées sur une échelle dont le sens indique la
polymérisation du réseau. En effet, des entités silicates Q* correspondent a des tétradres de
(SiO4)4' ayant 4 oxygenes pontants (BO), c’est-a-dire un tétraedre relié par ses quatre
sommets a quatre tétracdres. Il s’agit alors d’une entité trés polymérisée et réticulée. A

I’inverse, plus la valeur de n diminue, plus I’entité est dépolymérisée. Un Q° correspond ainsi

a un tétraédre (SiO4)" isolé.

Figure 3 : Nomenclature des tétraédres ou entités silicates désignés selon leur état de

polymérisation

Pour un systéme simple composant un réseau vitreux de silice, il existe une relation
déterminant les pourcentages des entités silicates Q", en fonction du taux de SiO;

(pourcentage molaire), constituant le verre. Cette quantification de ces entités silicates



représentée par la valeur Y, se détermine avec I’équation 2. La Figure 4 représente 1’évolution
g

de la valeur Y en fonction du pourcentage molaire de SiO-.

200

Y=6-
% Si0:>

(Equation 2)

De plus pour des taux élevés de SiOa, les verres sont souvent représentés par une distribution

binaire’, ¢’est-a-dire qu’ils peuvent contenir au maximum deux entités silicates.

Q0 Q' Q2 Q’ Q*  Polymérisation du
( QO/ QI) ( Q]/ Qz) (1 QZ / Qj) ‘0 Q4) réseau silicate
0 1 2 3 4 v
| | ! | ! >
% Si10,
33,33 40 50 66,67 100

Figure 4 : Evolution de la polymérisation du réseau silicate en fonction du pourcentage de

silice pour une distribution binaire

En revanche, d’aprés H. Mackawa et al.”, pour de faibles taux de SiO., cette distribution
binaire des entités Q" n’est plus vérifiée en raison de réaction de dismutation de site du type
2Q" « Q™' + Q™'. Ces dismutations dépendent également de la nature des cations

modificateurs.

L 2. 3. Entités phosphates

Le phosphore, introduit dans les verres, s’organise également sous forme de tétragdres liés
entre eux par leurs sommets. L’atome de phosphore pentavalent, 1i¢ & 4 atomes d’oxygene, est
engagé dans une double liaison P = O. La nomenclature précédente (Q") est parfois utilisée
pour décrire les entités phosphates, mais pour éviter la confusion entre entités phosphates et

entités silicates, nous utiliserons dans ce mémoire la nomenclature suivante (Figure 5) :

— les orthophosphates sont des tétraédres (PO4)*” isolés

— les pyrophosphates sont deux tétraédres regroupés par un sommet (P207)"

9



— les métaphosphates sont des chaines d’au moins 2 tétraedres reliés par leur sommet.

orthophosphate

métaphosphate

Figure 5 : Nomenclature des entités phosphates désignées selon leur état de polymérisation.
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II. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I1. 1. Structure des verres de silicate contenant P,Os

Il 1. 1. Influence de P,0s sur la structure de la silice vitreuse

D’aprés la bibliographie, lorsque le phosphore est introduit en faibles pourcentages dans des
verres de silice, il s’insére dans le réseau sous forme de tétraddres’ (PO4)* en gardant la
double liaison P = O. La silice reste également organisée en tétraédres (SiO,)"". Cependant,
lorsque le taux de P,Os augmente, les unités tétraédriques (PO4)” se polymérisent et forment
des entités orthophosphates et pyrophosphates. Au-dela de 10 % molaire de P,Os, il se forme

des chaines de polyphosphates, lies au réseau silicate®.

1L 1. 2. Influence de P;Os sur la structure de verres de silicates alcalins et/ou

alcalino-terreux

IL 1. 2. 1. Additions de fortes quantités de P,Os (plus de 10 %

molaire)

D’aprés la bibliographie, nous avons observé que ’organisation structurale des verres de
silicate alcalins et/ou alcalino-terreux était fortement modifiée lorsque le phosphore y était
ajouté progressivement. En effet, d’aprés M. W. G. Lockyer et al.”, 4 partir de 10 % molaires
ajoutés, P,Os forme des entités phosphates de plus en plus polymérisées : pyrophosphates puis
métaphosphates dont la longueur de chaine augmente avec le pourcentage de P.Os. Cet ajout
de phosphore entraine également une condensation du réseau silicate et peut atteindre une
polymérisation totale, de structure similaire a celle de la silice vitreuse, ¢’est-a-dire composée
essentiellement d’entités silicates Q°. Les additions supplémentaires de P,Os entrainent alors
’apparition de liaisons Si— O — P.

Ces auteurs ont également constaté que des additions de 40 % molaire de P>Os dans des

verres de composition 2Si0,-Na>O (disilicate de sodium), ou de 30 % molaire dans des verres
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de composition 4Si0,-1K,0 (tétrasilicate de potassium), entrainent I’apparition d’un nouveau
pic sur les spectres RMN du 29Si vers -212 ppm. Ce déplacement chimique est attribué a un
silicium octaédrique (Si(VI)) ayant un environnement chimique proche de celui des atomes de
silicium dans les cristaux SiP,O7. De plus, ces spectres présentent également un déplacement
chimique vers -35 ppm, prouvant la présence d’atomes de phosphore avec un environnement
proche de celui observé dans les cristaux SiP,O7. Les proportions de ces types d’atomes P ou

Si(VI) augmentent avec le taux de P,Os.

II. 1. 2. 2. Additions de faibles quantités de P;Os (de 1 a 10 %

molaires)

L’analyse structurale des verres contenant des faibles taux de phosphore a été peu investie et
encore moins en fonction du taux de phosphore, surtout pour le systéme SiO,—CaO-Na>O
faisant 1’objet de cette étude. Cependant, certaines études portant sur d’autres systémes

peuvent nous renseigner sur I’évolution de la structure des verres lors de faibles ajouts de

P>0s.

II. 1. 2. 2. a. Nature des espéces phosphates

R. Dupree et al.® ont constaté que P,Os, ajouté dans des verres de composition 2 SiO,-Li,O,
ne s’organise que sous forme d’orthophosphate, quel que soit le taux de phosphore introduit.
Par contre, lorsqu’il est ajouté dans des verres 2Si0,—Na,O et 2Si0,—K,0, le pourcentage
relatif des espéces orthophosphates (PO4>) diminue alors que celui des pyrophosphates
(P,0;") augmente lorsque le taux de P,Os augmente de 1 a 5 mole % P,Os. Ces auteurs
avancent alors deux hypothéses afin d’expliquer 'apparition de ces entités pyrophosphates :

— Soit la structure du verre contenant P,Os montre une tendance a la séparation de
phase, alors deux réseaux silicates se forment, 1’un riche en silice, ’autre riche en
entités phosphates.

— Soit il existe un encombrement stérique, moteur de la nature des entités phosphates

formées. En effet lorsque le rayon du cation R augmente (Li < Na < K), les entités

12



orthophosphates deviennent moins stables que les pyrophosphates.

M. W. G. Lockyer et al.” se sont intéressés a la structure des verres du systéme quaternaire
Si0; - CaO - NayO - P;0s. 1ls ont également constaté que pour des verres de composition
molaire (38 a 78%) Si0; - (10 a 46%) CaO - (4 a 48%) NayO avec un taux fixe de phosphore
(2,6% P»0:s), il existait des modifications dans la répartition des phosphates en entités

orthophosphates et pyrophosphates selon la composition des verres.

Par exemple, d’aprés H. Grussaute et al.'’, la formation des complexes orthophosphates et
pyrophosphates de sodium dans des verres de silicates de sodium, peut étre expliquée par les
équations suivantes :

6 Si—0O—Na+ P,0Os —= 2 Na;PO; +3Si—0O-Si

4Si—-0-Na+P,0Os = NasP,O;+285i-0-S1

D’aprés H. Grussaute et al.'®, I’équilibre existant entre ces complexes orthophosphates et
pyrophosphates dépend plus précisément de 1’acido-basicité des verres. Ces auteurs ont
considéré qu’un acide capte des ions 0> et qu’une base libére des ions O”". La réaction acido-

basique entre les entités phosphates et silicates s’écrit alors de la maniére suivante :

2 PO4 <> P,O,” + O% (acide : P,O;* et base : PO.)
Si—O-Si (BO) <> 2 Si— O (NBO)

2PO4 +Si—0-Si < P,0," +2Si-0 (Equation 3)

Ainsi, le phosphore introduit en faibles quantités dans des verres alcalins et/ou alcalino-
terreux se présente donc dans le verre, sous forme d’entités orthophosphates et
pyrophosphates dont la répartition varie avec la nature du cation alcalin, le taux de P,Os et la
composition du verre. Cependant, il reste a savoir si ces entités phosphates sont liées au

réseau silicate ou non.
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IL. 1. 2. 2. b. Le phosphore est-il lié au réseau silicate ?

Grice a la RMN-MAS du *'P, M. W. G. Lockyer et al.” ont observé dans les verres SiO.-
Na,O-CaO dopés au phosphore, que les liaisons au sein des deux types d’entités phosphates
(orthophosphate et pyrophosphate) ne sont pas contraintes par le réseau silicate. En effet les
largeurs a mi-hauteur (parameétre qui informe sur la distribution des angles et distances des
liaisons) des bandes de résonance associées a ces deux entités phosphates, étaient faibles

comparées a celles des entités silicates.

C. Nelson et al.'' ont étudié la structure de verres du ternaire SiO; - Na,O - P,Os par
Spectroscopic RAMAN. Ces auteurs ont ajouté de 1 a 65 % massiques de P,Os dans trois
séries de verres de compositions : 3 SiO, - 1 Na,O (trisilicate de sodium); 2 SiO; - 1 Na,O
(disilicate de sodium) et 1SiO; - 1Na,O (métasilicate de sodium). N’ayant pas observé de
bande caractéristique de la liaison Si—O-P, ils ont conclu qu’il n’existait pas de couplage
entre les entités phosphates PO4> et les tétraddres de silicate (SiO4*), indépendamment du

taux de phosphore introduit.

H. Grussaute et al.'” ont introduit 0,4 a 2,5 % molaires de P,Os dans des verres de
composition chimique molaire : (57 a 66,9) Si0, - (5,3 a 35,1) CaO - (5,1 a 41,9) Na,O et (50
a 58,7) S10;- (4,7 2 9,8) TiO, - (35,4 a 38) Na,O. IIs ont constaté que dans ces verres, aucune

liaison Si—O-P n’était détectée et que P»Os ne jouait en conséquence pas le role d’oxyde

formateur.

Ainsi, le phosphore introduit dans les verres de silicate alcalin et/ou alcalino-terreux ne se lie
donc pas au réseau silicate. Nous nous sommes alors intéressés aux effets qu’il engendre sur

la structure des verres lorsqu’il est introduit toujours en faibles quantités.

1I. 1. 2. 2. c. Effet de 1’addition de P,Os sur le réseau silicate

C. Nelson et al.'' ont montré, grace a la Spectroscopic RAMAN, que ’ajout de faibles

quantités de phosphore (par exemple 3,4 %) dans des métasilicates de sodium (1Si02-1Na;0),
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entrainait une augmentation de l’intensité¢ des bandes significatives des liaisons Si-O-Si,
traduisant une polymérisation du réseau silicate. L’apparition de la bande attribuée aux
phosphates monomeéres est observée au méme moment, et son intensité augmente avec 1’ajout
de phosphore. Ces auteurs ont conclu que les entités phosphates s’associent aux NBO de la
structure silicate, en formant ainsi des complexes phosphates — sodium.

R. Dupree et al.® ont étudié 1’évolution de la structure des verres 1 R,O — 2 SiO; (R=1Li, Na
ou K) par RMN du 2Si et du *'P, en fonction du taux de phosphore (de 1 a 5% molaires). lls
ont observé, grice a la RMN du Si, que les entités silicates présentes dans leurs verres
étaient des Q’ et des Q°, et que I'ajout de faibles quantités de phosphore induisait une
diminution de I’intensité des pics de Q°, et une augmentation de I’intensité de la bande
associée aux entités Q. Cette observation traduit ainsi une polymérisation du réseau silicate,
par I’ajout de P,Os. Ces auteurs ont précisé également que le phosphore s’associait avec une
partie des alcalins (R,O), réduisant ainsi la concentration effective d’alcalins dans la matrice

silicate.

M. W. G. Lockyer et al.” ont montré que I’ajout de 5 et 10 % molaire de P»Os dans un verre
80S10,-20K,0 entraine des variations structurales lors de ’analyse de ces verres grice a la
RMN du *°Si et du *'P. En effet, le verre non dopé au phosphore, montre en RMN du *Si, un
spectre de résonance asymétrique composé de 50 % d’entités silicates Q° et 50 % de Q°.
Lorsque le phosphore est ajouté dans ce verre, les proportions des entités Q° diminuent
jusqu’a disparaitre, alors que les entités Q* atteignent 100 % pour 10 % molaires ajoutés. Ces
auteurs ont donc conclu a une polymérisation du réseau silicate avec !’introduction de

phosphore.

En conclusion de cette partie, M. W. G. Lockyer et al.” et C. Nelson et al.'' ont montré que
les entités phosphates présentes dans les verres alcalins et/ou alcalino-terreux ne sont pas liées
au réseau silicate. Ces auteurs ainsi que R. Dupree et al.® ont tous mis en évidence une
polymérisation du réseau silicate lors des additions de P,0Os dans les verres. Le phosphore
s’insére dans les interstices du réseau silicate en s’associant aux cations modificateurs, afin de
former des complexes phosphates. L extraction de ces cations modificateurs libére des NBO,

qui vont ensuite engendrer la repolymérisation du réseau silicate.
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II. 1. 2. 2. d. Répartition des cations modificateurs autour

des entités phosphates et silicates

D’aprés M. W. G. Lockyer et al.’, si le déplacement chimique des Q" présents dans un verre
Si0,—Ca0O-Na,O évolue linéairement avec le rapport CaO/(CaO+Na,O) entre celui d’un
Q"(Na") et d’un Q%(Ca®"), cela signifie alors que ces ions modificateurs se répartissent de
fagon homogene autour de cette entité Q". Par contre si le déplacement chimique de Q" ne
varie pas de fagon linéaire avec le rapport CaO/ (CaO+Na;O) mais conserve des valeurs
proches de 8(Q"(Na")) ou de §(Q"(Ca’")), I’environnement des Q" est alors riche soit en Na™,
soit en Ca".

Ces auteurs ont montré une préférence des cations Ca®" et Na' a s’associer a certaines entités
silicates pour deux verres de composition 47,9 Na,O - 0 CaO — 49,5 SiO; ~ 2,7 P,Os et 37,9
Na>O - 10,5 CaO - 48,9 SiO, — 2,7 P»Os. En effet, ces auteurs ont observé pour ces deux
verres des Q’ 4 -86,1 et -86,3 ppm, et des Q” 4 -78.9 et -76,7 ppm avec une incertitude de 0,2
ppm. Ces auteurs ont fait référence a d’autres déplacements chimiques pour des verres de

systeme binaire :

- 1 NayO -1 Si0; : 8(Q%) =-76 ppm
— 45 NayO - 55 SiO; : 8(Q%) = -75,7 ppm et &(Q°) = -86 ppm
- CaO -SiO; : Q%) =-81,5 ppm

Ainsi, les déplacements chimiques des entités Q’ étant proches de celles d’un Q’ dans un
verre de silicate de sodium et les déplacements chimiques des entités Q’ étant proches de
celles d’un Q* dans un verre de silicate de calcium, ils ont conclu que les entités Q° de ces
verres avaient une préférence a s’associer aux Ca’’, et que les entités Q° avaient tendance a

. +
s’associer aux Na .

En revanche, ces mémes auteurs ont observé une répartition homogéne des deux cations Na*
et Ca’" autour des entités phosphates, grace a la RMN du *'P. En effet ils ont montré que les
entités orthophosphates formées étaient compensées de maniére uniforme par Na* et Ca®* car

leurs déplacements chimiques dépendaient du rapport CaO/(CaO+Na,0O) du verre pour un
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taux fixe de phosphore. Ainsi ces entités phosphates ne montrent donc pas d’interactions

particulieres avec 1’un ou I’autre des deux cations.

H. Grussaute et al.'” ont observé aussi une répartition homogéne de Na' et Ca®* autour des
especes phosphates pour des verres du systeme SiO,—CaO-Na,O dopés au phosphore. Par
contre n’ayant pas décomposé leur spectre en RMN du 2°Si, ces auteurs n’ont pas pu donner

des informations sur la répartition des cations modificateurs autour des entitcs silicates.

A. R. Jones et al.'? ont aussi constaté une répartition homogéne des Na™ et Ca’" méme dans
des verres non dopés au phosphore de composition molaire : (60 a 75%) SiO, - (0 a 20%)

CaO - (20 a 25%) Na,O.
11 2. Etudes reliant la structure des verres a leur bioactivité

Avant de présenter les travaux d’auteurs qui ont établi la structure de verres et leur bioactivité,
nous rappellerons le mécanisme de formation de I’apatite du verre bioactif 45S5 (46,1SiOx—

26,9Ca0-24,4Na,0-2,6P,0s en pourcentages molaires) selon L. L. Hench'’.

Un verre est dit bioactif lorsqu’immergé dans du fluide physiologique, il développe a sa
surface une couche d’HydroxyApatite cristallisée Carbonatée (HAC,
Ca9(PO4)s(CO2)(OH),). Cette couche est, par sa composition en calcium et phosphore,
similaire a la phase minérale de 1’os. Elle permet ainsi au matériau d’étre utilisé comme

implant osseux dans un organisme humain.

Les différentes étapes du mécanisme de bioactivité détermindes sur le verre « 45S5 » sont les

suivantes :

Une premiére étape de la réactivité de surface du verre correspond a I’échange des ions Na ' et
Ca”" du verre avec les ions H' de la solution de fluide physiologique simulé (Simulated Body

Fluid : SBF) selon les réactions suivantes :
Si—O'Na+ + HjL — S1-OH + Na+(501ution)

Si-OCa*" "O-Si + 2H" — 2Si-OH + Ca™" sotution)
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Cette étape produit alors des groupements silanols a la surface du verre avec un milieu alcalin

environnant la surface de I’échantillon.

La perte de silice du réseau sous la forme de Si(OH)s constitue une deuxiéme étape de

modification de la surface du verre. Elle résulte de la rupture de liaisons Si~O inter tétracdres

et produit de nouveaux groupements silanols a la surface du verre avec un pH basique.

La troisieme étape consiste en la condensation des silanols des deux étapes précédentes
produisant ainsi une couche riche en silice a la surface du verre appauvrie en cations alcalins

et alcalino-terreux a pH alcalin.

.

-0-8i-OH + HO-5i-0- — -81-0-S8i- + H,O

.

Lors de la quatrieme étape, le calcium et les phosphates précipitent pour former une couche
supplémentaire a la surface du verre. Cette couche est une couche de phosphate de calcium

amorphe (CaP amorphe).

La cinqui¢me étape correspond a la cristallisation de la couche de phosphate de calcium
amorphe en apatite. En effet les ions OH et/ou CO;* de la solution s’insérent et réagissent

avec le phosphate de calcium amorphe pour former 1’apatite.

] .

-Si-0-Si- + OH + CO;* + 10 Ca®* + 6PO;> — =Si—0-Si- + Ca;o(PO4)s(CO,)(OH),

I I

Le verre 45S5 développe une couche de HAC semblable a ’apatite biologique de¢s 12 heures

d’immersion dans le SBF.

M. W. G. Lockyer et al.” ont étudié les structures des verres du systéme SiO,—CaO- Na,O
dopés tous avec 6% massique de P,Os, par RMN du 2G5, du *'P et du ?*Na. Les compositions
de leurs verres sont reportées dans le diagramme ternaire (Figure 6). Ce diagramme illustre la

réponse bioactive de ces composés d’aprés L. L. Hench.”” La réponse bioactive correspond a
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des tests in vivo dans des fémurs de rat, et in vitro dans du fluide physiologique simulé. Leurs
verres synthétisés sont nommés de BG1 a BG13 et sont situés sur les lignes XX et YY. Les
compositions BG9 et BG13 produisent des systémes cristallisés. Les phases cristallines pour

BG9 et BG13 sont : a-CaSi0s, et a-Ca,Si0y4 plus -CaSiOs, respectivement.

Ca0

Nag0
Figure 6 : Diagramme ternaire illustrant les compositions chimiques massiques préparées
lors de l'étude de M. W. G. Lockyer et al.’, et comparées avec leur réponse biologique. La
ligne XX représente la série de verres avec Na,O substitué par CaO (49SiO:-(1-x)Na>O-
xCaO avec x= 0 a 46). La ligne YY représente la série de verres ot SiQ; est remplacé par
CaO (19Na;0-(1-x)Si0;-xCaO avec x=0 a 41). Toutes les compositions contiennent 6 %

massique de P>0Os

Quatre domaines de compositions chimiques A, B, C et D de ce diagramme, correspondant a
des propriétés bioactives différentes des composés synthétisés, ont ét¢ définis par ces auteurs.

Ils peuvent étre décrits de la fagon suivante:

— Les compositions de la région A (BG3 a BGY9, BG12 et BGI3) ont la

particularité de former une forte liaison avec les tissus humains (liaison
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observée lors des tests in vivo et apparition de la couche d’hydroxyApatite).
Cette région correspond ainsi a une zone de bioactivité des verres.

— Les compositions de la région B (BG10 et BG11) sont des verres trés riches en
Si0;,. Insolubles, elles ne donnent pas lieu a des propriétés bioactives et sont
par conséquent inertes.

— Les compositions de la région C (BG1 et BG2) sont connues pour étre
completement résorbables et disparaissent complétement apres 10 a 30 jours
d’implantation.

— Larégion D correspond a des compositions faibles en taux de SiO,, (inférieur a

40%), et donne des composés non vitreux et non bioactifs.

La RMN du *’Si leur a permis de montrer que les verres de la ligne XX (BG1 4 BG9) étaient
tous composés d’entités silicates Q° et Q°. En effet, par exemple pour le verre BG1, ne
contenant pas de CaQ, ils ont observé que le spectre de résonance magnétique nucléaire
contenait deux raies de résonance a -86,3 et a -76,7 ppm. Ces auteurs ont associé ces
déplacements chimiques respectivement aux entités silicates Q’(Na) et QZ(Na). Quant aux

verres de la ligne Y'Y, ils sont composés essentiellement de Q° et de Q*.

Une étude en RMN du *'P du verre BG1 a montré une seule bande de résonance a 15,6 ppm
correspondant a un orthophosphate de sodium (Na3;PO,). La substitution progressive de Na,O
par CaO (BG1 a BGY9) entraine un déplacement chimique de 15,6 a 4,7 ppm. La valeur du
déplacement chimique de toutes les résonances des verres XX est située entre les complexes
orthophosphate de sodium et orthophosphate de calcium. Pour les verres de la ligne YY, ces
auteurs ont observé la présence de deux types de complexes : des orthophosphates et des

pyrophosphates.

Les auteurs ont pour chaque région A, B, C et D corréler leur bioactivité a leur structure et ont

expliqué de la maniére suivante :

— La région A (BG3 a BGY): les structures de ces verres s’apparentent a une
combinaison de métasilicate de calcium (1 CaO-1 SiO; : structure en chaine

constituée de Q?) et de disilicate de sodium (2 SiO»-1 Na,O, structure réticulée,
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Q). Cette proposition de structure provient du fait que ces auteurs ont observé
préférentiellement une association des Q° avec les Na* et des Q7 avec les Ca*".
Sachant que le disilicate de sodium se dissout facilement pour former un gel de
silice, c’est la présence de CaSiO; qui contrdle et modére la dissolution de
I’ensemble du verre puisqu’elle est moins soluble que le disilicate de sodium.
Ces verres contiennent également des complexes de phosphates mixtes.

— Larégion B (BG10 et BG11) : les structures de ces verres sont comparables a
celle du tétrasilicate de sodium (4 SiO, - 1 Na,0O) contenant des Q* et des Q.
Cette phase étant faiblement soluble en raison de sa structure trés réticulée,
justifie que ces verres ne sont pas bioactifs. Ces structures comportent des
complexes orthophosphates et pyrophosphates.

- La région C (BGl et BG2): la structure du verre BG1 (sans calcium)
s’apparente a une combinaison de métasilicate de sodium (1 SiO; — 1 Na,O,
Q%) et de disilicate de sodium (2 SiO, — 1 Na,O, Q*). Ces 2 phases sont trés
solubles. Lorsque Na,O est substituée par 10 % molaires de CaO (BG2), le
verre contient toujours des Q° et des Q? avec toutefois une structure disilicate
prédominante. Ces verres deviennent alors trés réactifs et se dégradent donc
rapidement. Ces deux verres contiennent essentiellement des complexes de

phosphates de sodium.

M. W. G. Lockyer et al.” ont ainsi établi une relation entre la structure de verres plus
exactement avec les entités silicates et leurs propriétés bioactives. En effet dans leur
proposition de I’aptitude d’un verre d’étre bioactif, ces auteurs n’ont pas fait intervenir les
complexes phosphates présents dans leurs verres. De plus ces auteurs n’ont pas quantifié les
entités silicates et phosphates présentes dans le réseau vitreux, et n’ont pas étudié¢ 1’influence
du taux de phosphore dans ces verres sur leurs propriétés bioactives.

O. Peilt et al.'* ont étudié le mécanisme de bioactivité des verres du domaine quaternaire P,Os
— Na,O — CaO — SiO; par Spectroscopie Infra Rouge. Les compositions massiques qu’ils ont
sélectionnées sont I Na,O — 2 CaO — 3 SiO; (IN2C3S) et 1,5 Na>O — 1,5 CaO — 3 SiO,, les
verres ont ensuite €té dopés jusqu’a 6 % massiques de P,Os. Ces derniers ont ensuite été
traités thermiquement entre 550°C et 700°C durant 5 a 80 minutes, afin d’obtenir, dans

certains cas, des vitrocéramiques. Ces auteurs ont identifié la phase cristalline Na,;Ca,Si309
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(ICCD 22-1455) dans toutes les vitrocéramiques. Ils ont également réalisé d’autres
traitements thermiques plus longs (17 et 34 heures) et a plus haute température (820°C) et ont
ainsi montré I’apparition de la phase cristalline Ca;o(PO4)s caractéristique de 1’apatite pour les
verres contenant 4 et 6 % de phosphore. Ces verres et vitrocéramiques ont ensuite été
immergés dans du fluide physiologique simulé (SBF), pendant différents temps. Des analyses
par Spectroscopie Infra Rouge de la surface des échantillons étudiés ont permis de déterminer
les temps d’apparition de la couche d’Hydroxy Apatite Carbonatée (HAC), caractéristique de
leur bioactivité. Ils ont constaté que la cristallisation ralentissait la cinétique de formation de
’apatite, mais n’empéche pas sa formation. En effet. leurs résultats de bioactivité ont montré
un temps d’apparition de la couche d’HAC variant entre 8 heures d’ immersion pour les verres
contenant 6 % de phosphore, et 35 heures pour I’échantillon complétement cristallisé de
composition massique 1,07 Na,O — 2 CaO — 3 SiOs.

Ces auteurs ont ainsi pu corréler 1’état de cristallisation des composés (nature et pourcentage

de la phase cristalline) avec les résultats de bioactivité in vitro.

Un important travail de recherche réalisé dans notre laboratoire portant sur I'influence des
quatre composants du verre de L. L. Hench sur la bioactivité des verres du systéme SiO--
Ca0-Na,O-P,0s (Figure 7) dans lequel du phosphore est introduit en petite quantité (jusqu’a
6 % molaire de P,Os), a été réalisé par 1. Lebecq et al.'” Ces auteurs ont également étudié
I’influence de P>Os sur la structure des verres grace a la Spectroscopie Infra Rouge et ont mis
en évidence une repolymérisation du réseau silicate. Ils ont pu identifier la présence de
liaisons O-P-O dans leurs verres sans toutefois identifier la nature chimique des espéces
phosphates en raison du faible pourcentage de phosphore. En outre, aucune quantification des

entités silicates Q" n’a été faite par ces auteurs.

Les verres, étudiés par ces auteurs, correspondent aux compositions chimiques représentées

par des points (©) (Figure 7).
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SiO,

Domaine de
bioactivité des
verres

/" 55% SIO<-8gD

CaO Ligne A Ligne B Ligne C Na,O
Na, O =23.5% Na,O = Ca0O CaO=23.5%

Figure 7 : Compositions molaires des verres étudiés dans le ternaire SiO; - CaQ - SiO> (1.
Lebecq et al.”)
Al 42 % SiO> — 34,5 % CaO — 23,5 Na;O et A5 : 55 SiO; - 21,5 CaO — 23,5 Na>O
B1:42 % Si0;—29 % CaO — 29 Na,O et B5 : 55 SiO,— 22,5 CaO — 22,5 Na,O
Cl : 42 % Si0>— 23,5 % CaO — 34,5 Na>O et C5 : 55 SiO>— 23,5 CaO — 21,5 Na>O

Ces auteurs ont ensuite réalisé des essais de bioactivité sur ces verres, en les immergeant dans
du fluide physiologique simulé (SBF : Simulated Body Fluid), et en observant le temps
d’apparition de la couche d’HydroxyApatite Cristallisée (HAC). Leurs résultats ont montré

une grande diversité dans les temps d’apparition de la couche d’HAC (Tableau 1) selon la

composition du verre.
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T d ition de 1
emps d'apparition de la Nom du verre

couche HAC
6 heures P6A3 - P6B3
8 heures P6AT1 - P4A3
10 heures P1C1 - P4B3
12 heures P2C1-45S5-C2
14 heures P4AT1 - P3C2 - P2B3 - P5SC2 - P2A3
16 heures P3C1 - P4C1 - P2A1
22 heures C1
2 jours P1C2-PIB5-P5B5-A5-C5
2,5 jours B5
3 jours Al-B1-A2-B2-A3-C3-A4-B4-C4
4 jours B3

Tableau 1 : Temps d’apparition de la couche HAC des verres étudiés par I. Lebecq et al”

Leur étude a permis de mettre en évidence trois comportements différents de réactivité pour
les verres du systéeme SiO>—Ca0O-Na,O dopés au phosphore en présence de SBF, en fonction

de la composition du verre et du taux de phosphore.

Pour les verres traditionnels (série B5) contenant plus de 50% de Si0,, I’ajout de phosphore
améliore peu la bioactivité, le temps d’apparition de ’apatite se situe entre 2 et 3 jours. En
effet ces verres possédant une structure tridimensionnelle accentuée par 1’ajout de phosphore,
il se forme alors rapidement une couche de silice importante a la surface des verres bloquant
ainsi la migration des nuclei de phosphate de calcium. L apatite se forme ainsi essentieliement

avec les ions calcium et phosphates du SBF.

Pour les verres inversés contenant un taux de SiOQ, inférieur 4 50%, et riches en sodium
(séries C1 et C2), I’ajout de phosphore n’améliore que tres peu la bioactivité, qui reste
toutefois intéressante puisqu’elle est de ’ordre de 14 heures. Les complexes phosphates de
sodium qui migrent rapidement a travers le gel de silice, génent et ralentissent la

cristallisation de I’apatite. L augmentation de leurs concentrations avec le taux de phosphore

24



introduit dans le verre explique pourquoi le phosphore a peu d’influence sur la bioactivité.

Pour les verres inversés et moins riches en sodium (séries B3, Al et A3), le phosphore
améliore considérablement la bioactivité. En effet, leur bioactivité varie entre 4 jours (sans
ajout de phosphore) a 6 heures (avec 6 % P»Os). La couche de silice qui serait intermédiaire
en €paisseur par rapport aux 2 autres séries, laisse migrer les complexes de phosphates de
calcium, et préparent ainsi la cristallisation de D’apatite dans le phosphate de calcium
amorphe. Le taux de phosphore améliore la bioactivité car son ajout progressif fait croitre la

concentration des complexes de phosphate de calcium.
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Chapitre 1 : Analyse structurale des verres par RMN Elaboration des verres

II1. ELABORATION DE VERRES DU SYSTEME SiO; — CaO - Na,O -
P,0s

111 1. Introduction et choix des compositions

L’ objectif de cette étude est de poursuivre les travaux d’l. Lebecq et al."” reliant la
composition chimigque des verres a leur bioactivité. Nous avons ainsi réalisé 1’analyse
structurale de ces verres par RMN du *°Si et du *'P, dans le but d’une part de quantifier les
entités silicates constitutives du réseau vitreux et les entités phosphates, et d’autre part de
corréler leur structure a leur bioactivité. Pour cela, nous avons s¢lectionné quatre verres parmi

ceux étudiés par ces auteurs, et ayant des bioactivités bien différentes :

- Les verres C2 et C1 présentent des temps rapides d’apparition de la couche
d’HAC (respectivement 12 et 22 heures)

- Le verre B5 (bioactif en 2,5 jours d’immersion dans le SBF) est un verre de
bioactivité¢ moyenne

- Le verre B3, bioactif en 4 jours, est un verre de mauvaise bioactivité.

Nous avons ensuite dopé ces quatre verres avec z % de phosphore, z allant de 1 a 6 %
(Tableau 2). Le taux de phosphore introduit dans les verres, est défini a I’aide d’une quantité z
de P>Os en moles, la composition molaire dans le ternaire a été recalculée a (100-z) % de
facon a conserver les rapports molaires initiaux Si/Ca et Si/Na.

Les verres sont alors notés avec P suivi du pourcentage z de P,Os en moles auquel est ajouté
leur nom d’origine dans le ternaire. Le verre C1 dans lequel 1 % de P,Os a été introduit sera
noté P1Cl, il fait partie de la série PzC1 (verre C1 + z % de phosphore).

La quantité¢ maximale de phosphore qui a été possible d’introduire dans nos verres a été¢ 6%
molaire de P>Os. En effet, au-deld de cette valeur et voire moins dans certains cas, les

composés commencent a se dévitrifier.

Ainsi, en réalisant une analyse structurale par RMN du 29Si et du *'P de ces quatre verres
Yy p q

dopés avec du phosphore, il sera alors possible d’évaluer ’influence du phosphore sur la
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Chapitre 1 : Analyse structurale des verres par RMN Elaboration des verres

bioactivité¢ des verres d’un point de vue structural, et d’établir par conséquent avec plus de

précisions les mécanismes de formation de 1’apatite de ces verres.

Compositions molaires (%)

nom du verre SiO, CaO Na,O P,Os
BS 55,000 22,500 22,500 0
PIB5 54,450 22,275 22,275 1
P2B5 53,900 22,050 22,050 2
P3B5 53,350 21,825 21,825 3
P4B5 52,800 21,600 21,600 4
P5BS 52,250 21,375 21,375 5
B3 47,000 26,500 26,500 0
P1B3 46,530 26,235 26,235 1
P2B3 46,060 25,970 25,970 2
P3B3 45,590 25,705 25,705 3
P4B3 45,120 25,440 25,440 4
P5B3 44,650 25,175 25,175 5
P6B3 44,180 24.910 24,910 6
C2 45,000 23,500 31,500 0
P1C2 44,550 23,265 31,185 1
P3C2 43,650 22,795 30,555 3
P5C2 42,750 22,325 29,925 5
C1 42,000 23,500 34,500 0
P1C1 41,580 23,265 34,155 1
P2C1 41,160 23,030 33,810 2
P3Cl1 40,740 22,795 33,465 3
P4C1 40,320 22,560 33,120 4
P5C1 39,900 22,325 32,775 5
4585 46,100 26,900 24,400 2,6

Tableau 2 : Compositions nominales chimiques molaires des verres étudiés

I11. 2. Synthése des verres

La synthése des verres a été réalisée a partir des produits suivants :
- Si0Os : quartz pur, (Merck),
- (CaCOs : carbonate de calcium de pureté 99% (Chimie-Plus Laboratoires),
— NayCOs; : carbonate de sodium de pureté 99,9% (Merck),
- (NaPOs), : polyphosphate de sodium pur ou sel de Graham (Merck).
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Chapitre 1 : Analyse structurale des verres par RMN Elaboration des verres

Les réactifs pesés ont ét¢ mélangés dans un mortier en agate afin d’homogénéiser I’ensemble.
La poudre obtenue a été introduite dans des creusets en platine, inertes a la synthese, et a été
traitée thermiquement pendant 5 heures a 950°C afin d’éliminer les carbonates. Aprés cette
opération, le mélange a été broyé une seconde fois avant d’étre mis en fusion a 1400°C,
pendant 4 heures. Une trempe a 1’air a été ensuite réalisée en coulant le verre en fusion sur
une plaque d’acier préchauffée a 250°C afin de limiter les tensions internes du verre créées

lors de la trempe et ainsi d’éviter que celui-ci ne se casse lors du refroidissement.

Les verres obtenus ont ensuite €té traités thermiquement a une température inférieure a leur
température de transition vitreuse, permettant de stabiliser les verres en éliminant les tensions

internes créées par la trempe.

La majorité des verres synthétisés sont transparents. Cependant, il a été constaté que les verres
PS5BS, P6B3 et PACI1 étaient 1égerement opalescents. Des analyses par Rayons X ont été
réalisées sur ces verres (Figure 8) afin d’identifier la ou les phases responsables de cette
opalescence. Une recherche de phase cristalline a été effectuée, mais nous n’avons pas trouvé

de compos¢ permettant d’indexer ces pics.
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Figure 8 : Diffractogrammes des verres P6B3(a), P5B5(b), et P4CI(c)
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Chapitre 1 : Analyse structurale des verres par RMN

II1. 3. Analyses chimiques des verres

Elaboration des verres

La composition des verres a été déterminée par microscopie €lectronique a balayage (MEB)

sur des blocs de verre par la technique de spectroscopie de dispersion d’énergie (EDS).

(Principe en Annexe 2).

Les éléments dosés sont le silicium, le sodium, le calcium, I’oxygéne et le phosphore pour la

totalité des verres du systéme ternaire SiO,-Ca0-Na,O-P,0s (Tableau 3). Ces valeurs ont été

obtenues par des analyses semi-quantitatives des spectres EDS. Les compositions molaires

nominales et expérimentales sont assez proches.

Pourcentage molaire théorique (%)

Pourcentage molaire expérimental (%)

verre Si Na Ca P Si Na Ca P
B5 449 36,73 1837 46,0 (+0,1) 36,6 (£0,2) 17.4 (£0,5)
P1B5 44,17 36,14 18,07 1,62 45,2 (£0,2) 35,7 (£0,6) 17,4 (£0,3) 1,7 (£0,2)
P2B5 43,45 35,55 17,78 3,22 44,5 (£0.4) 34,2 (£0,1) 17,8 (£0,3) 3,5 (x0.2)
P3B5 4274 3497 1748 481 443 (£0,2) 34,6 (x02) 163 (20,2)  4,8(x0,3)
P4B5 42,04 34,39 17,2 6,37 42.5 (£0.2) 33,0 (£0,2) 17,7 (£0,3) 6,8 (£0,05)
P5B3 41,35 33,83 16,91 791
B3 37,15 41,9 20,95 38,4 (£0,3) 42,0 (+0.,3) 19,6 (£0.,2)
P1B3 36.57 41,24 20,62 1,57 34,9 (£0,3) 46,2 (£0,3) 17,6 (£0.3) 1,3 (£0,3)
P2B3 35,99 40,59 20,29 3,13 36,7 (£0.,2) 39,6 (x0.5) 20,6 (£0,2) 3,1 (£0,2)
P3B3 3542 3994 1997 4,66 35,9 (£0,2) 39,3 (20,2) 19,9 (+£0,2) 4.9 (x0,2)
P4B3 3486 39,31 19,65 6,18
P5B3 343 38,68 19,34  7.68 35,0 (£0,2) 36,5 (£0,4) 20,2 (+0,2) 8.3 (x0,2)
P6B3 33,75 38,06 19,03 9,17 33,9 (+0,05) 37.3 (=0,4) 18,9 (£0,2) 9,9 (£0,2)
C2 3422 4791 17,87 34,4 (+0,2) 48 (£0,5) 17,6 (£0,2)
PiC2 33,7 47,18 17,6 1,51 34,0 (+£0.2) 47,7 (£0.2) 16 (+£0,2) 2,3 (£0,2)
P3C2 32,68 4575 17,07 4,49 32,7(x0,2) 4585 (x0,4) 16,9 (+0,2) 4,6 (£0,2)
P5C2 31,68 44,36 16,55 7.41 32,2 (20,05) 44.4 (x0,4) 15,5 (£0,2) 7.9 (£0,2)
Cl 31,23 51,3 17,47 33,1 (£0.4) 49,7 (0,4) 17,2 (£0,3)
PICl1 30,76 50,54 17.21 1,48 29 (£0.,4) 53,5 (x0,3) 16,2 (£0,5) 1,3 (£0.,3)
P2C1 30,31 49,79 16,96 2,95 32,1 (£0.7) 47,8 (£0,3) 16,9 (£0,7) 3.2 (£0,3)
P3Cl1 29,85 49.05 16,7 44 29,9 (+0.3) 48,7 (£0,4) 16,9 (=0.2) 4,5 (£0,1)
P4C1 29,4 48.31 16,45 5,83 30,2 (=0.1) 47,5 (£0.4) 16,1 (£0,2) 6,2 (£0.2)

Tableau 3 : Compositions molaires atomiques nominales et expérimentales des verres (EDS)
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Chapitre 1 : Analyse structurale des verres par RMN Elaboration des verres

IIL. 4. Détermination des températures caractéristiques des verres

Certains verres ont été¢ analysés par Analyse Thermique Différentielle (ATD), afin de
déterminer leurs tempcdratures caractéristiques. Les mesures ont été réalisées avec une
cinétique de chauffe de 10°C/min, sur 30 mg de poudre de verre. La température de transition
vitreuse (Tg) est obtenue sur la courbe, par un léger changement endothermique de la ligne de
base, et la tempdérature de cristallisation (T.) est déterminée par la position du pic
exothermique de grande amplitude. Par exemple, I’ATD du verre P3C2 indique un T, de

509°C, et un T, de 650°C (Figure 9).
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Figure 9 : ATD du verre P3C2 (10°C/min)

Les ATD ont été réalisées sur une partie des verres synthétisés. Les résultats sont reportés
dans le Tableau 4. Nous pouvons remarquer que d’une maniere générale, 1’ajout progressif de

phosphore dans chaque série augmente la température de transition vitreuse.
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Chapitre 1 : Analyse structurale des verres par RMN Elaboration des verres

Verre Tg (°C) Te (°C)
BS 551 705
PIB5 562 730
P2BS 560 790
P3B5 555 800
B3 519 635
PIB3 526 680
P3B3 533 730
P5SB3 530 680
2 490 644
P3C2 509 654
PIC1 443 540
P2C1 478 585

Tableau 4 : Températures de transition vitreuses (Tg) et de cristallisation (T,)

caracteristiques des verres étudiés
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IV. ANALYSES STRUCTURALES PAR RMN-MAS DES VERRES DES
SERIES PzC1, PzC2, PzB3 ET PzBS

IV. 1. Conditions expérimentales des analyses RMN

Les analyses des verres par RMN-MAS du *°Si et du *'P ont ét¢ réalisées au Centre Commun
de Mesure RMN de I’Université des Sciences et Techniques de Lille™. Le spectromeétre utilisé
est un Bruker Avance ASX 100, fonctionnant avec un champ magnétique de 2,35 Tesla, les
fréquences de résonance ont ét¢ observées a 19,89 MHz pour la RMN du 2Si et de 40,53
MHz pour le *'P. Le temps de relaxation spin-réseau (T1) de I’isotope *9Si étant relativement
long, les verres synthétisés ont tous été dopés’ par 0,025 % molaire d’un élément
paramagnétique Fe;O; afin de réduire ce temps de relaxation. Le temps de relaxation
longitudinal des verres (T1) n’a pas été¢ mesuré, toutefois, la valeur du temps de recyclage
(D1) a été optimisée. Les composés de références ainsi que les différents paramétres qui ont

permis ’acquisition des spectres sont les suivants :

— RMN-MAS du #Si: le composé de référence est le TétraMéthylSilane (TMS).
La rotation a I’angle magique a ¢té effectuée avec une vitesse de 5 kHz. Le
signal a été enregistré suite a une impulsion radiofréquence de 2,4 us avec un
angle d’impulsion de 30° et un temps de recyclage optimisé de S5s (D1). Le
nombre d’acquisitions effectuées pour chaque spectre est de 2048.

- RMN-MAS du’'P:le composé de référence est une solution a 85% H3;POs. La
rotation a 1’angle magique a été effectuce avec une vitesse de 5 KHz. Le signal
a ¢té enregistré suite a une impulsion radiofréquence de 3 us avec un angle
d’impulsion de 45° et un temps de recyclage optimisé de 10s (D1). Les
spectres ont été obtenus aprés un nombre d’acquisitions soit de 128, soit de

256.

Le nombre d’acquisitions est différent pour la RMN du *'P et pour la RMN du *°Si. Dans le

cas de la RMN du *'P, Pobtention des spectres nécessite moins d’acquisitions du fait de son

" Nous remercions Bertrand Revel du CCM de Lille 1, pour sa collaboration lors de cette
étude.
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abondance naturelle de 100% contrairement a celle du °Si qui est de 4,71%. Dans les deux
cas, une fonction de lissage exponentielle a été appliquée pendant le traitement du signal par
transformée de Fourier. Elle est de 30 Hz pour les spectres RMN-MAS du *Si et de 10 Hz
pour les spectres RMN-MAS du *'P. Les spectres obtenus ont ensuite été déconvolués par des
pics de forme gaussienne en utilisant le logiciel DMFIT mis en place par D. Massiot'®. Lors
de I’évaluation des proportions des entités silicates (Q") et des phosphates présentes dans les

verres, les bandes de résonance isotropes et les bandes de rotations ont été considérées.

IV. 2. Analyses structurales par RMN-MAS du *’Si — Etude du réseau silicate

V. 2. 1. Influence du taux de phosphore sur la structure des verres des séries

PzC1 PzC2 PzB3 PzB5

V. 2. 1. 1. Analyses qualitatives des spectres — Evolution du
déplacement chimique isotrope des spectres en fonction du taux de

phosphore introduit dans les verres B5, B3, CI et C2.

Les verres synthétis¢s, dont les compositions molaires sont précisées dans le Tableau 2 (p27),
oz . 20+

ont été analysés par RMN-MAS du **Si.

Pour les verres d’une méme série, nous avons superpos¢ les spectres afin d’observer

I’évolution des entités silicates Q" en fonction du taux de phosphore. (Figures 10 a 13).
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Figure 10 : Superposition des spectres RMN-MAS du *°Si de la série PzB5
(B5 : 55 8i0;— 22,5 CaO — 22,5 Na;0)
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Figure 11 : Superposition des spectres RMN-MAS du °°Si de la série PzB3
(B3 : 47 Si0;— 26,5 CaO — 26,5 Na;0)
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Figure 12 : Superposition des spectres RMN-MAS du *°Si de la série PzC2
(C2 : 45 8i0;,— 23,5 CaO — 31,5 Na>0O)
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Figure 13 : Superposition des spectres RMN-MAS du *°Si de la série PzC1
(Cl : 42 8i0;— 23,5 CaO — 34,5 Na,O)
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Premiérement, nous pouvons observer que tous les spectres sont trés larges, puisque les
largeurs & mi-hauteur sont d’environ 12-15 ppm. M. W. G. Lockyer et al.® ont obtenu des
spectres pour des verres du systeme (47,3-48,7) SiO, — (15,6-45,6) CaO — (4,6-33) Na,O - 2,6
P>0s5 (% molaire) ayant une largeur a mi-hauteur comprise entre 14,8 et 16,2 ppm. En effet,
cet élargissement des spectres résulte du fait que la force du champ électrostatique (Z/a%, Z
¢tant la charge du cation et a la distance inter-atomique oxygene — cation) du calcium est plus
importante que pour celle du sodium. Cet ¢largissement de spectres a été également constaté

par H. Grussaute et al.’”

Deuxiémement, nous pouvons observer une forme asymétrique des spectres, signifiant

I’existence d’au moins deux entités Q".

I. Elgayar ct al.'” qui ont étudié la structure des verres 48,46 et 61 % SiO, avec un taux de
P>0s fixe (1,07 % molaire), ont obtenu également des spectres de résonance légérement
asymétriques avec une raie maximum allant de -79 a -89 ppm et des largeurs a mi-hauteur

¢voluantde 11 a 16 ppm.

En ce qui concerne la superposition des spectres (Figure 10 a Figure 13), I’ajout de P,Os dans
tous les verres entraine une diminution du déplacement chimique isotrope du massif, sans
modifier la base du spectre. L’ajout de phosphore modifie alors considérablement I’ordre a
courte distance autour du silicium, démontrant ainsi la variation de 1’état de condensation du

réseau silicaté.

Cette diminution du déplacement chimique vers des valeurs caractéristiques d’entités silicates
de plus en plus polymérisées indique ainsi que le réseau silicate se condense de plus en plus

avec le taux de phosphore.

Enfin, nous pouvons remarquer ’absence de liaison Si — O — P dans tous les spectres dont le
déplacement chimique se situe entre ~33 et —39 ppm'®. Nous pouvons alors affirmer que le
phosphore introduit dans nos verres ne se lic donc pas au réseau silicat¢ comme ont pu

I’observer les auteurs M. W. G. Lockyer et al.” et H. Grussaute et al.'”.
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IV. 2. 2. 2. Analyses quantitatives des spectres ; nature et

pourcentages des entités silicates (Q") présentes dans le réseau vitreux

La décomposition de nos spectres a été réalis€ée a partir de plusieurs gaussiennes, dont la
somme doit recouvrir au mieux le spectre initial. Le logiciel détermine alors le déplacement
chimique de chaque gaussienne, sa largeur & mi-hauteur, et son aire. Ces données permettent
ainsi d’accéder a la proportion d’entités Q" constitutives du réseau vitreux. Rappelons que «n»
est le nombre d’oxygenes pontants (Bridging Oxygens : BO) liés a ’élément étudié. La

nomenclature des entités silicatés Q" est décrite dans la partie bibliographie de ce chapitre L.

Deux exemples de décomposition des spectres des verres P1C1 et P4C1 sont représentés sur
la figure 14, elles illustrent ainsi la répartition des proportions d’entités Q" constitutives du
réseau silicate. Pour ne pas surcharger ce chapitre, nous ne présentons que les décompositions

des spectres des verres de chaque série avec le plus faible et le plus élevé taux de phosphore.

wn
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Figure 14 : Décompositions des spectres RMN-MAS du *’Si des verres P1CI1 et PACI

La décomposition de ces deux spectres nous permet d’observer une présence majoritaire
., 2 . . , N . . .
d’entités Q' et Q” pour le verre PICI1, ainsi qu'une présence trés minoritaire, voire

négligeable, d’entités QO et Q3. Par contre, pour le verre P4C1, contenant 3 % molaire de
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phosphore supplémentaire, nous observons une nette diminution des entités Q', et

inversement une augmentation des entités Q° et Q3 constitutives du réseau silicate.

Les décompositions des spectres {P1B5 et P5B5} et {P1B3 et P6B3} sont représentées par les

Figures 15 et 16, respectivement.

PIBS P5B5

PIB3 P6B3
Ajout de Phosphore

50 60 ) 80 50 700 60

'-;30 80 100 410
d (ppm)

Figure 16 : Décomposition des spectres RMN-MAS du *°Si des verres P1B3 et P6B3

Les verres des séries PzB5 et PzB3 sont majoritairement composés d’entités silicates Q7 et

Q’, et on peut observer que 1’ajout de phosphore dans ces verres entraine une diminution de la

proportion des entités Q° en faveur de la proportion des entités Q” et Q.
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Figure 17 : Décomposition des spectres RMN-MAS du *°Si des verres P1C2 et P5C2

Pour des faibles taux de phosphore, les verres des séries PzC1 et PzC2 sont composés
essentiellement d’entités Q' et Qz. Pour des taux importants en phosphore, les verres sont
composés essentiellement d’entités Q° et Q°.

Les résultats de toutes les décompositions des spectres de nos verres sont reportés dans le
tableau 5. Nous avons également ajouté a ce tableau les valeurs de NBO/T calculées a partir

des décompositions des spectres, elles seront analysées ultérieurement dans le chapitre (page
45).
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3 isotrope (ppm) (+ 0.5) Largeur a mi-hauteur (ppm) (£ 0.5) Pourcentage relatif (%) NBO/T

Verre Q Q' Q Q' Q' Q’ Q' Q@ Q Q' Qe QED @’ Q@) Q'Eh Sl(];gg\ ¢
B5 -69  -80 -88  -100 10 10 11 10 3 55 39 3 1,58
P1B3 69 79 -88 -100 9 11 11 10 2 46 48 4 1,46
P2B5 69. -80 -89 -100 8 11 10 12 2 42 55 1 1,45
P3BS 71 -83 90 99 11 10 12 12 2 43 45 10 1,37
P4BS5 270  -80 -89  -101 14 12 13 3 22 69 6 1,22
P5B5 * -84 90 -102 28 62 10 1,18
B3 64 -70  -78 90 9 10 11 10 2 16 74 7 2,11
P1B3 64 -70  -718 90 8 9 10 12 4 86 7 2,03
P2B3 70 <79 -89 -99 9 11 12 10 6 77 16 1 1,88
P3B3 70 -79 -89 -101 9 10 11 9 7 65 27 1 1,78
P4B3 70 =79 88 -99 10 12 11 8 3 53 41 3 1,56
PSB3 69 -19 87 -99 10 11 11 10 4 42 51 3 1,47
P6B3 * 70 =79 88 -103 9 10 10 10 2 28 68 2 1,3
C2 62 71 -8 86 5 38 53 4 2,44
P1C2 63 71 18 87 9 9 8 8 5 25 60 10 2,35
P3C2 64 72 219 87 9 10 8 16 63 18 2,05
P5C2 -70  -80 -88  -97 7 10 10 10 4 64 29 3 1,69
Cl 63 =70 =77 -87 9 5 52 38 5 2,57
PIC1 62 -70  -77 -89 9 9 10 6 2 47 50 1 2,5
P2C1 62 -70 77 -87 7 9 10 6 3 37 58 2 241
P3C1 61 -7t -78 -85 9 9 9 9 2 34 56 8 23
P4CI * 272 219 -86 10 9 9 29 60 11 2,18

Tableau 5 : Déplacements chimiques isotropes (0), pourcentages relatifs des entités O, et

rapports NBO/T obtenus par RMN du *’Si (* : verres opalescents)

Nous observons ainsi qu’au sein de chaque série de verres, les déplacements chimiques des
entités silicates Q" ont tendance a diminuer, lorsque que le taux de phosphore augmente. En
effet, nous avions constaté par la superposition des spectres d’une méme série, que le
déplacement chimique isotrope diminuait lors de 1’ajout de phosphore dans les verres. Les
largeurs a mi-hauteur des résonances sont toutes comprises entre 6 et 14 ppm. Tres peu
d’auteurs ont réalisé la décomposition de leurs spectres ; il est alors difficile de comparer les
largeurs a mi-hauteur de nos décompositions avec la bibliographie. En ce qui concerne les
pourcentages relatifs des entités Q", nous observons que les séries PzB5 et PzB3 sont
principalement composées d’entités silicates Q" et Q°, que la série PzC1 est principalement
composée de Q' et de Q°. Enfin, la série PzC2 se décompose en majorité de Q' et Q? pour un
taux de phosphore inférieur a 3 % molaire, puis en une majorité de Q et Q°, pour z =5 %

molaires.
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V. 2. 2. 3. Discussion

IV. 2. 2. 3. a. Mise en évidence des réactions de dismutation

Apres avoir identifié les entités silicates de tous nos verres grice aux déplacements
chimiques, nous avons voulu savoir si ces derniers suivaient ou non une distribution binaire.
Pour cela, nous avons calculé 1’état de polymérisation Y (cf équation 2 page 9) pour chaque
verre, et nous I’avons comparé a chaque valeur expérimentale. Ainsi, si nous prenons comme

exemple le verre C1 (contenant 42 % molaire de Si0,), le calcul de Y nous donne

y =6-2% 12380
4

Cette valeur signifie alors que les especes présentes dans le verre Cl sont, pour une
distribution binaire : 23,8 % de Q° et 76,2 % de Q'. Or, on constate que le verre C1 contient 4
entités : Q' et Q majoritaires, et, Q” et Q° minoritaires. La présence de Q° et Q’ s’explique
par Pexistence de la réaction dite de dismutation de site : 2Q" < Q™'+ Q"'. En effet dans le

| e 1 2 . s .
cas du verre C1 les espéces majoritaires Q et Q” se dismutent de la manicre suivante :

- Les Q' se dismutent en Q° et Q? selon la réaction suivante : 2Q"' « Q%+ Q°

- Les Q7 se dismutent en Q' et Q° selon la réaction suivante : 2Q* « Q* + Q'

Le tableau 6 contient toutes les valeurs de Y qui représentent donc 1’état de polymérisation du

réseau silicate de nos verres.

H. Maekawa et al. ont observé également plusieurs entités silicates dans des verres Si0; —

M,O contenant entre 20 et 56 % molaires de M>O avec M = Li, Na et K, par RMN du *’Si.

41



Pourcentages relatifs pour une

Compositions molaires (%) Pourcentages relatif expérimentaux (%) distribution binaire (%)
Verre  8i0, Ca0 Na;0 PO QENQEN FEHPEHQEN Y Q@ Q& & Q @
B5 55 22,5 22,5 0 3 55 39 3 2,36 64 36
P1BS5 54,45 22,275 22275 1 2 46 48 4 2,33 67 33
P2BS5 53,9 22,05 22,05 2 2 42 55 1 2,29 71 29
P3B5 53,35 21,825 21,825 3 2 43 45 10 2,25 75 25
P4B5 52.8 21,6 21,6 4 3 22 69 6 2,21 79 21
P5B5* 52,25 21,375 21,375 5 28 62 10 2,17 83 17
B3 47,0 26,5 26,5 0 2 16 74 7 1,74 26 74
P1B3 46,530 26,235 26,235 1 3 4 86 7 1,70 30 70
P2B3 46,06 25,97 25,97 2 6 77 16 1 1,66 34 66
P3B3 45,59 25,705 25,705 3 7 65 27 1 1.61 39 61
P4B3 45,12 25,44 25,44 4 3 53 41 3 1,57 43 57
P5B3 4465 25175 25,175 5 4 42 51 3 1,52 48 52
P6B3 * 44,18 24,91 24,91 6 2 28 68 2 1,47 53 47
Cc2 45 23,5 31,5 0 5 38 53 4 1,56 44 56
PIC2 44.55 23,265 31,185 1 5 25 60 10 1,51 49 51
P3C2 43,65 22,795 30,555 3 3 16 63 18 1,42 58 42
P5C2 42,75 22,325 29,925 5 4 64 29 3 1,32 68 32
C1 42 23,5 34,5 0 5 52 38 5 1,24 76 24
PICI 41,58 23,265 34,155 1 2 47 50 1 1,19 81 19
P2C1 41,16 23,03 33.81 2 3 37 58 2 1,14 86 14
P3C1 40,74 22,795 33,465 3 2 34 56 8 1,09 91 9
P4C1 * 40,32 22,56 33,12 4 29 60 11 1,04 96 4

Tableau 6 : Pourcentages relatifs expérimentaux et obtenus dans le cas d’'une distribution
binaire, des entités Q" constitutives du réseau silicate des verres PzB5, PzB3, PzC2 et PzC1

(= . verre opalescent)

Ces réactions de dismutation ont été observées pour tous les verres étudiés puisque la plupart
contiennent au moins 3 entités silicates.

I en ressort de ce tableau que nos verres divergent donc d’une distribution binaire
indépendamment du taux de silice et que cette divergence est d’autant plus importante que le

taux de phosphore augmente.

V. 2. 2. 3. b. Mise en évidence du role de P,0Os sur la
polymeérisation du réseau silicate, par I’évolution des pourcentages

relatifs des entités silicates

La figure 18 reporte I’évolution des pourcentages des entités silicates Q" pour les verres des
séries PzB5 et PzB3.
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Figure 18 : Evolution des pourcentages relatifs des entités silicates des series de verres PzB5

et PzB3 en fonction du taux de P,Os introduit

Pour les séries PzBS et PzB3, les entités silicates majoritaires sont Q% et Q°, et elles sont
associées aux cations modificateurs Ca** et Na'. L’ajout de P,Os dans les deux séries entraine
une modification structurale du réseau silicate. En effet il se forme de plus en plus de Q° et de
moins en moins de Q’ lorsque le taux de phosphore augmente, traduisant ainsi une
polymérisation du réseau silicate.

Nous ferons remarquer que pour la série PzB3, les proportions d’entités Q? sont plus
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importantes que les Q°, pour un méme taux de P,Os inférieur a 4,5 %. En effet, les verres
issus de la série PzB3 étant moins riches en SiO,, cela explique qu’a un méme taux de P,0Os,

le réseau silicate soit moins condensé.

La figure 19 reporte I’évolution des pourcentages des entités silicates Q" pour les verres des
g P p g |4

séries PzCl1 et PzC2.
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Figure 19 : Evolution des pourcentages relatifs des entités silicates des séries de verres PzC2

et PzC1 en fonction du taux de P,Os introduit
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Concernant la série PzC1, nous pouvons observer que les entités Q° augmentent avec le taux
de phosphore et inversement pour les Q'.
Concernant la série PzC2, le pourcentage des entités Q° et Q° augmente avec le taux de

phosphore.

Dans toutes les séries, 1’ajout de P.Os dans ces verres entraine une diminution du pourcentage
de Ientité Q" ayant le «n» le plus petit, en faveur de l'entité Q" correspond au « n »
supérieur. Ces constatations confirment ainsi que le réseau silicate se condense par ajout de

phosphore dans les verres.

IV. 2. 2. 3. ¢. Mise en évidence du role de P>Os sur la

polymeérisation du réseau silicate, par le calcul des rapports NBO/T

Afin de confirmer effectivement que le réseau se condense par I’ajout de P,Os dans les verres,
nous avons calculé le rapport NBO/T, en utilisant les données de 1a RMN du #Si (Tableau 5).
En effet, I’état de polymérisation peut étre déterminé'® & partir des proportions des entités
silicates constitutives du réseau, obtenues par la RMN du *’Si. Pour cela, le rapport du

nombre d’oxygenes non pontants par tétraedre expérimental a été calculé grace a I’équation 3.

(NI;O)”S" = E Q") ( NiO)n (Equation 4)

NBO

avec 0 =0 pour les Q* ;g =1 pour les Q° ;N—};-O— =2 pour les Q° ;—T— =3 pour les

NBO . . e e
Q' et = 4 pour les Q°, avec Q" représentant la fraction de chaque entité silicate obtenue

en RMN du *’Si.

Par exemple, si nous prenons le verre P3B3, la décomposition des spectres RMN du *°Si a
donné comme résultat 4 entités silicates dont les proportions sont : 7%Q", 65%Q7%, 27%Q° et
1%Q4. Le calcul de NBO/T se fait donc de la maniére suivante : 0 * 4+ 0,07 *3 + 0,65 * 2 +
0,27 *1+ 0,01 *0=1,78.

Le calcul de NBO/T a été réalisé pour I’ensemble de nos verres (Tableau 5, page 40). Nous
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avons représenté 1’évolution de ce rapport NBO/T en fonction du taux de phosphore introduit

dans les verres des séries étudiées (Figure 20).

3 .
X
a Z X
X % < PzBS
s m
g 2 4
—~ l
g 0 A pzB3
o P (]
£ < o o O
o O A P2C2
14--
X PzC1
0
0 1 2 3 4 5 6 7

z (% de phosphore)

Figure 20 : Evolution du rapport NBO/T obtenu & partir des données de la RMN du **Si, en

fonction du taux de P,Os introduit dans les verres étudiés.

Nous constatons que pour chaque série de verres, le rapport NBO/T diminue lorsque P»Os,
augmente, traduisant ainsi une fois de plus, une polymérisation du réseau silicate.
Nous avons donc mis en évidence, que I’augmentation du taux de P,Os dans les verres étudiés
entrainait :

- une diminution du déplacement chimique isotrope des spectres RMN du *°Si,

- une diminution des pourcentages relatifs des entités silicates Q" ayant les « n »

les plus petits, en faveur d’entités Q" correspond a des « n » supérieurs,

- une diminution du rapport NBO/T obtenu avec les données de la RMN du *’Si.
Ces constatations traduisent ainsi une polymeérisation du réseau silicate, lors de ces faibles
ajouts de P-Os (1 a 6% molaires). Nous nous sommes ensuite intéressés a 1’environnement

chimique de ces entités silicates présentes dans le réseau, afin de déterminer si elles
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s’associent préférentiellement aux ions calcium ou aux ions sodium, ou aux deux.

V. 2. 2. 3. d. Mise en évidence de l’environnement chimique

des entites silicates

Afin d’identifier exactement les entités Q" de nos verres, nous avons reporté dans le tableau 7
les déplacements chimiques de différentes entités Q" dans des verres de systéme binaire SiO, -

NaO et SiO; - CaO, et dans des silicates cristallisés issus de la bibliographie.

Déplacement chimique des entités silicates recensés dans la littérature
Références auteurs

verre Q° (ppm) Q' (ppm) Q* (ppm) Q' (ppm) Q* (ppm)

50 CaO - 50 SiO, Q(Ca)=-82.6 Q'(Ca)=-91,8 J. Shneider et al™

55 Na,O - 45 SiO, Q'(Na)=-76,5 Q'(Na)=-86

55,6 Na,O - 44,4 SiO, Q'(Na)=-66,7 (Q*Na)=-755 Q'(Na)=-85 H. Maekawa et al.™

50 Na,O - 50 SiO, Q*(Na)=-76 R. Dupree’

50 Na,O - 50 SiO, Q'(Na)=-674 Q¥Na)=-76 Q*(Na)=-84.8 H. Mackawa et al.™

60 Na,O - 40 SiO, Q'(Na) =-67 Q*(Na)=-76 A.R. Grimmer et al.”'

Ca;Si,0; (cristallisé) Q'(Ca)=-74,52-76

50 SiO; - 50 CaO Q"Ca) =-70 QY(Cay=-110 M. W. G. Lockyer™
Q’(Na) = -65 Q'(Na) = -89

33,33 Na,O - 66,7 SiO. Q'(Na)=-90 R. Duprec’

Sio, Q'=-108,8 R. Duprec’

Si0, cristallisée Q'=-1074 A. R, Grimmer et 4l

Tableau 7 : Recensement non-exhaustif des déplacements chimiques des entités silicates

. - . 3-7-9-19-20-21
rencontrées dans la bibliographie

Afin de mettre en évidence une association préférentielle ou non des entités silicates avec les
Ca’' ou les Na”, nous avons comparé nos valeurs de déplacement chimique aux données de la
bibliographie du Tableau 7 (lignes représentées en pointillés sur les figures 21 et 22). Ainsi
pour chaque série, nous avons représenté 1’évolution des déplacements chimiques de chaque

entité Q", obtenue par la décomposition de nos spectres, en fonction du taux de phosphore
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introduit dans les verres (Figures 21 et 22).
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Figure 21 : Evolution du déplacement chimique des entités Q°, Q' et O en fonction du taux

de P-Os (z%) introduit dans les verres des séries PzBS5, PzB3, PzC2 et PzCl1. (A8 = 1 ppm)
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Figure 22 : Evolution du déplacement chimique des entités O°, O et Q7 en fonction du taux

de P>0s (z%) introduit dans les verres des séries PzBS5, PzB3, PzC2 et PzC1. (A = 1 ppm)

Pour toutes les séries des verres, nous constatons que les déplacements chimiques des entités
silicates sont situés entre ceux des Q"(Ca) et des Q"(Na) pour n = 1, 2 et 3. Ces entités ont
donc des environnements chimiques mixtes en calcium et sodium. L’évolution des
déplacements chimiques des entités silicates constatée suite a 1’ajout de phosphore, signifie
alors que leur environnement chimique est modifié.

Pour certains verres, nous noterons que les déplacements chimiques des entités Q' sont
proches d’un Q°(Na), indiquant ainsi la présence d’orthosilicate de sodium (Na,SiOy).

Quant aux Q°, nos valeurs de déplacements chimiques tendent vers celle de la silice pure,
indiquant ainsi dans nos verres des zones trés riches en celle-ci.

Toutefois, nous remarquerons que toutes les variations des déplacements chimiques observées

ne sont pas linéaires, et qu’il est alors délicat d’affirmer 1’existence d’une préférence des
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cations Na' et Ca’" & s’associer 4 un type d’entité lorsque le pourcentage de phosphore

augmente.

Nous pouvons ainsi affirmer seulement que les entités silicates majoritaires constitutives du

réseau silicate des séries PzB5, PzB3, PzC2 et PzC1 ont donc des environnements mixtes en
+ . . . . . .

Ca® et Na" avec toutefois une modification de leur environnement chimique lorsqu’on

augmente le taux de phosphore.

V. 2. 3. Conclusion

Les spectres obtenus par RMN du 2°Si sont complexes pour tous les verres, car certains
contiennent jusqu’a quatre entités Q" en raison de réaction de dismutation de site. Les verres
sont trés dépolymérisés et ont des structures essentiellement composées de Q° et Q° pour les
verres des séries PzB5 et PzB3, de Q° et Q° puis de Q’ et Q' selon le taux de phosphore
introduit pour les verres de la série PzC2, et de Q° et Q' pour les verres de la série PzCl.
L’ensemble de la structure des verres PzB5 et PzB3 est en accord avec ceux étudiés par M.
W. G. Lockyer et al.” et I. Elgayar et al.'’. Par contre, pour les verres PzC1, contenant 42 %
molaire de SiO,, les comparaisons avec la bibliographie sont difficiles étant donné qu’il existe
peu de données structurales sur des verres ayant des faibles taux en silice. En conclusion, a
cette étude par RMN-MAS du *°Si, I'ajout de faibles quantités de P,Os dans tous les verres
¢tudiés entraine une variation du déplacement chimique des especes silicates, qui traduit donc
une modification de leur environnement chimique. Leurs proportions €tant également
modifiées par ajout de phosphore, en formant davantage d’entités Q" avec un «n» élévé,
signifie ainsi que le réseau silicate se condense. Dans tous les verres, les entités silicates Q"

7 . . 2+ +
sont globalement associées aux deux cations modificateurs Ca™ et Na .
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IV. 3. Analyses structurales par RMN-MAS du *'P — Etude des entités phosphates

L’étude de la structure des verres des séries PzB5, PzB3, PzC2 et PzC1 par RMN du 298i, a
montré que 1’ajout de faibles quantités de P»Os (inféricures a 6 % molaire), entrainait une
modification structurale du réseau silicatc, ainsi que sa polymérisation. L’analyse structurale
par RMN du *'P nous a permis de déterminer sous quelle(s) forme(s) se présente le phosphore
dans le réseau silicate. Pour cela, chaque verre a été analysé par RMN-MAS du *'P, d’aprés

les conditions opératoires citées précédemment (p 32).

1V. 3. 1. Analyse qualitative, évolution du déplacement chimique isotrope des
spectres en fonction du taux de phosphore introduit dans les verres B5, B3, C2 et

Cl.

Pour chaque série de verres, les spectres ont ¢té superposés afin de suivre I’évolution du
déplacement chimique isotrope en fonction du taux de phosphore dans le verre (Figures 23 a
26).

6isotrope (PIBS) = 812 ppm 6isom)pe (PSBS) = 5’8 ppm

30 20 10 o =10 -20

Figure 23 : Superposition des spectres RMN-MAS du >'P de la série PzB5
B5 : 55 8i0>,— 22,5 CaO — 22,5 Na>O (% molaire)
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Figure 24 : Superposition des spectres RMN-MAS du *'P de la série PzB3
B3 :47 S5i0; - 26,5 CaOQ — 26,5 Na>0 (% molaire)
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Figure 25 : Superposition des spectres RMN-MAS du *' P de la série PzC2
C2:458i0:- 23,5 CaO — 31,5 Na>O (% molaire)
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Figure 26 : Superposition des spectres RMN-MAS du’'P de la série PzCl
Cl :4285i0,- 23,5 CaO - 34,5 Na>O (% molaire)

Les spectres obtenus par RMN du *'P ont tous une largeur 4 mi-hauteur proche de 9 ppm. Ces
largeurs & mi-hauteur sont proches des valeurs observées par 1. Elgayar et al.'” sur des verres
de compositions molaires 49,46 SiO, — 1,07 P,Os — 23,08 a 49,46 CaO — 26,38 a 0 NasO,
c’est-a-dire de 7,8 ppm. L’observation des superpositions des spectres pour chaque série
montre que 1’ajout de phosphore entraine une diminution du déplacement chimique isotrope
du massif, signifiant ainsi qu’au sein d’une méme série, le phosphore modifie la nature
chimique des entités phosphate.

En effet, la variation en déplacement chimique observé est significative (de 1’ordre de 1 ppm),
elle est ainsi nettement supérieure a I’incertitude de la position des raies (= 0,05 ppm). De
plus, chaque spectre présente une faible asymétrie vers les plus basses fréquences, indiquant
l'existence d’au moins deux entités phosphates. Ces spectres ont alors ét¢ décomposés afin

d’accéder a la nature chimique et a la proportion de ces entités phosphates.
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1V. 3. 2. Analyse quantitative ; détermination de la nature chimique et du

pourcentage des entités phosphates présentes dans les verres

Afin d’identifier la nature chimique des espéces phosphates présentes dans nos verres, nous
avons rassemblé des déplacements chimiques isotropes de phosphates cristallisés issus de la
bibliographie (Tableau 8), et nous avons ensuite comparé nos valeurs avec celles issues du
tableau 8. Comme pour la RMN du Silicium, nous avons présenté les décompositions des

spectres des verres dopés avec le plus faible et le plus élevé taux de phosphore.

Entité phosphate cristallisée d (ppm) Références auteurs
orthophosphate de sodium Na,PO, 14,1 G.D Cody et al.??
pyrophosphate de calcium  Ca,P,0, -7 A. R. Grimmer et al. 23
orthophosphate de calcium  Ca,;(PQ,), 2,4 P. Hartmann et al.?*
pyrophosphate de sodium Na,P,0, 2 G.D Cody et al.??

Tableau 8 : Déplacements chimiques des orthophosphates et pyrophosphates (Na et Ca)

. . , . I 22-23-24
cristallisés d’apres la littérature

IV. 3. 2. 1. Nature chimique des entités phosphates de la série PzB5

La Figure 27 représente la décomposition des spectres obtenus par RMN du *'P, des verres de
la série PzB5.

La décomposition du spectre obtenu pour le verre P1B5, montre I’existence de deux raies
correspondant a deux entités phosphates. La premiere raie a un déplacement chimique a 8,2

ppm et la seconde a -1 ppm.
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Figure 27 : Décomposition des spectres RMN du *'P des verres P1BS et P5B5

Le premier déplacement chimique (8,2 ppm) est majoritaire et se situe entre le déplacement
chimique de Ca3(POys): cristallisé (2,4 ppm) et celui de NasPOy cristallisé (14,1 ppm). Le
phosphore se présente ainsi dans le réseau silicate, sous la forme de complexe
orthophosphate, avec un environnement mixte en calcium et sodium.

Le second déplacement chimique se situe entre les pics caractéristiques des NasP>O7 et
Ca,P,0; cristallisés, dont les déplacements chimiques sont respectivement 2 ppm et -7 ppm. 11
existe ainsi des complexes de pyrophosphates mixtes de calcium et de sodium dans le réseau

silicate de ce verre, dont les proportions sont minoritaires.

De la méme maniere, la décomposition du spectre du verre P5B5 fait apparaitre deux raies
dont les déplacements chimiques sont 6,2 ppm et -2,9 ppm, et sont associés respectivement a
la présence d’orthophosphates et de pyrophosphates.

Toutefois, nous pouvons constater que le déplacement chimique de 1’orthophosphate présent
dans le verre P5BS5 est plus proche de Ca3(POs); cristallisé, que pour le verre P1B5. L’ajout
progressif de P,Os dans le verre engendre donc un enrichissement en calcium des complexes
phosphates mixtes en calcium.

Pour les taux intermédiaires en phosphore, nous avons reporté les résultats des

décompositions dans le Tableau 9 page 57.
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IV, 3. 2. 2. Nature chimique entités phosphates des séries de verres

PzB3, P7:C2 et P:C1

Les décompositions des spectres des séries de verres PzB3, PzC2 et PzC1, en fonction du taux

de phosphore sont représentées sur les Figures 28 a 30.

P1B3 P6B3

20.1 13.4 6.7 0.0 6.7 22.5 15.0 6.9 2.0 8.5

Figure 28 : Décompositions des spectres RMN du ' P des verres P1B3 et P6B3

S8 pyww
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Figure 29 : Décompositions des spectres RMN du "' P des verres P1C2 et P5C2
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Figure 30 : Décompositions des spectres RMN du *' P des verres PICI et P4C1

Les décompositions des spectres RMN du 31p des verres des séries PzB3, PzC2 et PzC1 font
apparaitre deux raies de résonance. Les déplacements chimiques des entités phosphates, ainsi

que leurs pourcentages relatifs, sont regroupés dans le Tableau 9.

d isotrope (ppm) largeur & mi-hauteur (ppm) pourcentage relatif (%) ¢=1) NBO /T
Verre (*0,05) (+0,2) (+0.1) (+0,2)
PO," P,O," PO, P,O," PO, P,0," 4P RMN (x 0.02)
PIB3 8,2 -0.9 83 9.4 91 9 1.45
P2B5 7.9 -0,2 7.7 8,0 89 11 1.26
P3BS5 7.5 -0,5 7,5 8.3 84 16 1,21
P4B5 7.4 -0,7 7.6 8.3 83 17 1,16
P5B5 6.1 -2.8 8.6 59 91 9 1.08
P1B3 9,2 2.2 7,6 8,2 97 3 2.22
P2B3 8,9 1 7.7 8.4 96 4 1.95
P3B3 8.6 0,4 7.5 7.5 95 5 1.8
P4B3 8.4 0.8 7,6 7.6 93 7 1,76
PSB3 8,1 0.3 7.4 7,7 92 8 1.5
P6B3 7,1 -2 7.9 9.2 95 5 1,28
(£0,1) (£0,2)
[PO. ], [PO," ], [POT, (PO T

P1C2 10,9 6,3 8.1 8.1 82 18 2,32
P3C2 10,2 5.5 7.4 7.0 89 11 2.05
P5C2 9,8 3.3 8,1 7.0 92 8 1,76
P1C1 11,5 6,9 6.7 7.7 81 19 2,83
P2C1 11,2 6,7 6.5 5.9 87 13 2,25
P3C1 10,8 5.5 6,9 5.4 94 6 2.3
P4C1 10,8 5.5 7.1 6.5 93 7 2,02

Tableau 9 : Déplacements chimiques et pourcentage relatifs des entités phosphates dans les

verres des séries PzBS5, PzB3, PzC2 et PzC1
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Il en ressort de ces décompositions qu’il existe deux familles de verres pour lesquelles nous
observons des différences concernant la nature chimique des entités phosphates présentes
dans nos verres. Les verres PzB5 et PzB3 contiennent des complexes orthophosphates et
pyrophosphates, alors que les verres PzC2 et PzC1 contiennent deux types de complexes

orthophosphates.

IV, 3. 2. 3. Discussion des résultats

L’évolution des déplacements chimiques obtenus par décomposition des spectres RMN *'P en

fonction du taux de P>Os ajouté dans le verre, est représentée sur la Figure 31.

16 -
o (N 33PO 4) = ]4’1 ppm SrssEavsessseEeEey
12 - - Orthophosphates + (PzB5)o
o (PzB3)o
& &
u o (P1C1)ol
81 . i :
> > " i
® : (P1C1)02
—~ . - .
£ . o (PzC2)ol
S 4
- . e (PzC2)02
-8 Cay(PO,)= 2,4 ppm - (PzBS)P
0 : = - (PzB3)p
e e '
! ;
§ i
§ §
i Pyrophosphates }
_8 . §
6 Ca,P,0,=-7 ppm 7 (o/o)
mole P>0s

Figure 31 : Evolution des déplacements chimiques des ortho et pyrophosphates en fonction
du taux de phosphore introduit dans le verre (z %) (o : orthophosphate ; ol : orthophosphate

majoritaire ;02 . orthophosphate minoritaire et p : pyrophosphate)
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Sur cette figure, sont représentées des zones en pointillés, délimitant les complexes
pyrophosphates des complexes orthophosphates. Les limites horizontales de ces zones sont
placées aux valeurs des déplacements chimiques des complexes cristallisés Na;POs,
Caz(POs)2, NagP,07 et Ca,P,07 (Tableau 8 page 54). Les complexes orthophosphates mixtes

sont notés [PO4>"; Na'; Ca’'], et les complexes pyrophosphates sont notés [P,O-"; Na*;
Ca™'].

La premicre raie est toujours majoritaire et se situe, pour tous les verres, entre 6,1 (P5BS) et
11,5 ppm (PICl), c’est-a-dire, entre les valeurs -caractéristiques des complexes
orthophosphates cristallisés Na;PO,; et Cas;(PO,),, indiquant la présence de complexe

orthophosphate mixte en sodium-calcium dans ces verres.

La deuxiéme raie est toujours minoritaire, elle se situe entre -2,5 (P6B3) et 2,2 ppm (P1B3)
pour les verres des séries PzBS5 et PzB3. Ces valeurs de déplacements chimiques sont
caractéristiques des Ca,P,07 et NasP,O7 cristallisés, indiquant ainsi la présence minoritaire de

complexes pyrophosphates mixtes de calcium et de sodium dans ces verres.

Concernant les séries des verres PzC1 et PzC2, la deuxiéme raic a un déplacement chimique
se situant entre 5,5 et 6,9 ppm, c’est-a-dire, comme la premiére raie majoritaire, entre les
valeurs caractéristiques des complexes orthophosphates NasPO, et Ca3(PO,),, indiquant la
présence minoritaire de complexes orthophosphates mixtes de calcium et sodium dans ces
verres. Ces valeurs de déplacement chimique étant plus proches de celle de Ca3(PQOs),

cristallisé (2,4 ppm), ces complexes minoritaires sont enrichis en calcium.

Les ajouts progressifs de P-Os dans chaque série entrainent des modifications structurales au
niveau des especes présentes dans le réseau vitreux, alors que le rapport CaO / (CaO + Na;O)
est constant. Il a été constaté pour toutes les séries des verres que 1’ajout progressif de P2Os
engendre en général un enrichissement en Ca®" autour des entités phosphates majoritaires,

alors que le rapport CaO/(CaO+Na,O) est constant.

Si nous prenons par exemple un taux identique de phosphore dans les quatre séries de verres

(4 % P»0s), on constate que les variations en déplacement chimique des entités phosphates
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majoritaires sont proches, de I'ordre de 0,9 ppm. Nous obtenons une évolution différente de
celle observée par H. Grussaute et al.'. En effet, ces auteurs n’ont pas constaté de variation
dans I’allure de leurs spectres pour les verres : 67 SiO; - 28 CaO - 5 Na,O dopés de 0,4 a
2,4% P>0s et 66,5 Si0,-16,7 CaO - 16,8 Na,O dopés jusqu’a 2,78 % P,0Os. Cette différence
pourrait s’expliquer par le fait que leurs verres étant plus riches en silice et moins riches en

phosphore comparés aux nétres, I’effet P,Os sur la structure serait donc moindre.

H. Grussaute et al.'® ont observé que les largeurs 4 mi-hauteur de tous leurs spectres obtenus
par RMN, étaient quasiment identiques. Ces auteurs ont conclu que les environnements des
entités orthophosphates et pyrophosphates (distribution des distances et des angles de liaison)
présents dans leurs verres étaient indépendants des compositions des verres étudiés. Ils ne

varient ni avec le taux de condensation du verre, ni avec le taux de P,Os introduit.

En ce qui concerne les largeurs & mi-hauteur des complexes phosphates constituant nos
spectres, les orthophosphates ont une largeur a mi-hauteur comprise entre 6,5 et 8,6 ppm, et
les pyrophosphates entre 5,9 a 9,4 ppm. Les travaux de M. W. G. Lockyer et al.” ont montré
que pour leurs verres de compositions molaires (47,3-48,7) SiO; — (15,6-45,6) CaO — (4,6-33)
Na,O — 2,6 P,0s, les largeurs a mi-hauteur de leurs complexes orthophosphates sont de
I’ordre de 6,5-7,5 ppm, et pour le verre BG11 de composition molaire 68,1 SiO; — 10,4 CaO —
18,8 Na,O — 2,6 P»0s, la largeur a mi-hauteur de leurs complexes pyrophosphates est proche

de 5,7 ppm. Nos valeurs sont donc en accord avec celles des travaux de ces auteurs.

IV. 3. 2. 4. Evolution du pourcentage relatif des entités phosphates en

fornction du taux de phosphore

Nous avons tracé I’évolution des pourcentages relatifs des entités [PO4>] et [P,05%] en
fonction du taux de phosphore introduit dans les verres, pour chaque série de verres (Figure
32).
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Figure 32 : Evolution du pourcentage relatif des entités phosphates majoritaires et
minoritaires présentes dans le réseau vitreux des séries PzB5, PzB3, PzC2 et PzCl1, en

Jfonction du taux de phosphore introduit dans les verres (A(%) = 1 ppm)

Nous observons deux types de variations pour les espéces majoritaires : pour les séries de

verres plus riches en SiO, (PzBS5 et PzB3), le pourcentage relatif des [PO43 } diminue lorsque
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le taux de phosphore augmente dans le verre. A ’opposé, pour les séries moins riches en SiO;
(PzC2 et PzC1), le pourcentage relatif des [PO4’7] diminue avec 1’ajout de P,Os.

Inversement, le pourcentage relatif des entités phosphates minoritaires ([PO4>] et [P,O+'])
augmentent pour les séries PzBS et PzB3, et diminue pour les séries PzC2 et PzCl1, lorsque le

taux de phosphore augmente dans le verre.

D’aprés la réaction de formation des complexes orthophosphates et pyrophosphates décrite
dans la partie bibliographique, (2 POs* + Si — O — Si < P,0;* + 2 Si — O), plus le verre
contient de la silice (Si0,), c’est-a-dire des oxygénes pontants (BO), plus 1’équilibre est
déplace dans le sens de formation des complexes pyrophosphates. Ainsi, les verres des séries
PzC2 et PzCl, contenant peu de SiO; (40,32 et 44,55 % molaire), ne contiennent pas de
complexe pyrophosphate. Contrairement aux séries précédentes, les verres PzB3 et PzB5
possédant un taux plus élevé en SiO; (44,18 et 55 % molaire), contiennent deux types de

complexes PO, et P2072'.

Au sein d’une série, nous pouvons également vérifier que les proportions des entités
pyrophosphates augmentent avec le taux de P,Os, aux dépens des proportions
d’orthophosphates.

En effet I’ajout de P»,Os engendrant une polymérisation du réseau silicate donc avec plus de
liaisons Si-O-Si, 1’équilibre de la réaction est alors déplacé dans le sens de la formation de

complexes pyrophosphates (cf. réaction page 13)

1V. 3. 3. Calcul du NBO/T traduisant I’état de polymérisation du réseau

vitreux

Nous avons calculé le NBO/T a partir des données en RMN du phosphore dans le but de les
comparer avec celles issues des données en RMN du silicium, et de vérifier si I’introduction

de phosphore engendre effectivement une polymérisation du réseau silicate.

> v , . . ~ , - 10 . .. .
L>état de polymérisation peut étre déterminé'’ a partir des compositions molaires des verres,

et des données obtenues par la décomposition des spectres de la RMN du *'P, par le calcul du
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nombre moyen de NBO par Tétra¢dre de SiO4, nommé T, et par la relation suivante :

(Equation 5)

(NBO)31P _ 2((%Ca0 + %Na20) - (3m + 2n)% P205))
T %Si0:

Cette ¢équation est valable en considérant que Ca et Na sont des cations modificateurs de
réscau, c’est-a-dire que 1 NBO est introduit par atome de sodium (1 Na'), et 2 NBO sont
introduits par atome de calcium (1 Ca’"). Les valeurs « m » et « n » sont obtenues par RMN-
MAS du *'P, elles représentent les fractions respectives de complexes orthophosphates (m) et
de complexes pyrophosphates (n).

Les calculs du rapport des NBO/T de tous les verres sont reportés dans le Tableau 5. Afin
d’observer I’influence du taux de phosphore sur ce rapport, nous avons tracé, comme pour les
données de la RMN du *’Si, I’évolution du rapport NBO/T en fonction du taux de P,Os
(Figure 33).

3
X
2,54 oo
X
a A X © PzBS
s 2 A X
z
= b O A C1pz83
L5 o O
3 o o o APzC2
-] 1% O
z 1 .
Nt
X PzC1
0,5
0 :
0 1 2 3 4 5 6 7

z (% molaire de phosphore)

Figure 33 : Evolution du rapport NBO/T calculé a partir des données de la RMN du°'P, en
fonction du taux de P,Os introduit dans les verres, pour les séries PzBS5, PzB3, PzC2 et PzCl

Pour tous les verres, le rapport NBO/T diminue avec I’ajout de P»Os, indiquant une
polymérisation du réseau silicate, et confirme une fois de plus le réle du phosphore dans la
structure des verres de stlicate. En effet, le phosphore s’introduit dans les interstices du réseau

J . . ) 4 .,
silicate et s’associe aux ions Ca”’ et Na', et afin d’assurer la neutralité des charges du
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systeme, des liaisons Si-O° (NBO) se condensent pour former des liaisons Si-O-Si (BO)
(Figure 34).

Les valeurs de NBO/T obtenues par RMN du ’Si et celles par RMN du *'P, différent
légérement, a cause des réactions de dismutation de site. En effet, la distribution binaire des

entités silicates Q" n’est plus vérifiée pour ces verres, qu’ils soient dopés ou non par le

phosphore.

Insertion des phosphates
& dans le réseau silicaté.
Extraction des cations Na®
et Ca”’ par les phosphates.

. Ca? A
O repolymérisation du réseau

silicaté afin d’assurer la
neutralité électrique

Figure 34 : Représentation schématique de I'insertion des espéces phosphates dans le réseau

silicate

1V. 3. 4. Répartition des cations Ca’" et Na* autour des entités phosphates en

Jonction du taux de phosphore

Afin d’accéder a la répartition des Ca®' et Na' autour des entités phosphates, nous avons tracé

I’évolution des déplacements chimiques des complexes orthophosphates en fonction du
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rapport CaO/(CaO+Nay0) a partir des données de M.H.G. Lockyer et al’ et de H. Grussaute et
al.'’, en rappelant que ces auteurs ont travaillé avec un taux fixe de phosphore (Figure 35).
Nous pouvons observer que ces points sont tous alignés confirmant ainsi une distribution

homogene des cations autour des entités phosphates.

Pour chaque série de verre pour laquelle le rapport CaO/(CaO+Na,O) est toujours constant
quel que soit le taux de P,Os introduit dans nos verres, nous avons reporté ce rapport sur la
courbe et observé si effectivement il y avait une distribution homogeéne des cations Na' et

Ca’" pour les verres non dopés et dopés au phosphore.

IV. 3. 4. 1. Série de verres PzB5

+ H. Grussaute, 60Si02-

12 yCaO-~(40-y)Na20~

% 0.65P205
< 10
g Pi1B5 B3y « H. Grussaute, 67Si02-
2 0 i RN yCaO-(33-y)Na20-
S . =E 0.65P205
«O Ps5B5 S # M. W. G. Lockyer, 48Si02-
1 -2 . xCaO-yNa20-2.6P205
4 ! .!@’x & . . .
1 L Distribution homogéne
B 1
1
0 i
0 0,1 0,2 03 0,4 ok 06 07 0,8 09 1

Ca0 / (CaO + Na,0)

Figure 35 : Evolution des déplacements chimiques des complexes orthophosphates des verres
PzB5, en fonction du rapport CaO/(CaO + Na,O) (M.W.G. Lockyer et al’ et de H. Grussaute
et al.'")

Ainsi, en reportant la valeur du rapport CaO/(CaO+Na,O) = 0,5 des verres PzB5 sur le
graphique (Figure 35), il est possible de lire la valeur attendue du déplacement chimique égale

a 8 ppm. Pour z = 1, le complexe orthophosphate a un déplacement chimique de 8,2 ppm. Ces
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deux valeurs, étant proches (8 et 8,2 ppm), indiquent ainsi pour le verre P1B35, une
distribution homogéne des cations, c’est-a-dire que les phosphates n’ont pas de préférence

. .y N . + +
particuliére a s’associer aux Ca®™ ou aux Na'.

En revanche, lorsque le pourcentage de P,Os augmente, pour le verre P5B5, la valeur
expérimentale de 6 ppm, s’éloigne de la valeur prévue (8 ppm). Ainsi, la distribution des
cations modificateurs autour des orthophosphates est de moins en moins homogéne lorsque le

taux de P,Os augmente dans cette série de verres.

1V. 3. 4. 2. Série de verres P7B3

Pour les verres de la série PzB3, le rapport CaO/(CaO+Na;0) est égal a 0,5. En reportant cette
valeur sur le graphe (Figure 36), il est possible de lire, sur I’axe des ordonnées, un

déplacement chimique proche de 8 ppm.

« H. Grussaute, 60Si02-
12 | yCaO-(40-y)Naz20-
% 0.65P205

o « H. Grussaute, 67Si02-
O PIB3 yCa0-(33-y)Na20-
= m = m - B, 0.65P205

Ty # M. W. G. Lockyer, 48Si02-
T xCa0-yNa20-2.6P205

3 (ppm)

............. Distribution homogéne

0 02 0,4 0.6 0.8 1
Ca0 / (CaO + Na;0)

Figure 36 : Evolution des déplacements chimiques des complexes orthophosphates des verres
PzB3, en fonction du rapport CaO/(CaO + Na;0) ) (M.W.G. Lockyer et al’ et de H.

Grussaute et al.'%)

Pour le verre P1B3, la décomposition des spectres indique un déplacement chimique

experimental du complexe orthophosphate de 9,2 ppm. Cette valeur est assez éloignée de 8
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ppm ce qui signifie que la répartition des cations modificateurs autour de ce complexe n’est
pas homogéne. En effet, nous avons montré précédemment que ce complexe était enrichi en
sodium. Cependant, I”ajout de phosphore dans le verre nous permet d’observer que les valeurs
réelles se rapprochent de 8 ppm et que, par conséquent, la distribution des cations devient de

plus en plus homogene.

IV. 3. 4. 3. Série de verres P;C2

Dans le cas de la série PzC2, le rapport CaO/(CaO+NayO) est égal a 0,4. En reportant cette
valeur sur 1’axe du rapport CaO/(CaO+Na,O), nous obtenons un déplacement chimique de 9,5
ppm (Figure 37). Contrairement aux spectres des séries PzBS et PzB3, nous avons observé la
présence de deux complexes orthophosphates.

Nous constatons que les déplacements chimiques des complexes orthophosphates de la
premiére raie diminuent lorsque 1’ajout de phosphore dans le verre augmente, et tendent vers
une répartition homogene des cations.

Par contre, la distribution des cations autour des pyrophosphates n’est pas homogeéne quel que

soit le taux de phosphore dans le verre.

18

el w
+ H. Grussaute, 60SiO2-
yCaO-(40-y)Na20-
%, 0.65P205
) P1C2 majoritaire’s..,
Ve === ey = H. Grussaute, 67Si02-
Ca0-(33-y)Na20-
P5C2 majoritaire G& %.GSPZ(OSY)
T, = M. W. G. Lockyer, 48Si02-
“»., xCa0-yNa20-2.6P205

Obnan N

3 (ppm)

O

l PI1C2 minoritaire
QO

P5C2 minoritaire

............. Distribution homogéne

0 0,2 0.4 0.6 0.8 1
Ca0 / (CaO + Na,0)

Figure 37 : Evolution des déplacements chimiques des complexes orthophosphates des verres
PzC2, en fonction du rapport CaO/(CaO + Na>0) ) (M.W.G. Lockyer et al’ et de H.

Grussaute et al.‘o)
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IV. 3. 4. 4. Série de verres PzCl

La figure 38 représente la variation du déplacement chimique en fonction du taux

Ca0/Ca0+Na,0 sur laquelle nous avons reporté les déplacements chimiques observés pour la

série des verres PzCl1.
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14 |

¢ H. Grussaute, 60Si02-
yCa0-(40-y)Na20-
S Y 0.65P205

E 10 _*_P 1C1 majoritaire e, = H. Grussaute, 67Si02-
e O P yCaO-(33-y)Na20-
8 L 4™ 0.65P205
© P5Cl majoritairc | ®
') I “m, # M. W. G. Lockyer, 48SiO2-
I Cu., xCa0-yNa20-2.6P205
(>$ P1C1 minoritaire : g "
&
P5Cl1 minoritaire 1 X
2 : R U Distribution homogéne
i} ]

0 02 0,4 0,6 0.8 1
Ca0 / (CaO0 + Na;0)

Figure 38 : Evolution des déplacements chimiques des complexes orthophosphates des verres
PzC1, en fonction du rapport CaO/(CaO + Na>0) ) (M.W.G. Lockyer et al’ et de H.

Grussaute ct al.'%

Nous pouvons faire exactement les mémes constations que pour les verres PzC2 a savoir une

répartition homogene des cations lorsque le taux de P-Os augmente.

IV. 3. 4. 5. Bilan de la répartition des cations modificateurs autour des

entités phosphates

Pour tous les verres, nous avons reporté les différents types de complexes phosphates présents
dans ces systémes, en fonction du taux de phosphore introduit, et la répartition des cations

modificateurs autour de ces entités dans le Tableau 10.
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Répartition

des cations
taux de complexes othoph hates complexes pyrophosphat modificateurs
phosphore P ophosp P pyrophosphates autour des
complexes
phosphates
P285 (55510,-22.5Ca0 z=1 [PO,*; (Ca?", Na')] majoritaire (91%) [P,O,*; (Ca®", Na")] minoritaire (9%) homogéne
,-22, -
22,5Na,0-zP,05) . , ‘
z=5 [PO.%; (Ca?*, Na")] majoritaire (91%) [P,0;%; (Ca*', Na')j minoritaire (9%) non homogeéne
P2B3 (47SI0,.26.5Ca0 z=1 [PO.*; (Ca?", Na')} majoritaire (97%) [P,0,%, { Na")] minoritaire (3%) non homogeéne
,-26, -
26,5Na,0-zP,05) 3 R 4 2 &
z=5 [PO,*; (Ca**, Na")] majoritaire (95%) [P.O7*; (Ca”, Na")] minoritaire (5%) homogéne
21 [PO,*; (Ca*", Na*)] majoritaire (82%) non homogene
PzC2 (458i0,-23,5Ca0- [PO,%; (Ca®, Na')] minoritaire (18%) non homogeéne
31,5Na,0-zP,0. . . g o
2 20s) =5 [PO,>: (Ca®" Na*)] majoritaire (92%) homogeéne
[PO,*: (Ca®, Na')] minoritaire (8%) non homogéne
se1 [PO.>; (Ca*, Na")] majoritaire (81%) non homogéne
PzC1 (428i0,-23,5Ca0- [PO.*; (Ca?, Na)] minoritaire (19%) non homogéne
34,5Na,0-zP,05) se4 [PO,*; (Ca®", Na")} majoritaire (93%) homogéne
[PO; (Ca?*, Na™)] minoritaire {7%) non homogene

Tableau 10 : Récapitulatif des différents types de complexes phosphates présents dans les

verres, ainsi que la répartition des cations autour de ceux-ci

Si nous comparons les séries entre elles, nous pouvons remarquer qu’il existe deux
comportements différents dans la répartition des cations Ca”’ et Na® vis-a-vis des entités
phosphates en fonction du taux de phosphore introduit. L ajout progressif de phosphore dans
des verres contenant plus de 50 % en silice donne lieu a une distribution des cations de moins
en moins homogeéne, alors que, pour les autres verres contenant des taux de silice inférieurs a

50 %, nous avons le phénoméne inverse.

IV. 4. Conclusion

La RMN-MAS du *’Si a montré que les verres bioactifs du systéme SiO, — CaO — Na,O —
P,Os sont des systémes trés dépolymeérisés, et que les oxydes modificateurs (CaO et Na>O) en
sont responsables. En effet, ces verres sont constitués de plusieurs entités silicates Q", ce qui

assure la cohésion des verres. Les séries de verres {PzB5} et {PzC1-PzB3} ont des structures
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composées majoritairement d’entités respectivement {Q2 et Q3} et {Q1 et QZ}. La série de
verres PzC2 se situe entre ces deux distributions des entités silicates. En effet, pour un taux de
phosphore inférieur ou égal a 3 %, cette série est principalement composée d’entités silicates
{Q' et Q*}, au-dela de cette valeur ce sont les entités silicates {Q° et Q’} qui la composent
majoritairement.

Les entités silicates de nos verres ont un environnement chimique mixte Ca*" et Na'.
L’addition de phosphore dans nos verres entraine une repolymérisation du réseau silicate. En
effet, le phosphore s’insére dans les interstices du réseau silicate et extrait les cations
modificateurs Ca®" et Na* pour former des complexes phosphates non liés au réseau silicate.
Cependant, il est difficile de savoir s’il existe une distribution préférentielle des modificateurs
Ca™ et des Na™ a s’associer a un type d’entité Q", car les variations des déplacements

chimiques ne tendent pas toutes dans le méme sens.

La RMN-MAS du *'P nous a informé sur la nature des espéces phosphates présentes dans nos
verres du systeme SiO, — CaO — Na,O — P»Os. Le phosphore introduit dans ces verres se
présente majoritairement sous la forme de complexes orthophosphates ayant un
environnement mixte en calcium et sodium, accompagnés ou non, de la présence minoritaire
de complexes pyrophosphates mixtes (calcium et sodium).

Pour les verres des séries PzB5 et PzB3, contenant entre 47 et 55 % molaires de Si0», nous
avons observé la présence majoritaire de complexes [PO4>"; Na' ; Ca’"] et minoritaire de
complexes [P2074'; Na'; Ca2+]. Ces complexes ont une tendance a s’enrichir en calcium avec
I’augmentation du taux de P>Os.

Les verres des séries PzC2 et PzCl contenant entre 42 et 45 % molaires de SiO,, sont
composés de deux complexes différents d’orthophosphates, indiquant probablement un début
de séparation de phase. Ces deux complexes s’enrichissent également en calcium avec le taux
de phosphore.

Pour tous les verres, la distribution des ions Ca®" et Na" autour des complexes phosphates
differe, et dépend de la composition chimique du verre en SiO,, et du pourcentage de P»Os

introduit, pour un rapport CaO / (CaO + Na,O) fixe.
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V. CORRELATION ENTRE LA STRUCTURE DES VERRES ET
LEUR BIOACTIVITE

Aprés avoir définis les structures des verres, nous avons essay¢, dans cette partie, d’établir
une relation entre leur structure et leur bioactivité.
Le Tableau 11 résume les structures des verres ainsi que les valeurs des temps de formation

de ’apatite lorsqu’ils sont immergés dans du SBF.

Si nous comparons les temps de bioactivité des verres, avec les données obtenues grice a la
RMN du *Si, nous observons que les temps d’apparition de la couche d’HAC les plus longs
(2,5 ou 2 jours pour les verres B5 et PIBS) correspondent aux structures dont les especes
majoritaires sont Q* et Q°, c’est a dire les plus condensées. A 'opposé, les temps les plus
faibles (10 heures ou 14 heures pour les verres P1C1 et P3C2 respectivement), correspondent
a des verres trés dépolymérisés contenant majoritairement les entités silicates Q' et Q. En
effet, les verres riches en SiO; sont plus condensés, donc moins solubles lorsqu’ils sont au
contact du SBF. Afin de comprendre ce que ces observations peuvent engendrer sur le
mécanisme de bioactivité des verres, nous rappelons les premiéres étapes de ce mécanisme
(cf. pl7):

Dans un premier temps, un échange des ions Na’ et Ca”* du verre avec les ions H™ de la

solution de SBF se produit, selon les réactions suivantes :

Si-O'Na" + H" — Si—OH + Naotution)

Si-0"Ca** "O-Si + 2H" — 2Si-OH + Ca”" soiution)
Cette étape produit alors des groupements silanols a la surface du verre avec un milieu alcalin
environnant la surface de I’échantillon. Dans un deuxiéme temps, la perte de silice du réseau

sous la forme de Si(OH)4 se produit, résultant de la rupture des liaisons Si-O inter tétraedres

et produisant de nouveaux groupements silanols a la surface du verre avec un pH basique.

Les deux premicres étapes de la formation de 'HAC étant des réactions de dissolution de la
surface des verres, la condensation du réseau silicate par ajout de P,Os ralentit

considérablement le mécanisme de bioactivité.

71



L

SDIPNID S2LIIA SIP

0114 Ul ]1A1OVOLq $3p dnb 1sUID NJNY D] 2P Sauuop sap Jupniidpoa.d npajqvy : [ [ noajgo]

RMN “'Si RMN “'p
. - o . N NBO/T Répartition des Temps d'apparition

Compositions molaires (%6) %, Q" majoritaires(+-1ppm) Yo relatif cations autour des de la couche HAC,

verre Si0: Ca0 Na,O P.O; Q' Q Q PO, P,0;" "PRMN ¢ cntits phosphates - daprés . Iebecq ot
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97 3
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La troisieme étape consiste en la condensation des groupements silanols des deux étapes
précédentes, produisant ainsi une couche riche en silice a la surface du verre appauvrie en

cations alcalins et alcalino-terreux a pH alcalin.

~0-Si-OH + HO-Si-O- — -Si-0-Si- + H,0
.
De plus, nous avons montré, grace a la RMN du 3]P, que lorsque P,0s était introduit
progressivement dans les verres, les complexes orthophosphates majoritaires constituant le
réseau phosphate avaient tendance a s’enrichir en calcium. Ces observations ont un effet sur
la quatriéme étape du mécanisme de bioactivité qui est la précipitation des phosphates,
formant ainsi une couche supplémentaire a la surface du verre : la couche de phosphate de
calcium amorphe (CaP amorphe). L’enrichissement en calcium au sein du réseau doit alors

aider a accélérer cette étape du mécanisme de bioactivité.

L’¢étape suivante concerne la cristallisation de la couche de CaP amorphe en apatite selon la

réaction :

] .

-Si-0-Si- + OH + CO3* + 10 Ca™" + 6PO,>" — —Si—0-Si- + Ca;o(PO4)s(CO2)(OH),
L’enrichissement en calcium des complexes orthophosphates par ajout de phosphore entraine
par conséquent un enrichissement en sodium du réseau silicate, rendant ainsi ce dernier plus

soluble que ce méme réseau sans phosphore, et réduit donc le temps de formation de I’apatite.

En effet, pour la série de verres PzC1, nous observons que le temps d’apparition de la couche
d’HAC passe de 22 h (C1) a 16 heures (P4C1). Pour la série de verres PzB3, ce temps passe
de 4 jours (B3) a 6 h heures (P6B3). En ce qui conceme la séric PzBS, le temps d’apparition
de la couche d’HAC est de 2,5 jours pour les verres ayant un taux faible de P-Os, et de 2 jours
pour le verre PSB5. D une maniére générale, nous pouvons constater que 1’introduction de
phosphore dans les verres entraine une diminution du temps d’apparition de la couche

d’HAC, avec des effets plus ou moins importants.

Nous avons donc mis en évidence le fait que I’introduction de P,Os dans nos verres de silicate

rendait le réseau silicate plus soluble. De plus, cet ajout de P,Os qui engendre un
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enrichissement en calcium du réseau phosphate, permet une apparition plus rapide de la

couche de CaP amorphe, et donc une réponse bioactive plus rapide.
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Chapitre 2 : ELABORATION D’UN
VERRE BIOACTIF MACROPOREUX
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I. BIBLIOGRAPHIE

1. 1. Classification des biomatériaux

La greffe osseuse et le comblement de perte de substance ossecuse sont de plus en plus
fréquents en chirurgie. Ainsi, depuis plusieurs années, de nombreux produits dénommes de

facon générique « comblements osseux » sont mis au point et proposés aux praticiens.

Devant la variété des produits disponibles sur le marché, un classement basé sur leur origine

permet de les différencier.

L 1. 1. Origine humaine

L’os humain est le biomatériau de comblement osseux idéal. Il peut étre greffé par autogreffe
(un prélévement osseux est réalisé sur un individu et greffé sur ce méme individu) ou par
allogreffe (le prélévement est greffé sur un autre individu). Dans ces deux cas, il est
nécessaire de réaliser un prélévement osseux qui reste toutefois limité et oblige a passer par
une premiére intervention chirurgicale entrainant une augmentation du temps opératoire, un
surcott financier et des soins cliniques supplémentaires pour le patient. En outre, I’allogreffe
entraine des risques de transmission de virus malgré une surveillance bactériologique et

virologique étroite.

La Iégislation tend aujourd’hui a diminuer ces risques par la limitation des banques d’os et par
voie de conséquence la disponibilité des allogreffes. Une circulaire du ministere de la santé du
12/01/95 affirme d’ailleurs que tous les produits d’origine humaine présentent un risque

potentiel de contamination infectieuse.

L 1. 2. Origine animale

La structure poreuse des os des mammiferes apporte une seconde possibilité de substituts
osseux. L architecture de ces substituts est trés proche de celle de I’os humain. L’ hétérogreffe
ou la xénogreffe bovine consiste a greffer chez I’homme des tissus provenant d’une espece

animale, généralement bovine. Les mati¢res premieres subissent des purifications poussées
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afin d’éliminer la majorité des protéines animales sans dénaturer la partie collagénique. Le
biomatériau de substitution alors obtenu conserve des propriétés mécaniques élevées. Par
exemple, des condyles fémoraux bovins commercialisés sous le nom de Oxbone® présentent
un volume poreux compris entre 60 et 70% et une contrainte a la rupture en compression
proche de 10 MPa. Cependant, il existe également des risques de transmission a I’homme de
maladies virales, et en particulier I’encéphalopathie bovine spongiforme, ce qui explique que
ce type de biomatériau soit de moins en moins utilisé par les praticiens. D’une maniére
générale, les substituts d’origine bovine subissent avant implantation plusieurs étapes de
traitement : ¢limination des débris cellulaires, déprotéinisation plus ou moins compléte et
spécifique, délipidation, traitement d’inactivation virale et contre les prions, enfin stérilisation
finale par irradiation. L’hydroxyapatite biologique peut Etre obtenue en purifiant des os

bovins a trés haute température (T>1000°C) avant céramisation et stérilisation.

De la méme fagon, des procédés thermochimiques appliqués sur des coraux permettent la
fabrication de substituts en phosphate de calcium (interpore®). Un traitement hydrothermal
d’échange ionique assure la réaction chimique suivante afin de transformer le carbonate de
calcium, présent en grande majorité dans le corail, en céramique hydroxyapatite

(Cam(PO4)6(OH)2) :
10 CaCOs; + 6(NH4);HPO, + 2H,0 —>Ca10(PO4)s(OH), + 6(NH4),CO; + 4H,CO;5

La variété de type de coraux permet d’obtenir des tailles moyennes de pores d’une grande
diversité, cependant il existe une hétérogénéité de structure intra lot de fabrication, qui
engendre des différences de reproductibilité biologique et mécanique. De bons résultats

cliniques sont toutefois obtenus avec ce type de matériau.

L 1. 3. Origine synthétique

Les différentes contradictions biologiques ct les incertitudes sur le risque de contamination
possible des produits dérivés ont conduit les industriels a rechercher de nouveaux produits de
substitution de ces matériaux en réalisant des substituts osseux synthétiques. Leur élaboration
releve des compétences croisées des chimistes, céramistes et biologistes, le but recherché
¢tant de créer, a partir d’une phase synthétique une structure poreuse optimale, permettant un

compromis entre une réponse biologique, une invasion osseuse et une bonne tenue
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mécanique.

La réactivité des biomatériaux synthétiques dans le corps humain se classifie en trois

catégories : ils peuvent étre soit inertes, soit actifs, soit résorbables :

Un biomatériau est dit inerte lorsqu’il est stable dans le temps. Dans ce cas, il ne réagit pas
avec l’organisme (cas des implants en alumine) car ce dernier 1’isole par encapsulation

fibreuse.

Un biomatériau actif est caractérisé par des réactions superficielles qui ont lieu au bout de
quelques jours avec les tissus de 'organisme et plus tard avec 1’0os. Une liaison intime
s’établit entre I’implant de faible solubilité et I’environnement organique. Bien souvent, une
recolonisation osseuse est observée dans le substitut sans que sa structure soit altérée. Cette
catégorie de matériaux regroupe la famille des hydroxyapaptites Ca;o(PO4)s(OH). denses ou

poreuses et les vitrocéramiques (Ceravital, Bioverit)'

Un biomatériau est résorbable lorsque sa solubilité est telle qu’une dégradation rapide de
I’implant se produit dans [’organisme. Il s’agit par exemple du phosphate tricalcique
Ca3(POy), ou du sulfate de calcium, mais aussi des bioverres. Le premier verre bioactif a été
mis au point par L.L. Hench en 1969'. Il s’agit d’un verre de composition molaire 46,1 SiO-

~ 26,9 CaO — 24,4 Na,O — 2,6 P,Os appelé le “45S5 de L.L. Hench” ou Bioglass®.
Actuellement, ce verre est utilisé en chirurgie réparatrice dans de nombreuses parties du corps

humain dont les osselets de 1’oreille, les dents et les hanches.

Quel que soit le type de biomatériau utilisé, les qualités recherchées des substituts restent

similaires. En effet, il doit étre :
— non toxique,
- mécaniquement stable (pas de fracture ou de déformation excessive)
— insoluble ou résorbable a des différents taux selon les applications

— assimilable par I’organisme et donc ne pas déclencher de mécanisme de rejet.

Les biocéramiques sont déclinables sous diverses variétés de forme et de compositions

(HydroxyApatite, TriPhosphateCalcium, mélange HA/TCP). Leur champ d’application est
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vaste des qu’il s’agit d’aider a la reconstruction osseuse d’une partie déficiente du squelette
(Annexe 4).

1. 2. Verres bioactifs

Un verre est dit bioactif lorsque, immergé dans le fluide physiologique, il développe a sa
surface une couche d’hydroxyapatite cristallisée carbonatée. Cette couche est, par sa
composition en calcium et phosphore, similaire a la phase minérale de 1’os. Elle permet ainsi

au matériau d’étre utilis€ comme implant osseux dans un organisme humain.

Le premier verre bioactif a été mis au point par L.L. Hench et al. en 1969'7. Les différentes
étapes du mécanisme de bioactivité ont été observées par ces auteurs, sur le verre « 45S5 » et

sont définies dans le chapitre .

L. 3. Les matériaux bioactifs macroporeux

Un certain nombre de travaux de recherche sur les matériaux poreux ont été réalisés au début

4 des matériaux polymériques®® et

des années 1970, sur des céramiques poreuses
métalliques’ et ont montré par essais in vivo qu’ils sont des candidats potentiels pour des
implants poreux capables de réaliser une reconstruction osseuse. Les substituts osseux en
céramique ont une excellente résistance a la corrosion aqueuse, contrairement aux matériaux

métalliques.

Différentes techniques permettent de concevoir des matériaux macroporeux a partir de poudre
de céramique ou de verre bioactif. Ces procédés sont réalisés soit par voie séche, soit par voie
humide. Ils sont essentiellement basés, soit sur la réplique d’une structure poreuse existante,
soit en utilisant des agents porogénes (liquides ou solides), capables de générer une porosité
lors du cycle de fabrication. Les techniques de fabrication les plus utilisées sont décrites dans

les paragraphes suivants.

83



L 3. 1. Elaboration de matériaux bioactifs macroporeux par thermoformage

H. Ylinen et al.® ont travaillé sur des verres bioactifs contenant SiO,, CaO, Na,O, P,0s, K,O
et MgO. Les verres ont été broyés puis la poudre obtenue est rendue sphérique par
pulvérisation dans une flamme d’acétyléne oxygene.

Des moules en acier sont percés en utilisant des forés de 4 mm de diamétre. Ces trous
cylindriques sont remplis de billes de verre, et I’ensemble est placé dans un four réalisant le
traitement thermique a haute température. Le frittage de ces billes a permis d’obtenir un
matériau poreux. La porosité des matériaux obtenus est contrélée en limitant le procédé a
I’utilisation d’une classe granulométrique de billes de verre comprise entre 250 et 300 um.
Plusieurs températures ont été testées afin d’optimiser le frittage. Les auteurs ont observé
qu’un long frittage a basse température augmente le risque de dévitrification, contrairement a
un frittage plus rapide a température plus élevée.

Un verre bioactif non poreux a servi d’étalon afin de comparer les résultats de bioactivité avec
les échantillons macroporeux.

Il a été montré que le verre bioactif de composition massique 53 Si0O; — 6 CaO — 20 Na,O - 4
P>0s — 12 K20 — 5 MgO ne dévitrifie pas aprés un traitement thermique de 4 2 6 minutes a
760°C, contrairement au verre bioactif conventionnel, tel le verre de Hench. Les différents
temps de frittage 8 760°C (4 et 6 minutes) n’influencent pas la porosité obtenue (30 %), ni les
résultats de bioactivité. Les essais de bioactivité ont été réalisés en plongeant les échantillons
dans du SBF pendant plusieurs semaines, 1’apparition des différentes couches caractéristiques
du processus de la bioactivité a été observée par spectroscopie Infra Rouge. 11 s’avére que le
gel de silice apparait au bout de 3 jours pour I’échantillon poreux, par contre, méme au bout
de 7 jours, il n’existe toujours pas pour le verre non poreux. En outre, 1’épaisseur de la couche
d’HydroxyApatite Cristallisée est deux fois plus importante pour le verre poreux que pour le
verre massif.

Cette €étude a donc montré que le frittage de microbilles de verre bioactif permet d’obtenir une
texture rigide et poreuse pour laquelle la surface de contact, plus grande avec le fluide
physiologique que pour le verre massif, accélére la bioactivité. Ce procédé a permis d’obtenir
un verre bioactif macroporeux a porosité controlée et ne cristallisant pas lors du frittage.

Cependant, il ne permet pas de contrbler le diametre d’interconnections des pores. Les
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techniques de fabrication les plus utilisées sont les suivantes.

L 3. 2. Elaboration de matériaux bioactifs macroporeux par la méthode des

mousses-éponges

Q. Z. Chen et al.” ont mis au point une technique dite de « polymére-éponge » permettant de
réaliser des substituts osseux a base du verre 45S5 de Hench. Le polymére utilisé est une
mousse de polyuréthane de porosité moyenne 90% servant de support pour la poudre. La

Figure 1 schématise les différentes étapes de ce procédé d’élaboration.

Poudre de verre

!

Mise en suspension de la poudre dans I’eau
(Taux de mati¢re séche : 40%)

Aeitation 1 heur Ajout de 1% molaire de liant
gitation 1 heure L I (PVA : PolyVinyl Alcool)

Préparation d’un échantillon «cru» en
plongeant la mousse de polymere dans la
barbotine

!

Séchage, traitement thermique éliminant la
mousse, et frittage de I’échantillon

!

Vitrocéramiaue poreuse

Figure 1 : Méthode d'élaboration de matériaux bioactifs macroporeux par la méthode

de mousse éponge

La mousse de polyuréthane, présentant une structure poreuse, est introduite dans la
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barbotine pendant 15 minutes : la suspension de poudre de verre s’infiltre dans les porosités
de la mousse de polyuréthane et les particules adhérent a la surface de la mousse. L’excés de
barbotine est évacué en pressant la mousse, laissant ainsi une épaisseur plus ou moins
homogéne a la surface de la mousse.

Apres séchage, le polymere est €liminé par une montée en température assez lente afin de
minimiser le risque de création de fissures au niveau de la structure de la vitrocéramique, di a
une ¢élimination trop brutale des agents porogenes. Une fois le polymére complétement
éliminé, un frittage est réalisé afin de densifier la structure.

Le cycle de traitement thermique appliqué a la structure lors du procédé est représenté a la

Figure 2.

Température T
900-1000°C/0-5h

o 2°C/min
400°C/1h 5°C/min

2°C/min

>

Temps

Figure 2 : Cycle de traitement thermique appliqué a la mousse de polymere

imprégnée de poudre de verre

Une étude de frittage a montré qu’il existe un maximum de densification lorsque le traitement
thermique est réalisé a 1000°C pendant 1 heure. Il a été observé qu’un frittage des particules
45S5 durant 5 heures a 900°C ne densifie pas correctement le matériau, alors que la
densification augmente considérablement lorsque le matériau est chauffé¢ entre 950°C et
1000°C. De cette étape de frittage résulte ’apparition de la phase cristalline Na;Ca;Si;Os.

La combinaison d’une trés forte densification associée a la présence de la phase cristalline
améliore les propriétés mécaniques. La cristallisation n’étant pas totale, une vitrocéramique a

¢été obtenue. Cette étude a montré que cette phase cristalline se transforme en une phase de
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phosphate de calcium amorphe apres 28 jours d’immersion dans du SBF. Ainsi, la phase
cristalline ralentit le processus de formation de la couche d’HydroxyApatite. En effet, pour le
verre de Hench, I’apparition de cette couche est observée en 6 heures d’immersion dans le
SBF.

Les matériaux obtenus par 'utilisation de ces mousses permettent d’obtenir, apres frittage,
des macroporosités comprises entre 510 et 720um. Des tests de résistance mécanique ont
montré que ces structures sont fragiles (0,3 a 0,5 MPa), elles peuvent cependant étre utilisées
comme comblement osseux dans des parties du corps humain ne nécessitant pas de grande
résistance mécanique, 1’0os spongieux ayant une résistance a la compression comprise entre
0,2 et 4 MPa.

Finalement, ces auteurs ont obtenu une vitrocéramique hautement poreuse, mécaniquement
suffisante pour le remplacement d’os spongicux, bioactive et biodégradable, mais dont la

porosité n’est pas contrélée.

J. A. Roether et al.'” ont également utilisé la méthode des mousses. En effet, le poly(DL-
lactide) (PDLLA : polymére synthétique : acide propanoique, 2-hydroxy-, homopolymer
[34346-01-5]) est un polymere qui, dissous dans du diméthylcarbonate sous agitation
magnétique, donne une mousse. Cette mousse est ensuite versée dans un flacon et refroidie
dans de 1’azote liquide. Le flacon est connecté¢ a une pompe qui fait le vide et permet la
sublimation du solvant a -10°C dans les 48 heures. Le solvant résiduel est ensuite éliminé a
température ambiante jusqu’a ce que la mousse atteigne une masse constante.
Cette mousse, de volume poreux environ 9,5 cm’/g, est alors recouverte de particules de
Bioglass® de diameétre inférieur & 5 um par deux techniques :

- Une barbotine contenant 42% massique de particules de Bioglass® dans de
I’eau distillée a ét¢é réalisé€e sous agitation pendant 30 minutes. La mousse de PDLLA subit un
pré-traitement dans de 1’éthanol a température ambiante, afin de diminuer son caractére
hydrophobe. Elle est ensuite lentement plongée dans la barbotine et immergée pendant 5
minutes. La mousse infiltrée de particules de bioverre est retirée lentement de la barbotine
afin d’éviter de I’endommager en ’extrayant trop rapidement. L’ensemble est alors lentement

séché¢ a température ambiante pour éviter les microfissures. La Figure 3 représente deux
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micrographies de la structure du composite mousse de PDLLA/Bioglass® produit par le

procédé par immersion dans la barbotine.

Figure 3 : Micrographie de la structure du composite mousse de PDLLA/Bioglass® produit

par immersion

Cette technique a donc permis aux auteurs d’obtenir une couche stable et homogeéne, car il n’a
¢té observé, par observations microscopiques, aucun déchirement ni décollement. De plus,
des micrographies ont montré que les particules se sont également déposées le long de la
surface interne de la structure poreuse (Figure 3a) et que la répartition des particules le long
des parois est homogeéne (Figure 3b).

— Une méthode alternative par électrophorése a permis d’infiltrer la mousse
poreuse par les particules de verre. La mousse est préalablement traitée dans de I’éthanol, puis
plongée dans une barbotine (42% massique de verre), contenant également des particules de
céramique chargées. Le temps de 1’électrodéposition a été fixé a 3 secondes avec une tension
de 3V. Le composite est ensuite retiré de la barbotine, puis séché a température ambiante. La
Figure 4 représente la cellule de déposition par électrophorése (EDP) contenant la barbotine
(particules de verre et de céramique chargée) dans laquelle est plongée 1a mousse de PDLLA.

La Figure 5 représente le matériau obtenu par Electrodéposition.
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pamticie

Figure 4 : Cellule d'EDP utilisée pour la fabrication du composite mousse de

PDLLA/Bioglass®

Figure 5 : Micrographie de la structure du composite mousse de PDLLA/Bioglass® produit

par électrodéposition.

La Figure 5 montre que le procéd¢ par électrophorcse a entrainé le dépot d’une couche
épaisse a la surface de la mousse, et un remplissage des pores, malgré une faible tension (3V)

et un temps court (3s).

La comparaison des résultats obtenus par ces deux procédés a amené les auteurs a conclure
sur ’avantage du procédé par immersion dans la barbotine. En effet, la technique de
I’électrodéposition ne permet pas de conserver une structure macroporeuse. Par contre,

I’immersion dans la barbotine permet de contrler I’épaisseur de la couche produite par
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I’infiltration des particules de Bioglass”, et d’obtenir ainsi une microstructure plus uniforme.
Puisque l'épaisseur et la microstructure de la couche de Bioglass® influencent le
comportement de dégradation du matériau, une couche stable, d’épaisseur constante,

uniforme et reproductible le long des parois des pores est un avantage primordial.

J. J. Blaker et al."! ont également travaillé sur cette technique de polymére-éponge, a partir du
Bioglass® et du polymére poly (DL-lactide) (PDLLA). Le verre a été broyé jusqu’a
I’obtention d’une granulométrie comprise entre 5 et 20 um. Cette mousse est remplie avec 2
ou 15% massique de particules de verre bioactif, dans un solvant (dimethylcarbonate). La
porosité obtenue montre des micropores d’environ 10 a 50 um, ainsi que des macropores de
100 pm.

La méthode des mousses éponges permet ainsi d’obtenir des matériaux macroporeux issus de

poudre de verre, dont les macroporosités peuvent étre variées, mais restent toutefois non

contrdlées.

L 3. 3. Elaboration de matériaux bioactifs macroporeux par « gelcasting »

P. Sepulveda et al.'* ont utilisé la méthode de gelcasting. Le matériau utilisé pour réaliser des
substituts macroporeux est I’HydroxyApatite (HA). La Figure 6 résume les différentes étapes

de ce procédé d’élaboration.
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réduire la tension de surface et stabiliser la acrylique . ammonium
mousse acrylate

Obtention d’une mousse

Ajout d’un initiateur et catalyse par réaction
de polymérisation in situ du monomere en
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v

Gélification

\ 4

Coulage dans des moules

'

Séchage 24h — 100°C

l

Frittage 1350°C — 2h pour
consolider et densifier le matériau

Figure 6 : Synoptique de la fabrication de structure macroporeuse par gelcasting

Ces autcurs ont ainsi ¢laboré, a 1’aide de cette technique, des structures macroporeuses de
porosité 80 a 85%, ayant une résistance a la compression comprise entre 1,6 et 5,8 MPa. Ces

structures sont composées de différents types de pores dont la taille dépend de la température

de frittage :

— des larges pores sphériques résultant des bulles de la mousse (entre 100 et
500um), créées par 1’agitation.
— des petits pores sphériques (entre 30 et 120um).

Les diametres des pores dépendent de la densité du matériau, et donc du frittage appliqué.
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Cependant, les auteurs ont montré que le taux de densification des substituts n’influence pas

le phénomene de reconstruction osseuse.

I 3. 4. Elaboration de matériaux bioactifs macroporeux par procédé sol-gel

Des verres bioactifs macroporeux peuvent ¢galement étre synthétisés par un procédé sol-gel,
comme le verre 70S30C (70% de SiO; et 30% de CaO) d’aprés J. R. Jones et al.'?.

Le protocole d’¢élaboration est le suivant :

Le sol est préparé en mélangeant dans I’ordre les réactifs suivants :

cau distillée

2N d’acide nitrique
tétraéthyl orthosilicate (TEOS)

nitrate de calcium

- Ajout de 1% massique de Teepol (détergent contenant un mélange de 15% de
surfactant non ionique et 5% 1onique), ainsi que 5% volume d’acide
fluorhydrique (catalyseur pour accélérer la gélification).

— Lorsque le mélange se rapproche du point de gélification, la mousse est coulée
dans des moules cylindriques.

— Les échantillons sont séchés puis stabilisés en réalisant un traitement thermique
a 600°C, et enfin refroidis.

~ Un frittage a été réalisé a 10°C/min pour différentes températures : 600°C (avec
un palier de 1h) et 700, 800, 1000°C (avec un palier de 2h).

Les cylindres obtenus ont une densit¢ moyenne de 0,25. Le matériau densifi€¢ est une
vitrocéramique dont la phase cristallographique est la forme naturelle de la Wollastonite (p-
CaSi03). La figure 7 montre la structure des pores aux différentes températures de traitement
thermiques :

— 600°C: la structure est composée de macropores de diameétre supérieur a
500um, connectés par des pores « fenétre » de diameétre inférieur a 200um.
L’épaisseur des parois semble étre de 1’ordre du micron.

— 700°C : peu de changements sont observés. La taille des pores est légerement

inférieure et les parois plus épaisses que lors du frittage & 600°C.
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- 800°C et 1000°C : La diminution des diametres des pores entraine une porosité
maximale de 400um, ce qui est di a une augmentation de 1’épaisseur des pores
de la structure. Les macropores sont bien connectés entre eux et le diamétre

d’interconnections a diminué.

Figure 7: Micrographies SEM du verre 70S30C / mousse frittée aux températures (a) 600°C,
(b) 700°C, (c) 800°C, (d) 1000°C

La dévitrification du verre est observée a partir de 800°C par croissance de la wollastonite
naturelle $-CaSiO;. Ce procédé permet d’obtenir une structure hiérarchisée présentant des
macropores de diamétre pouvant atteindre 500 um connectés par des fenétres de pores ayant
des diamétres supérieurs a 100um, ainsi que des mésopores de 10-20 um. La résistance a la
compression de ces structures peut atteindre 2,26 MPa pour un frittage a une température
supérieure ou égale a 800°C. Ces auteurs contrdlent la porosité de la structure en faisant varier

les concentrations de tensioactifs et d’agent gélifiant, ainsi que la température de traitement

thermique de la mousse.
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L 3. 5. Elaboration de matériaux bioactifs macroporeux par ajout de

porogénes

L 3. 5. 1. Porogenes liquides

M. Navarro et al."* ont utilisé un verre de composition molaire 44,5% P,Os - 44,5% CaO - 6%

Na,O - 5% TiO,, afin de créer un matériau macroporeux en utilisant de 1’eau oxygénée H,O,.

Le protocole d’élaboration est le suivant :

le verre a été broyé dans un broyeur planétaire en agate, et tamisé afin de
limiter la granulométrie a 30pm.

la poudre de verre a été mélangée a une solution d’eau oxygénée (10%
vol/vol), dans différentes proportions (40 et 60% par rapport au taux de
matiére séche)

le mélange homogénéisé a été coulé dans des moules en téflon placés 2a 5
heures a 60°C. Cette ¢tape a permis la formation de bulles dans la barbotine,
par décomposition de I’eau oxygénée.

les échantillons ont ensuite été traités thermiquement 1égérement au-dessus de
la température de transition vitreuse du verre (533°C), c’est-a-dire a 540 et
570°C pendant 2 et 3 heures.

des cylindres de porosité comprise entre 40 et 55% sont alors obtenus.

Les observations concernant la macroporosité sont reportées dans le Tableau 1.

Pour I’ensemble des essais, il a été observé que la cristallisation augmente avec le temps de

frittage et avec la température. Les phases cristallines sont a-CaP,O;, 8-Ca(POs): et f3-

C32P207.

Leur procédé permet donc d’obtenir des vitrocéramiques macroporeuses a partir de poudre de

verre. Les porosités sont ouvertes et fermées et la porosité¢ moyenne est de 40 a 55% en

fonction du taux massique d’H»>O> mélangé au verre. Toutefois, les auteurs n’ont pas pu

contrédler la porosité et n’ont pas conservé le caractére vitreux du verre.
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Température de frittage - durée - % d’H,0, Observations

Structure principalement formée de longs pores

elliptiques résultants de I’interconnection des petits
540°C — 3h - 40% pores

Plus haut degré d’interconnection

Prédominance de larges pores elliptiques et de pores
540°C —3h — 60% arrondis

Diameétre des pores >500um

540°C — 2h — 40% ou 60% Particules de verre a peine densifiées

Structure principalement formée de longs pores
elliptiques dus & I’interconnection de petits pores

570° - 2h ou 3h - 40 ou 60% Plus haut degré d’interconnection

Diametre des pores >500um

Tableau 1 : Observation des différents échantillons apres frittage

L 3. 5. 2. Porogeénes solides

Les agents porogenes solides utilisés se présentent sous différentes formes (poudres, billes ou
fibres) et proviennent de plusieurs origines :

— origine naturelle : I’amidon de pomme de terre, la cire ou la cellulose,

— origine synthétique : les polymeres (polyethyléne, polyester)

— origine organique : camphre, menthol, paraffine
M. H. Prado da Silva et al."” ont élaboré des matériaux bioactifs macroporeux issus de
bioverres et d’HydroxyApatite. Ces matériaux ont été brevetés et sont connus sous le nom de
GR-HA'® (Glass Renforced-HydroxyApatite). Il s’agit d’un mélange de poudre de bioverre de
composition molaire 75P,0s-15Ca0O-10CakF,, et d’HydroxyApatite (HA : (Ca;o(PO4)s(OH),)
préparé par voie humide dans de 1’éthanol anhydre et mélangé pendant 12 heures au broyeur

planétaire. Leur procédé d’élaboration repose sur 1’addition de porogeénes formant des petits
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pores (amidon de pomme de terre) et de larges pores (coque d’amande et billes de cire). Le

schéma de la figure 8 regroupe les différentes étapes de leurs procédés.

VOIE HUMIDE

YOIE SECHE

Poudre GR-HA dispersée dans de 1’éthanol (2%

Poudre GR-HA

+ 2% massique de liant

(poly-vinylbutyral-co-vinyl- Broyeur

alcohol-co-vinyl acetate)

planétaire Smin

Meélange séché a 100°C

Y

Pressage uniaxial 44MPa — 30s

A

'

Traitements thermiques :

élimination des agents porogenes et du liant (550°C-1h)
densification de la structure (1300°C-1h)

Température

1300°C/1h

550°C/1h

0.5°C/min

massique)

Dispersant (0,15% massique) : acide gras

partiellement oxydé

Broyeur planétaire
1 heure
90% des particules < Sum y
Billes de cire (40 a 65%vol)
l |

Amidon de pomme de terre Coque d’amande (20 a
(20%vol) 40%vol)
Diameétre moyen 35um Diamétre moyen 410um Broyeur

planétaire Smin

4°C/mish,

Temps

Figure 8 : Synoptique des différentes étapes d'élaboration de matériaux bioactifs

macroporeux

5

Lorsqu’un verre compos¢ de phosphate de calcium est mélangé a de I’HydroxyApatite et que

I’ensemble est densifié, les phases réagissent entre elles pour donner du P-Tricalcium

Phosphate ($-TCP) ou le a-Tricalcium Phosphate (a-TCP) plus soluble que ’'HA.
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Ces deux techniques ont permis a ces auteurs d’obtenir des matériaux macroporeux, dont le

diamétre des pores dépend de la voie utilisée :

— la voie séche permet ainsi d’obtenir des pores larges et interconnectés, dont la
majorité¢ ont un diametre inférieur a 100 um. La Figure 9 représente les photographies
obtenues par microscope électronique a balayage (MEB) d’un matériau macroporeux obtenu
par voie séche. Cette figure montre que 40% en volume de billes de cire permet d’obtenir des
macropores dans la structure, dont plus de 90% ont un diamétre supérieur a 236 um et une

majorité de 410 um en moyenne.

Figure 9 : Image MEB d'un macroporeux issu du procédé par voie séche avec 40% en volume

de billes de cire

- la voie liquide permet d’obtenir des micropores (< 3 um de diamétre) crées par

I’amidon de pomme de terre, ainsi que des larges pores elliptiques dont la longueur du plus

grand axe est inférieure a 50 um. (Figure 10)
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Figure 10 : Image MEB (a) : échantillon préparé avec 20 % en volume d'amidon de pomme

de terre et 20 % en volume de croute d'amande (b) : échantillon préparé avec 40 % en

volume d'amidon de pomme de terre et 20 % en volume de croute d'amande

Pour I’échantillon macroporeux préparé avec 20 % en volume d'amidon de pomme de terre et
20 % en volume de crolte d'amande (Figure 10a), deux types de pores sont créés : des larges
pores et des petits pores inférieurs a 2 um. L’utilisation d’une importante quantité d’amidon
de pomme de terre (Figure 10b) produit beaucoup de petits pores, de diamétre inférieur a

3um.

Ces auteurs ont ainsi observé que la proportion et la nature des agents porogeénes utilisés dans
ces procédés par voie humide ou solide, permettent d’obtenir des porosités différentes (petits
pores sphériques de diametre inférieur a 3 um, pores elliptiques de longueur d’axe inférieur a
50um). Cependant, la porosité des matériaux n’est pas rigoureusement controlée et ce dernier

est completement cristallis¢ (HA, a-TCP ou 3-TCP).

1 3. 5. 3. Porogeénes solides structurés

Le «procédé d’élaboration de substituts osseux synthétiques d’architecture poreuse
parfaitement maitrisée »', développé au Laboratoire des Matériaux et Procédés, et déposé par

la sociét¢ Biocétis, permet de réaliser des structures poreuses a partir de poudre
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d’HydroxyApatite, de TCP ou d’alumine.

d’élaboration de ces substituts osseux.

La Figure 11 résume les différentes étapes

Billes PMMA
PolyM¢éthyIMéthAcrylate Poudre minérale
(HA, TCP, HA/TCP)
e {CHy C{CHz {COOCH 1}
Chimie formage Barbotine
Réalisation du négati [ del a Mise en suspension avec dispersion
porosité, controle des diamétres et stabilisation de la poudre e n

d'interconnexion et des macropores

milieu aqueux

Imprégnation

en moule de platre du squelette
organique par la barbotine

Séchage (50°C)

]

Démoulage

Traitements thermiques

* Déliantage (T<500°C) : élimmation des billes de PMMA
* Frittage (1000<T<1300°C) : cuisson, consolidation architecture poreuse

Figure 11 : Synoptique de l'élaboration de la bioceramique poreuse

Le concept de ce procédé est fondé sur I’'imprégnation par une suspension de poudre d’un

édifice constitué¢ de billes polymériques soudées les unes aux autres. Lors du déliantage,

I’élimination thermique de ces billes va générer la macroporosité de la céramique ainsi qu’une

interconnexion entre les macropores, dont la dimension dépendra de I’amplitude du pontage

entre les billes. La céramique macroporeuse est ¢laborée en suivant les quatre ctapes

suivantes:
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I 3. 5. 3. a. Elaboration de la structure porogéne

La structure porogéne est d’abord préparée a partir de billes de PolyMéthylMéthAcrylate

(PMMA), polymere plastique, de structure amorphe. Le protocole est le suivant :

les billes de PMMA sont tamisées afin d’obtenir la distribution
granulométrique recherchée.

une masse de billes est introduite dans un moule métallique.

un solvant organique est ensuite introduit dans le moule métallique afin de
dissoudre la surface des billes de PMMA et de réaliser un pontage entre celles-
cl.

un capteur de déplacement mesure le retrait de 1’édifice organique situé dans le
moule métallique. Lorsque le retrait désiré est atteint, la réaction de dissolution
est arrétée.

un séchage est ensuite réalisé.

Une étude'® a été réalisée, permettant de corréler le retrait de 1’édifice organique au diamétre

de pontage entre les billes de PMMA. Cette préforme en billes de PMMA correspond au

négatif de la structure macroporeuse souhaitée a partir de la poudre de matériau. Pour cela, cet

édifice organique est imprégné par une barbotine de poudre de céramique micrométrique.

L 3. 5. 3. b. Mise en suspension de la poudre de céramique

(barbotine)

La préparation de la suspension de poudre céramique comprend les étapes suivantes

dispersion (30 minutes au broyeur planétaire) de 70% en masse de poudre de
matériau de granulométric de 1’ordre du pm dans de I’ecau a 1’aide d’un
dispersant (polyméthacrylate d’ammonium ou DarvanC).

Ajout de 4% de liant (latex en émulsion) et 0,1% d’agent mouillant (Dynol)

par rapport au taux de maticre seche.
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L 3. 5. 3. c. Imprégnation de I’édifice organique

L’édifice organique en billes de PMMA est imprégné avec la barbotine. Pour cela, la poudre
en suspension est coulée sur 1’édifice organique, placé dans un moule de platre, permettant

d’absorber le solvant, et d’obtenir un «cru».

L 3. 5. 3. d. déliantage

Le cru est ensuite séché puis délianté d’apres le cycle de traitement thermique de la Figure 12.
Sous ’effet de la chaleur, les chaines de PMMA dépolymérisent et s’éliminent, laissant des

macropores dans la structure.

A
Temperature
250°C
220°C 1°C/min o .
IW 1°C/min
20°C 20°C

»
>

Temps

Figure 12 : Cycle de traitement thermique a basse température

L 3. 5. 3. e. Traitement thermique a haute température

Afin de consolider le matériau délianté, celui-ci subit un traitement thermique de densification

a 1400°C pendant 3 heures. Le cycle de frittage est présenté a la Figure 13.
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Figure 13 : Cycle de frittage

L’originalit¢ de cette technique est d’élaborer des céramiques macroporeuses a porosité
rigoureusement controlée. En effet, le diameétre des pores dépend directement de la taille des
billes de PMMA utilisées et le diametre des interconnections est fonction du diameétre de
pontage de la structure porogéne réalisée précédemment. La Figure 14 représente les
photographies MEB de quatre matériaux obtenus par ce procédé, ayant des porosités

différentes (100-200, 300-400, 500-600 et 700-800 um).
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Diametre de pore = 100-200 um

Diameétre de pore= 500-600 um Diamétre de pore = 700-800 um

Figure 14 : Photographies MEB de structures macroporeuses en alumine a différentes

porosités controlées

La Figure 15 représente les photographies MEB de quatre matériaux obtenus par ce procédé

ct ayant des diamétres d’interconnections différents (110, 180, 240, et 280 um).
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Diameétre de I'interconnexion= 110 um Diamétre de I'interconnexion = 180 um

Diametre de ’interconnexion = 240 um Diamétre de ’interconnexion = 280 um

Figure 15 : Photos MEB d'une structure macroporeuse en alumine avec des diametres

d'interconnexion contrélés (110, 180, 240, et 280 um)

L 3. 6. Bilan de la littérature

En conclusion, le Tableau 2 résume les différentes techniques répertoriées dans la
bibliographie et permettant de réaliser des matériaux bioactifs macroporeux, ainsi que les

données les caractérisant (porosité, résistance a la compression, taille des pores).
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Pores

Porosité Taille des pores ouverts Force de
Technique Matériau P compression  Références auteurs
(%) (mm) (O) ou (MPa)
fermés (F)
4585
. < 89-92 510-720 O 0,27-0,42 Q. Z. Chen’
Bioglass™
4585
] . 85-97,5 10-50 ct 100 O 0,01-0,175 J. 1. Blaker'!
Bioglass®
verre-HA 86 420-560 (0] 0,21 S. Calicut"”
Polymére-éponge
HA 70-77 490-1130 O 0,55-5 X. Miao™
B-TCP+HA 73 200-400 O 9.8 H. R. R. Ramay>"™
4585 >100mm et 20- o 1. A Roether'®
Bioglass™ 30 - A- Rocther
100-500 ct 30-
HA 80 -85 B 0] P. Sepulveda”
Gel casting/mousses
Verre bioactif 12
(70830C) 70-95 >600 O-F 0,5-2,5 1. R. Jones
Adadition de PIRE
porogénes solides GR-HA 20,8-59.2 0,1- 1000 O-F M. H. Prado da Silva™
Addition de
porogénes solides Ha, .TCP’ 70 - 80 10 - 1000 O-F 1-25 Brevet 7
: Ay alumine
architecture contrdlée
Addition de . . s cco Dc 20 a 500 ct "
porogénes liquides Verre bioactif 404 55% ~500mm O-F M. Navarro

Tableau 2 : résumé de la littérature — Techniques d'élaboration de matériaux macroporeux

d’apres les références 9-10-11-12-13-14-19-20-21 et 22

Pour ¢laborer le verre macroporeux, le procédé mis au point sur une céramique
macroporeuse' ' a été choisi, le laboratoire maitrisant parfaitement ce type de mise en forme.
De plus, c’est celui qui permet de fabriquer des matériaux a architecture contrdlée (taille des

pores, des interconnections et forme des matériaux).
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II. ELABORATION D’UN VERRE BIOACTIF MACROPOREUX

L’élaboration d’un verre bioactif macroporeux passe par plusieurs étapes.

La premiére étape consiste a obtenir une poudre de verre de granulométrie proche du micrométre. 11
a donc fallu mettre au point un processus de broyage adapté a ce type de matériau tout en
s’affranchissant des problémes de pollution du verre par le matériel de broyage et en vérifiant
I’inertie du solvant vis-a-vis du matériau.

La deuxiéme étape passe par I’élaboration d’une barbotine apte a imprégner la structure d’un édifice
organique.

1l faut ensuite éliminer le squelette organique par un traitement thermique de déliantage a basse
température (250°C), puis densifier le verre a haute température afin de densifier les parois du
verre. Pour cela, il a fallu optimiser les conditions de frittage.

Pour commencer, il nous a paru indispensable de rappeler les caractéristiques physico-chimiques du

verre utilisé lors de cette étude.

I1. 1. Caractérisations physico-chimiques

Le verre bioactif utilisé dans ces travaux de recherche, nommé P3C2, a une composition molaire
chimique de 43,65 SiO, - 22,795 CaO - 30,555 Na;O — 3 P,Os. Le verre obtenu par le protocole
d’élaboration des verres, est analysé par un microscope électronique a balayage (MEB) coupl€ a un
spectrométre par dispersion d’énergie (EDS) afin de vérifier sa composition chimique. Les résultats
figurent dans le chapitre L.

Afin de vérifier le caractére amorphe de ce verre, une diffraction des Rayons X du verre P3C2 a été

réalisée a 1’aide d’un diffractométre automatique Siemens DS000 (Figure 16).
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Figure 16 : Diffraction des Rayons X du verre P3C2

Le diffractogramme du verre montre une large raie pour une valeur de 28 comprise entre 26° et 38°
avec un maximum a environ 33°. Cette raie est caractéristique de la présence de silice dans le

verre” . L’absence de raie fine ainsi que I’allure du diffractogramme indique que le verre P3C2 est

totalement amorphe.

Des analyses thermiques différentielles (ATD) ont été réalisées sur de la poudre de verre P3C2 de
granulométrie 2,5 um. Dans la littérature’’, ces analyses sont généralement réalisées avec des
cinétiques de chauffage de 10°C/min. La courbe ATG a été obtenue a partir de cette vitesse de

chauffe de 10°C/min pour 30 mg de poudre de verre.
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Figure 17 : ATD du verre P3C2 (10°C/min)
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Conformément a la littérature, le changement de la ligne de base observé a 509°C est attribué a la
température de transition vitreuse T, (cette température correspond au passage de la structure figée
du solide vitreux a une structure mobile) et le pic exothermique correspond a la température de
cristallisation T. (=650°C). Ces valeurs peuvent étre comparées a celles répertoriées pour des
bioverres de composition 45S5i0; - 24,5Ca0O - 24,5Na>O - 6P,0s5 (Bioglass®) par H. A. El Batal et
al.”’. En effet, les auteurs ont noté un premier effet endothermique vers 499-550°C et un effet
exothermique dans un domaine de température compris entre 689 et 883°C pour une vitesse de
chauffe de 10°C/min.

Lors de I’étude du verre de Hench par L. Lefebvre et al.”*, les auteurs, en plus de la température
vitreuse Ty égale dans leur cas & 550°C et de la température de cristallisation T. (=610°C), ont mis
en évidence un deuxiéme changement de la ligne de base a la température de 850°C qu’ils ont
appelé Tg2. Dans notre étude, nous constatons également un léger changement de la ligne de base a
la température 830°C que nous allons noter Tb.

La suite de 1’étude nécessite une cinétique de montée en température de 3°C/min. Afin de connaitre
les températures caractéristiques du verre dans ces conditions expérimentales, nous avons réalisé

une ATD a cette vitesse de chauffe (Figure 18).
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Figure 18 : ATD du verre P3C2 (3°C/min)

Les résultats des ATD (Figure 17 et Figure 18) sont regroupés dans le Tableau 3 et montrent que les

températures de transition vitreuse et de cristallisation apparaissent a des températures plus faibles
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lors de la montée en température réalisée avec une vitesse de chauffe de 3°C/min.

Vitesse de chauffe

3°C/min 10°C/min
T, (°C) 490 509
T.(°C) 605 650
T,(°C) 790 830

Tableau 3 : Températures caractéristiques du verre P3C2

I1. 2. Protocole opératoire de broyage du verre

Le procédé d’élaboration de céramiques macroporeuses a porosité contrélée a été mis au point, au
laboratoire, sur des poudres phosphocalciques de granulométrie micrométriques'’.

Afin de se rapprocher au maximum des conditions opératoires de ce procédé, un protocole de
broyage a ¢ét¢ réalisé pour le verre P3C2. Cette mise au point passe par le meilleur choix du matériel
de broyage et du solvant. L’utilisation de la Spectroscopie de Dispersion d’Energie (E.D.S.) permet

de controler la pollution éventuelle du verre par cette étape de broyage.

1L 2. 1. Choix du matériel de broyage et du solvant

1L 2. 1. 1. Essais de broyage réalisés dans ’eau distillée, avec un matériel en

alumine (jarre et billes)

Le procédé mis au point au laboratoire sur les céramiques macroporeuses est basé sur 'eau. Il était
alors important de vérifier si I’cau convenait a la réalisation du broyage de la poudre de verre, car

I'utilisation d’un autre solvant implique une compléte réadaptation de ce protocole.
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1L 2. 1. 1. a. Suivi par MEB-EDS de la composition chimique au cours du
broyage

Nous avons ainsi réalisé un broyage du verre dans une jarre en alumine, équipée de billes en
alumine, en phase aqueuse. Des prélevements de la suspension ont ¢té effectués au cours du
broyage, et ont été analysés par EDS. Les résultats ont permis d’analyser qualitativement et semi-
quantitativement leur composition chimique.

Les figures suivantes (Figure 19 et 20) représentent les spectres obtenus par EDS, du verre aprés

respectivement | heure et 6 heures de broyage.
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Figure 20 : EDS du verre P3C2 apres 6 heures de broyage
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Ces spectres présentent les pics caractéristiques des éléments calcium, silicium, sodium, oxygeéne et
phosphore présents dans le verre. Un pic d’aluminium est également observé vers 1,5 ¢V,
d’intensité plus importante au bout de 6 heures de broyage qu’aprés 1 heure. Ce pic indique une
pollution par I’alumine de la poudre de verre lors du broyage.

Les €éléments chimiques présents dans le verre (calcium, silicium, sodium, phosphore et aluminium)
ont ¢té dosés par une analyse semi-quantitative des spectres obtenus par EDS, I’oxygéne étant pris
comme complément a 100 %. Les pourcentages atomiques de ces éléments chimiques sont

représentés sur la Figure 21 a différents temps de broyage.
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Figure 21 : Evolution du pourcentage atomique des éléments chimiques Si, Ca, Na, P et Al en

fonction du temps de broyage (jarre et billes : alumine — solvant : eau)
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Cette figure montre que les pourcentages atomiques de sodium, calcium et phosphore diminuent
lorsque le temps de broyage augmente.

L’évolution des pourcentages atomiques de silicium, sodium, calcium et phosphore et aluminium en
fonction du temps de broyage, ainsi que la variation calculée entre les pourcentages atomiques du

verre initial (t=0h) et ceux de la poudre de verre broyée 9 heures sont rassemblés dans un tableau
récapitulatif (Tableau 4).

Temps (h) 0 1 2 4 6 o 9 . variation (%)
Na 4575 46,17 47,60 45,26 45,39 -1,8 %
Q‘;’ si 33,39 32,82 35,79 36,88 3853  +17,9%
év, Ca 16,98 15,64 14,90 13,31 "':‘1‘2,71@2‘ -29 %
2 P 3,25 3,43 3,35 3,57 351 . -22 %
= Al 0 0,22 0,51 0,70 0,85 092

Tableau 4 : Pourcentages atomiques des éléments O, Na, Si, Ca et P et Al au cours du broyage

(solvant : eau)

En ce qui concerne le taux de pollution par la jarre en alumine en fonction du temps de broyage, le
pourcentage atomique d’aluminium dans le verre augmente au cours du broyage, et atteint 0,92 %
apres 6 heures de broyage (Tableau 4). Cette augmentation met en évidence la pollution du verre
par ’alumine.

Le pourcentage atomique en sodium varie de 45,75 % a 44,92 % aprés 9 heures de broyage, ce qui
correspond a une perte d’environ 1,8 %. Le pourcentage atomique en silice augmente
d’approximativement 17,9 %, et les pourcentages atomiques en calcium et phosphore diminuent
respectivement d’environ 29 et 22 %. Cette perte montre que le verre réagit avec 1’eau, la poudre
finale obtenue au terme du broyage n’a plus la méme composition chimique molaire que le verre
initial, et peut donc avoir des propriétés physico-chimiques différentes.

Afin d’observer les variations structurales que le broyage en milieu aqueux entraine sur le réseau

vitreux, nous avons réalisé¢ une étude par spectroscopie Infra-Rouge, de prélevements effectués au

cours du broyage du verre.
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IL 2. 1. 1. b. Etude par Spectroscopie Infra-Rouge

Afin de distinguer les liaisons chimiques présentes dans le verre et leurs modifications au cours du
broyage, une étude par Spectroscopie Infra-Rouge a été réalisée sur le verre broyé en présence
d’eau. Les spectres obtenus sont comparés au spectre du verre initial.

Les spectres ont été obtenus a [’aide d’un spectrometre Infra Rouge a transformée de Fourier
(IRTF) Paradon 1000 Pc Perkin Elmer. Une presse hydraulique permet de réaliser les pastilles a
base de poudre de verre et de KBr.

La Figure 22 représente le spectre Infra Rouge du verre P3C2 avant broyage.
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Figure 22 : Spectre IFTR du verre P3C2
Afin de simplifier la discussion, nous avons noté¢ BO (Bridging Oxygens) les oxygeénes engagés
dans une liaison avec des atomes de silicium, et NBO (Non Bridging Oxygens), les oxygénes

4 . . .y . . v . . -+ 2+
engagés dans une liaison avec un atome de silicium et une liaison ionique avec Na' ou Ca”™ .

D’aprés les travaux de recherche d’I. Lebecq et al.”’, la bande située a 1020 cm™, est attribuée a
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i verre Bloactlf macroporenx Llaboration
une vibration d’¢longation asymétrique de la liaison Si-O dans des tétracdres SiO4 (Vs si-0), reliés
entre cux par les 4 oxygeénes (4BO). La deuxiéme bande 4 940 cm™ correspond a une vibration
d’€longation de liaison Si-O dans des unités SiO4 (V si.0) avec deux oxygenes non pontés (2NBO).
L’épaulement 4 840 cm™' est attribuable a la vibration d’élongation de Si-O dans SiO4 avec 2NBO.
La troisiéme bande a 660 cm™ correspond a une vibration d’¢élongation symétrique de la liaison Si-
O (vs si-o) dans les tétraedres SiO4 avec les 4 oxygenes pontés (4BO). Enfin, la bande a 490 cm’
indique une vibration de déformation angulaire Si-O-Si entre les tétraedres SiOy (0 si-0-si)-

Le réseau vitreux est principalement un réseau de silice ou le phosphore est présent en trop petite
quantité, ce qui explique 1’absence de bandes correspondant aux vibrations des liaisons P-O.
Cependant, un léger épaulement est observable sur certains spectres a 590 cm™ pour des taux de
phosphore légérement plus importants, pouvant étre attribué a une vibration de déformation
asymeétrique mettant en jeu un groupement P-O (8 p.0)-

La Figure 23 rassembie les spectres obtenus sur des échantillons prélevés apres différents temps de
broyage.
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Figure 23 : Spectres IFTR du verre P3C2 en fonction du temps de broyage (Solvant : eau
distillée)
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L’analyse de la figure montre que dés le début du broyage, I’intensité de certains pics diminue ce
qui signifie que des liaisons du verre disparaissent progressivement. Cette diminution est due aux
ruptures des liaisons lors du broyage. En effet, la bande située a 1020 cm’, attribude a une
vibration d’élongation asymétrique de la liaison Si-O dans des tétraédres Si0Oy4 reliés entre eux par
les 4 BO, a tendance a diminuer au cours du broyage ce qui montre que le verre contient de moins
en moins de liaison Si-O. L’intensité de la bande située a 840 cm™ a tendance également a
diminuer, ce qui montre que le broyage entraine une diminution du nombre de liaisons Si-O située
dans les tétraédres SiO; avec 2NBO. Les bandes situées a 660 cm™ et 490 cm™ diminuent aussi en
intensité au cours du broyage signifiant respectivement la diminution du nombre de liaison Si-O
avec les 4 BO, et la diminution des liaisons Si-O-Si entre les tétraédres SiO4. L’apparition de
certaines bandes notamment vers 980 cm™ témoigne la formation de liaisons dans le verre. Il s agit
d’une bande de vibration d’élongation de Si-OH (vsi.on) attestant la présence de groupement

silanols correspondant a la formation d’un gel de silice.

Cette transformation du verre en gel de silice au cours du broyage en phase aqueuse est un réel
probléme pour la suite du procédé d’élaboration de verre bioactif macroporeux. La structure du
verre, ainsi que sa composition, est modifiée et transformée en gel. De plus, ce gel, lors du broyage,
a tendance a durcir et a former des blocs lors du séchage. Ces blocs sont alors difficiles & mettre en
solution pour I’étape suivante de 1’élaboration du verre macroporeux.

A ce stade de I’étude, il a fallu choisir un autre solvant. D’autres solvants ont été testés : I’acétone,
I’alcool a 95% et I’alcool anhydre. L acétone et I’alcool a 95% ont conduit a des meilleurs résultats
que ceux obtenus avec 1’eau distillée. Cependant, la formation d’un gel de silice est observée pour
des longs temps de broyage. Par contre, 1’étude réalisée avec 1’éthanol anhydre n’a pas présenté ce

type de probléme. C’est pourquoi, ce solvant a été choisi pour les autres essais de broyage.

II. 2. 1. 2. Essais de broyage réalisés dans I’éthanol anhydre, avec un matériel en

alumine (billes et jarre)

Des essais de broyage ont ¢té effectués en utilisant une jarre et des billes en alumine dans de
I’¢éthanol anhydre. Les poudres broyées ont été analysées par EDS afin d’évaluer qualitativement et

semi-quantitativement la pollution du matériau par I’alumine.
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Une analyse semi-quantitative du taux d’aluminium présent dans la poudre de verre broyée a permis
de déterminer un pourcentage atomique molaire de 1,2 % aprés 6 heures de broyage. Le taux de
pollution par I’aluminium dd a Putilisation de matériel en alumine lors du broyage est similaire
pour le broyage a I’eau et a I’éthanol anhydre.

Afin d’éviter cette pollution, nous nous sommes €équipés d’une jarre et de médias de broyage en
agate. En effet, le coefficient d’usure de 1’agate est beaucoup plus faible que celui de 1’alumine, et,

de plus, I’agate est composée exclusivement de silice.

IL. 2. 1. 3. Essais de broyage réalisés dans I’éthanol anhydre, avec un matériel en

agate (billes et jarre)

Un suivi du pourcentage atomique de chaque élément chimique constituant le verre a été réalisé par
EDS, sur plusicurs ¢chantillons prélevés au cours du broyage, afin de contrdler le niveau de

pollution et d’observer les éventuelles modifications.

1L 2. 1. 3. a. Suivi par MEB-EDS de la composition chimique au cours du
broyage

La Figure 24 représente 1’évolution du pourcentage atomique des éiéments chimiques Si, Ca, P et

Na pour plusieurs échantillons prélevés au cours d’un broyage, réalis¢ avec de 1’¢thanol anhydre.

Cette figure montre que les pourcentages atomiques des éléments chimiques présents dans le verre
restent constants au cours du broyage utilisant 1’éthanol anhydre comme solvant. Nous avons
cependant réalisé¢ des analyses par Spectroscopie Infra-Rouge, comme lors du broyage en phase

aqueuse, afin de vérifier que le broyage n’entrainait pas de modifications structurales.
q yag
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Figure 24 : Evolution du pourcentage atomique des éléments chimiques Si, Ca, P et Ca en fonction

du temps de broyage (jarre et billes . agate — solvant : éthanol anhydre)

II. 2. 1. 3. b. Etude par Spectroscopie Infra-Rouge

La Figure 25 représente la superposition des spectres Infra-Rouge du verre P3C2 en fonction du

temps de broyage a 1’éthanol anhydre.

117



HELEE I

s o . .
\rsrpepags CreEE et Y T e LI AT O N S Ty
VTS PO IGOPrOpOoreRy SEGBoraiion

7 heures
6 heures

4 heures

: ' , : 2 heures

i L ' i

[ ' | 1 heure

i i | |
M 0,5 heure

i i — ]

i

i

|

i
i . ' | h
i oV N B v 0 heure

Absorbance

b - hl V T
1400 1200 1000 800 600 400

Nombre d'onde (cm™) .
Figure 25 : Spectres IFTR du verre en fonction du temps de broyage
(Solvant : éthanol anhydre)

La figure 25 montre qu’il n’y a pas de variations d’intensité entre les différents spectres, et que
contrairement au broyage en milieu aqueux, aucune bande supplémentaire n’apparait. Le broyage a
1’éthanol anhydre permet donc de conserver la composition chimique du verre P3C2 au cours du
broyage, et sera donc sélectionné pour la suite de I’étude.

En conclusion a ces différentes études, 1’utilisation de matériel en alumine (billes et jarre) pollue le
verre de facon non négligeable. En ce qui concemne le broyage en milieu aqueux et I’utilisation de
matériel (jarre et billes) en alumine, les analyses par EDS et Spectroscopie Infra-Rouge ont montré
une variation trés importante de la composition chimique du verre. En effet, le verre P3C2 de
composition chimique molaire 43,65 SiO, — 22,795 CaO — 30,555 Na,O et 3 P,Os donne une
poudre de composition chimique molaire 48,32 SiO, — 13,80 CaO — 35,94 Na,O et 1,94 P,Os, apres
9 heures de broyage dans de 1’eau. Par contre, 1’utilisation de 1’éthanol anhydre comme solvant a
montré que la composition chimique molaire initiale du verre P3C2 est conservée apres 9 heures de

broyage. Il n’a donc pas ét¢ observé de pollution dans le verre.
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Pour la suite de 1’étude, le broyage a été réalisé dans du matériel (jarre et billes en agate) avec

1’éthanol anhydre comme solvant.

L’analyse granulométrique a permis, dans la suite de I’étude, d’évaluer I’influence de la durée du

broyage sur la taille des particules de la poudre de verre.

I1. 2. 2. Analyse granulométrique

En tenant compte des conclusions sur les essais préliminaires, un protocole de broyage a ¢ét¢ mis au
point afin de travailler dans des conditions identiques pour chaque broyage et obtenir ainsi un
maximum de reproductibilité dans la répartition granulométrique de la poudre de verre. Le procédé
est le suivant :
~ le verre synthétisé est broyé grossierement par un concasseur afin d’obtenir un verre
sous forme pulvérulente.
—~ un tamisage permet de ne conserver que les particules de diamétre inféricur a 800
um. La Figure 26 représente une micrographie de la poudre de verre tamisée.
- la poudre de verre est ensuite réduite par broyage planétaire. Le matériel utilisé est
une jarre et un mélange de billes en agate. La poudre de verre est introduite dans la
jarre, avec le solvant (alcool anhydre absolu), dans des proportions massiques 50/50.
La poudre est broyée plusieurs heures, a la vitesse de rotation de 300 tr/min.

- le mélange est ensuite filtré et séché dans une étuve a 60°C.

Figure 26 : Micrographie MEB de la poudre de verre concassée puis tamisée a 800 um.
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Lors du broyage, différents prélévements sont analysés par diffraction laser (Mastersizer
MALVERN 2000) afin de déterminer la répartition granulométrique de la poudre de verre en
fonction du temps de broyage. Un suivi de la granulométrie moyenne de la poudre de verre a été
réalisé afin d’obtenir plusieurs classes granulométriques de poudres de verre. La Figure 27 présente

I’évolution de la taille moyenne des particules de verre en fonction du temps de broyage.
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Figure 27 : Granulométrie de la poudre de verre en fonction du temps de broyage

Cette étude a permis de déterminer la durée de broyage nécessaire pour obtenir des poudres avec
une granulométrie moyenne désirée.
Ainsi, cinq répartitions granulométriques ont été mises en évidence, et trois d’entre elles ont été

sélectionnées pour la suite de I’étude : d(50) = 30, 10 et 2,5 um (Tableau 5).

Temps de broyage (h) 05 1 v ‘; L2 4 9
Granulométrie moyenne (d(50) um) 3 . 10 6 3,5 2,5

Tableau 5 : Granulométrie de la poudre de verre en fonction de la durée du broyage

La poudre la plus fine qu’il est possible d’obtenir par ce protocole est une poudre de verre de

granulométrie moyenne 2,5 um. Les Figures 28 et 29 représentent respectivement la répartition
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granulométrique et la morphologie de la poudre de verre aprés 9 heures de broyage. La
micrographie MEB montre une large répartition granulométrique de la poudre de verre apres

broyage. La surface spécifique de cette poudre de verre a été mesurée et est égale a 2,12 m?/g.
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Figure 28: Reépartition granulométrique de la poudre de verre apres 9 heures de broyage

Figure 29 :Micrographie MEB de la poudre de verre aprés 9 heures de broyage (2,5 um)
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I1. 3. Etude de frittage du verre bioactif

Afin de réaliser I’étude de frittage, nous avons utilisé deux techniques :
~ la mesure du retrait des échantillons lors du frittage par dilatométrie

— la mesure de la densification lors du frittage, par mesure de la densité relative

En effet, D. C. Clupper et al.”® ont réalisé des mesures de densification de pastilles réalisées a partir
de poudre de verre 45S5 et frittées a différentes températures, et L. Lefebvre et al.>* ont étudié le

frittage de leur matériau issu de poudre de verre 45S5, par dilatométrie.

IL. 3. 1. Dilatomeétrie des éprouvettes de verre P3C2

L’étude de frittage a été menée sur des éprouvettes réalisées & partir de poudre de verre de
différentes répartitions granulométriques, soit : 2,5; 10 et 30 um. L’aptitude au frittage de ces
¢chantillons a été analysée par dilatométrie. Les éprouvettes sont réalisées par coulage en moule de
platre, d’une barbotine contenant 70 % massique de matiére seche dans de I’éthanol anhydre. Apres
démoulage, les éprouvettes sont séchées a 35°C et ajustées a des dimensions de 1cm de diamétre et
lem de longueur. Des mesures de dilatométrie ont alors été réalisées sur chacune de ces
éprouvettes. L appareil utilisé est un dilatometre Netzsch Dil 402C. Le cycle thermique appliqué
correspond a une montée en température jusqu’a 1050°C, avec une vitesse de chauffe de 3°C/min,
suivi d’un palier de 3 heures a 1050°C et enfin, a partir de cette température, une descente jusqu’a

I’ambiante avec une cinétique de 3°C/min.
Les dilatométries des différents échantillons sont regroupées sur la Figure 30. Les températures
caractéristiques du verre, reportées sur la figure, sont issues des mesures réalisées par ATD faites

avec la méme vitesse de 3°C/min, soit :

Température de transition vitreuse 1: (T _3ec/min) : 490°C

Température de cristallisation : (T - 3ec/min) : 605°C
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Figure 30 : Courbes de dilatométrie d'une éprouvette de verre P3C2 — granulométrie moyenne de

la poudre : 30 um — 10 um et 2,5 um

L’observation des résultats de dilatométriec montre que le retrait s’effectue en trois étapes. La
premicre ¢tape commence dans le domaine de transition vitreuse du verre. La deuxiéme étape
correspond a un palier sur lequel le retrait n’évolue plus en fonction de la température de traitement
thermique. Cette étape intervient lors du domaine de cristallisation du verre. Et enfin, une troisieme
é¢tape montre un second retrait, plus intense que le premier, et qui commence apres le passage du
domaine de cristallisation du verre.

L. Lefebvre et al.** ont également observé ce phénomeéne, et ont montré que les étapes de retrait
correspondent effectivement aux domaines de transition vitreuse, et que le domaine ou le retrait

n’évolue plus correspond au domaine de cristallisation du Bioglass®. En effet, pour le verre bioactif
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4585, le deuxieme retrait d’amplitude beaucoup plus importante que pour le premier retrait,
correspondrait, selon les auteurs, a une seconde transition vitreuse dans un domaine de température
proche de 850°C. Les différentes étapes du frittage a été observé lors de cette étude et a montré que
le frittage des particules de verres se produisait essentiellement dans les domaines de transition
vitreuse et que la cristallisation avait tendance a ralentir, voire bloquer la densification. Il a
également été observé que 1’augmentation de la vitesse de chauffe avait pour effet de décaler les
températures de transformation du matériau vers les plus hautes températures, d’augmenter le
premier retrait par rapport au second et de diminuer le retrait total du matériau.

Comme il a été rappelé au début de cette étude, les analyses thermiques différentielles du verre
P3C2, réalisées avec une vitesse de chauffe de 3°C/min, ont montré I’existence d’une température
de transition vitreuse a 490°C, qui correspond au début du premier retrait. Il s’agit d’un frittage par
écoulement visqueux, qui est stoppé par le phénomene de cristallisation. En effet, ’ATD a montré
que le T était situé vers 605°C. Le second retrait correspond au frittage de la vitrocéramique.
Cependant, un trés léger changement de la ligne de base a été observé a 790°C, pouvant étre
attribué a une température de transition vitreuse du verre résiduel. Sur les courbes de dilatométrie
(Figure 30), cette température correspond au début du second retrait, pour les poudres de
granulomeétrie inférieure a 10 um. Par contre, pour les granulométries moyennes de 10 et 30 um, le
second retrait débute a des températures légérement supérieures. En effet, la littérature®” montre que
les températures caractéristiques du verre obtenues par ATD, peuvent différer selon leur
granulométrie. Une poudre de granulométrie plus importante (30 um) a des températures
caractéristiques 1égerement supérieures a celles de la poudre de granulométrie de I’ordre du micron.
Ceci peut expliquer que, pour les courbes dilatométriques des poudres de granulométrie 30 et 10

um, le second retrait ne démarre pas a 790°C, mais vers 840°C.

Ces résultats confirment que la température de début de frittage est d’autant plus basse que la taille
des grains est petite, avec un retrait plus important. De plus, la température maximale de
densification est comprise entre 800°C et 1000°C, pour le cycle thermique suivant : vitesse de
chauffe et de refroidissement 3°C/min et isotherme de 3h a la température de frittage. Cependant,
des essais de frittage ont été réalisés entre 500 et 1100°C, afin de suivre d’une part la densification

du matériau, et d’autre part la cristallisation, dans cette gamme de température.
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IL. 3. 2. Evolution de la densité relative en fonction de la

température de traitement thermique

Les densités relatives ont été mesurées par pesée hydrostatique sur des éprouvettes ayant suivi le
cycle de température suivant :
— montée en température de I’ambiante jusqu’a la température de frittage avec une
vitesse de 3°C/min
— palier a la température de frittage pendant 3 heures
— descente en température a partir de la température de frittage jusqu’a I’ambiante avec
une vitesse de 3°C/min.
La température de frittage varie de 500°C a 1100°C. Les éprouvettes sont préparées a partir de

poudres de granulométrie variant de 2,5 ; 10 et 30 um.

La densité de la poudre de verre initiale (d;,), de granulométrie 2,5 pm, est mesurée a 1’aide d’un
ultrapicnométre automatique.
Plusieurs mesures ont également été effectuées sur de la poudre de verre frittée a différentes

températures. Le Tableau 6 regroupe les valeurs de densité obtenues.

densité moyenne

4 o "y — akxin2
Température (°C) densité (Ad= 8*%10™°) (Ad= 8%1072)

P3C2 2,79 2,78 2,77 2,78 2,78
500 2,90 2,91 2,89 2,92 2,88
600 2,91 2,90 2,87 2,91 2,90
700 2,89 2,90 2,88 2,91 2,89
800 2,89 2,91 2,91 2,91 2,90
900 2,88 2,92 2,90 2,91 2,90
1000 2,89 2,91 2,89 2,91 2,90
1050 2,89 2,90 2,91 2,88 2,90
1100 2,89 2,90 2,91 2,92 2,90

Tableau 6 : Densités initiales de la poudre de verre P3C2 et des poudres de matériaux obtenues

apreés les traitements thermiques a différentes températures

Ces mesures de densités sont relativement homogénes compte tenu de 1’incertitude de la mesure de

I’ultrapicnométre. Il est a noter que la densité de la poudre de verre est de 2,78 et que la densité des
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poudres ayant subit des traitements thermiques entre 500 et 1100°C est de 1’ordre de 2,90. Les

densités relatives des différentes éprouvettes de poudre de verre densifiées ont été mesurées par
pesée sous eau et calculées a partir de la relation suivante :

d(%) = M x 100
(M) — M.) x d.

— M, : masse de ’échantillon sec

— M. : masse de I’échantillon dans ’eau
— My : masse de I’échantillon humide

— di, : densité initiale

Ce calcul a été réalisé pour toutes les éprouvettes frittées. La Figure 31 présente I’évolution de la
densité relative du matériau en fonction de la température de traitement thermique.
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Figure 31 : Evolution de la densité relative du matériau en fonction de la température de frittage
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Pour I’échantillon ayant une granulométrie moyenne de 30 um, la densité relative du matériau
augmente lentement avec la température de frittage et le maximum de densité relative est de 64%
pour une température de frittage de 1050°C (Figure 31).

Lorsque la granulométrie de la poudre diminue, la densité relative augmente progressivement et
atteint, pour la granulométrie moyenne de 2,5 um, une densité relative de 94 %. En effet, pour la
poudre de verre de 2,5 um, la densité relative augmente beaucoup plus rapidement. En effet, a
600°C, elle correspond déja a 77 %, contrairement aux autres granulométries pour lesquelles elle ne

dépassait pas 60% a cette température et atteint son maximum (94 %) a 900°C.

En conclusion, la meilleure valeur de densité relative correspond a 94% et est obtenue pour une
granulométrie de 2,5 um et une température de frittage de 900°C. Cette température est située dans
I’intervalle de température déterminée par 1’¢tude du frittage par dilatométrie, soit entre 800°C et
1050°C. Les deux techniques sont par conséquent complémentaires et permettent de déterminer les
granulométries induisant un frittage a une température la plus basse possible.

L’étude de frittage étant réalisée d’un point de vue physique, nous nous sommes ensuite intéressés a
la phase cristalline apparue lors des traitements thermiques. Pour cela, nous avons utilisé la

diffraction des Rayons X.

IL. 3. 3. Recherche des phases cristallines par diffraction des Rayons X

L’étude du frittage met en évidence des températures de densification maximale de nos échantillons
supérieures a la température de cristallisation du verre.

Certains auteurs ont également observé la dévitrification de verre bioactifs. L. Lefebvre et al.** ont
réalisé une étude par diffraction des Rayons X de la poudre de verre (Bioglass®). Les températures
de traitement thermique ont ¢té choisies entre 550°C et 950°C. Il a été observé un début de
dévitrification du verre a partir de 600°C, ce qui concorde avec la température de cristallisation
déterminée par ATD (610°C). La phase cristalline principale identifiée est Na,CaSi>Og. Ils ont
également constaté 1’apparition d’une phase secondaire cristallisée, a partir de 800°C. Il s’agit de la
silicorhenanite Na,Cas(P04).S104. Cette phase est isostructurale a I’apatite, et n’a jamais été
identifiée précédemment pour des traitements thermiques courts du Bioglass® a 800°C.

D. C. Clupper et al.”® ont étudié la dévitrification du verre de Hench et ont montré par I’analyse des
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diffractogrammes, que la phase cristalline qui se¢ développe dans le verre lorsque celui-ci subit un
traitement thermique, est le silicate de calcium et de sodium Na>Ca;Si30s.

H. A. El Batal et al.” ont déterminé les phases cristallines présentes dans des vitrocéramiques issues
de poudre de verre bioactif traitées thermiquement. Ces verres sont constitués de Si0;, CaO, Na,O,

P»0s et deux d’entre eux contiennent du bore (Tableau 7).

pourcentage massique

verre SiO, CaC Na,O P,05 B,0O3
(1) 45 24,5 24,5 6
(2) 43 28 22 7
(3) 50 22 22 6
(4) 55 19,5 19,5 6
(5) 40 24,5 24,5 6 5
(6) 30 24,5 24,5 6 15

Tableau 7 : Compositions massiques des bioverres étudiés (H. A. El Batal et al’ 3)

L’analyse de ces diffractogrammes ont montré que les deux phases cristallines présentes dans toutes
ces vitrocéramiques sont le silicate de calcium et de sodium Na;Cax(SiO3); (ICDD n° : 1-1078), et
silicate de calcium et de sodium Na,CaSi;Og (ICDD n° : 12-0671). Pour le verre (4), il a également
été observé la présence de phases cristallines additionnelles pouvant étre attribuées au phosphate de
calcium CasPsOy9 (ICDD n° : 15-0177), et au calcium silicate CaSiOs, appelé aussi wollastonite
(ICDD n° : 42-0550). 1l reste cependant a ces auteurs des incertitudes sur I’indexation de certains

pics minoritaires, tel que celui se situant vers un 20 proche de 21°.

C’est pourquoi, une analyse par diffraction des Rayons X a été réalisée sur des échantillons de
poudre ayant subi le méme cycle de température que celui réalisé lors du frittage des éprouvettes,
ceci afin d’identifier la phase cristalline apparue et sa température de formation. La Figure 32

représente la superposition des diffractogrammes obtenus aux différentes températures de frittage.
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Figure 32 : Diffractogrammes des Rayons X du verre P3C2 aux différentes températures de frittage

Cette figure montre que les échantillons portés jusqu’a une température maximale de 400°C ont une
structure amorphe. Des pics cristallographiques apparaissent a partir de 500°C, cette température
correspond a une dévitrification du verre. La phase cristalline principale mise en évidence par la
technique de diffraction des Rayons X correspond a la phase cristalline Na;CaSizOg (ICDD n° : 12-
0671). Certains pics notamment celui se situant vers un angle 26 proche de 21 correspondent a une
phase secondaire et minimale : NazPO4 (ICDD n°: 031-1318). Ces résultats sont comparables a
ceux obtenus par H. A. El Batal et al.”. Les phases cristallines Na,CaSi-Os et NayCasSizOy
observées pour le verre de Hench n’ont pas été mises en évidence lors de notre étude. Une

indexation des pics du diffractogramme traité thermiquement 3 heures a 900°C est détaillée en
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annexe 6.
Nous avons ensuite réalisé une analyse par RMN du *Si, afin de comparer la structure du réseau

silicate avant et apres un traitement thermique de 24 heures a 1000°C (Figure 33).

P3C2
1000°C - 24h

/

5(ppm)

Figure 33 : Superposition des spectres RMN du *°Si du verre P3C2 et de la poudre de verre ayant

subit un traitement thermique de 24 heures a 1000°C

Cette analyse RMN du ?°Si indique que le déplacement chimique isotrope est de -76 ppm pour le
verre P3C2, et se situe a -86 ppm pour le verre traité thermiquement 24 heures a 1000°C. Le réseau
silicate s’est donc polymérisé, et la largeur a mi-hauteur du spectre de la poudre de verre traitée
thermiquement est de I’ordre de 10 ppm. Le verre P3C2 ayant une largeur a mi-hauteur proche de
13 ppm, le spectre de la poudre de verre est toujours significatif d’une phase amorphe présente dans
le composé. En effet, A. R. Jones et al.” ont réalisé des traitements thermiques de dévitrification sur
des verres de silicate (CaO)x(Na,;Si307) avec x allant de 0 a 1. Ils ont vérifié, grace a la RMN du
*Si, qu’une phase amorphe était présente dans le matériau. En effet, en comparant le spectre du
verre initial avec le spectre du composé dévitrifié, ces auteurs ont observé que la largeur a mi-
hauteur avait diminué d’environ 40 % pour le compos¢ traité thermiquement. Ils ont ainsi conclu

qu’une phase vitreuse était toujours présente dans leur matériau.
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Une analyse par RMN du *'P a également été réalisée sur le verre P3C2 traité thermiquement. En
superposant le spectre du verre P3C2 avec le spectre de ce dernier (Figure 34), nous observons que

le traitement thermique a entrainé une augmentation du déplacement chimique isotrope du massif.

P3C2 traité thermiquement P3C2
24 h - 1000°C

0 0

Figure 34 : Superposition des spectres RMN du *'P du verre P3C2 et de la poudre de verre ayant

subit un traitement thermique de 24 heures a 1000°C

Le spectre du verre P3C2 a une largeur a mi-hauteur de 7,7 ppm, et le spectre du verre P3C2 traité
thermiquement 6,2 ppm. La largeur a mi-hauteur a donc diminué par rapport au verre initial, mais
ces valeurs sont proches et toutes les deux caractéristiques d’une phase amorphe. Cette diminution
est cependant significative de la dévitrification du verre. En effet, M. W. G. Lockyer et al.*° ont
étudié une série de verres SiO; - CaO - Na,O - 6P,0s, dont deux présentaient les phases cristallines
a-CaSiO3 et une combinaison de «-Ca,SiO4 et B-CaSiO; pour les composés respectifs BG9 (47
SiO; - 42,3 CaO - 4,7 Na,O - 6 P,Os) et BG13 (37,6 SiO; - 37,6 CaO - 18,8 Na,O - 6 P-0s).
L’analyse RMN du *'P de ces deux composés ont donné des spectres ayant des largeurs a mi-
hauteur de 6,5 (BG9) et 8,7 (BG13). Ces auteurs ont conclu que ces composés pouvaient étres
assimilés a des verres, ce qui confirme que dans notre cas, le verre P3C2 traité thermiquement 24
heures a 1000°C contient toujours une phase vitreuse

En conclusion a 1’étude de frittage, le maximum de densification a été obtenu pour une poudre de
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verre de granulométrie 2,5 um a une température de frittage comprise entre 900 et 1050°C.
L’analyse des échantillons, par diffraction des Rayons X, montre qu’a partir de 500°C, le verre se
dévitrifie pour donner en majorité la phase cristalline Na,CaSi;Og (ICDD n° : 12-0671), et que le
caractére amorphe du verre diminue proportionnellement a 1’augmentation de la température de
frittage. Ainsi pour limiter la dévitrification, tout en densifiant un maximum, un compromis a ¢été
fixé. C’est pourquoi, la suite de I’étude a éte réalisée avec une granulométrie moyenne de la poudre

de 2,5 um et une température de frittage de 900°C.

1I. 3. 4. Observation par Microscope Electronique a Balayage

Afin de visualiser I’état de surface des matériaux aprés traitement thermique, une analyse a été
réalisée par Microscope Electronique a Balayage sur les éprouvettes traitées a 600, 800, 900 et

1050°C (Figures 35 a 38).

Figure 35 : Micrographie d'une éprouvette de verre fritté a 600°C
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Figure 37 : Micrographie d'une éprouvette de verre frittée a 900°C
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Figure 38 : Micrographie d'une éprouvette de verre frittée a 1050°C

L’éprouvette de verre fritté a 600°C (Figure 35) montre un état de surface granuleux. Les particules
de verre se sont effectivement assemblées les unes aux autres. Le traitement thermique a 800°C
(Figure 36) induit un frittage de la vitrocéramique par écoulement visqueux, cependant, un aspect
granuleux est toujours visible. Pour les traitements thermiques a 900 et 1050°C (Figures 37 et 38),
la surface de I’éprouvette est visiblement moins granuleuse. Une cohésion plus importante entre les
grains est ainsi observée, qui se caractérise par une diminution de la porosité de surface d’autant

plus importante que la température de frittage est élevée.

Les conditions de frittage de la poudre de bioverre P3C2 étant optimisées, il est maintenant possible

de s’intéresser au procédé d’élaboration d’un verre bioactif macroporeux.
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I1. 4. Mise au point du procédé d’élaboration d’un verre bioactif macroporeux

Le procédé comporte plusieurs étapes :

1° étape : élaboration de la structure porogéne
2°™ étape : élaboration de la barbotine et imprégnation de la structure porogéne

3°™ étape : élimination thermique de la structure porogéne

4*™ étape : frittage du macroporeux

I1. 4. 1. Premiére étape : élaboration de la structure porogene

La structure porogéne a ¢té élaborée en suivant le descriptif établi pour préparer une céramique

macroporeuse' . Elle est préparée a partir de billes de Polyméthylméthacrylate (PMMA), polymére

plastique, de structure amorphe. Cette technique de mise en forme, appelée aussi chimie-formage,

permet d’ obtenir toute forme désirée. Le protocole est le suivant :

les billes de PMMA sont tamisées afin d’obtenir la distribution granulométrique
recherchée.

une masse de billes est introduite dans un moule métallique équipé d’un piston reli¢ a
un capteur de déplacement.

un solvant organique est ensuite introduit dans le moule métallique afin de dissoudre
la surface des billes de PMMA et de réaliser un pontage entre celles-ci.

un capteur de déplacement mesure le retrait (A) de 1’édifice organique situé¢ dans le
moule métallique. Lorsque le retrait désiré est atteint, la réaction de dissolution est
stoppée.

un séchage est ensuite nécessaire afin d’éliminer les traces de solvant.

Une étude a été réalisée au laboratoire'®, permettant de corréler le retrait de la charpente au diamétre

de pontage entre les billes de PMMA. La Figure 39 représente différentes structures porogenes en

billes de PMMA obtenue avec des retraits de 190, 1600, 2700 et 3800 pm. Ce protocole permet

ainsi de réaliser des édifices porogénes a architecture structurée dont le diamétre des billes de

PMMA et le diamétre d’interconnection sont rigoureusement controlés. Ainsi pour cette étude et
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afin de travailler dans des conditions opératoires similaires, le retrait a été fixé a 400pum, ce qui
permet d’obtenir un diameétre d’interconnections de 130 um, a partir de billes de PMMA de
diamétre compris entre 500 et 600 pm. Cette préforme en billes de PMMA correspond au négatif de
la structure macroporeuse du matériau final. Une fois la préforme en billes de PMMA réalisée, cette

dernicre est imprégnée avec la barbotine.

A =190 um

A =2700 um A =3800 um

Figure 39 . Micrographies de différentes structures porogenes en billes de PMMA de diameétre
600-700 um (A : retrait= 190, 1600 ; 2700 et 3800 um)

11. 4. 2. Deuxiéme étape : élaboration de la barbotine

La barbotine correspond a la mise en suspension, dans un solvant, de la poudre de verre. Elle est

ensuite utilisée pour imprégner la structure porogene. La procédure expérimentale d’imprégnation
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impose certaines contraintes qui peuvent étre décrites de la maniére suivante :

les édifices polymériques constitués des billes de PMMA préformées sont placés dans
des moules de platre. Les dimensions internes de ces moules (1,1 cm de diametre) sont
ajustées a celles des édifices polymériques (1 cm de diametre).

apres la mise en place du squelette de PMMA dans le moule en platre, une réserve
plastique est placée sur la piece. Cette derniere permet d’alimenter en continu les
interstices du squelette polymérique par la suspension. La faible viscosité de la
barbotine autorise un remplissage homogeéne et total de la matrice organique. La
porosité intrinséque du platre permet par des mécanismes de dépression et de succion
capillaires d’éliminer le solvant de la suspension. La poudre de verre reste alors
prisonniere des cavités interstitielles de 1’édifice polymérique.

des durées de chimie-formage longues générent des cavités interstiticlles de faibles
dimensions et donc d’acces difficile pour la suspension. Il est donc utile d’ajuster la

viscosité de la suspension en fonction du type d’édifice polymérique a imprégner.

C’est pourquoi, la barbotine doit étre a la fois assez fluide pour imprégner correctement 1’édifice

organique en billes de PMMA et avoir le taux de matiere seche suffisamment élevé pour obtenir

une bonne densification du matériau.

Selon la littérature'’, la formulation de la barbotine devrait correspondre a 70% de matiére séche

dans de ’eau distillée avec 1% de dispersant : DVC (ammonium polyméthacrylate). La dispersion

est réalisée dans un mélangeur planétaire pendant 30 minutes. Ensuite, 4% de liant (latex en

émulsion) est ajouté a la suspension. L’ensemble est ensuite mélangé pendant 10 min dans un

bécher a ’aide d’un barreau aimanté et d’un agitateur magnétique.

Chaque paramétre de ce protocole a été testé afin d’observer son influence sur la viscosité de la

barbotine et donc sur I’imprégnation du squelette polymérique.

Il 4. 2. 1. Mise en suspension dans I’eau distillée

Afin de pouvoir utiliser les mémes dispersants, liant et agent mouillant que lors de 1’élaboration des
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céramiques macroporeuses'’ et bien qu’il ait été montré que le verre réagissait chimiquement avec
I’eau en formant un gel de silice lors du broyage effectu¢ avec une vitesse du broyeur de 300 tr/min,
nous avons réalisé des essais de mise en suspension du verre avec 1’eau comme solvant.

Dans ce cas, nous n’avons pas observé de formation de gel dans la suspension. Cependant, afin de
le vérifier scientifiquement, des analyses par spectroscopie Infra Rouge ont été réalisées.

Une poudre de verre de granulométrie 2,5 um a 30 minutes, puis a 1 heure de mise en suspension
dans la jarre (100 tr/min) a été analysé par Spectroscopie Infra Rouge. Les deux spectres obtenus
ont ét¢ comparés au spectre Infra Rouge de la poudre de verre issue du broyage, qui n’a pas été au
contact de ’eau. La Figure 40 représente la superposition des spectres obtenus a 0, 30 minutes et 1

heure de barbotine.

— lheure

Absorbance

— 30min

— P3C2

1300 1100 900 700 500 300

nombre d'onde (cm'!)

Figure 40 : Analyse IFTR de la poudre de verre P3C2 initiale, puis a 30 min et 1h de dispersion.

La comparaison de ces trois spectres montre qu’aucune variation structurale significative n’est
observée lors de la mise en suspension de la poudre de verre dans de I’eau. Ce comportement peut
étre expliqué par le fait que la vitesse de rotation du broyeur planétaire n’est que de 100 tours/min
au lieu de 300 tours/min lors du broyage et que le nombre de billes utilisées, lors de la dispersion de
la barbotine, est beaucoup plus petit (2/3 de billes dans la jarre pour le broyage et 1/5 lors de la
dispersion). La pollution éventuelle par la jarre en alumine a été également vérifiée par E.D.S.

(Figure 41). Le spectre ne présente de pic significatif de I’aluminium & 1,48 keV, ce qui nous
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indique que la dispersion dans la jarre en alumine n’a pas pollué la barbotine.
L’utilisation d’eau distillée ainsi que 1’utilisation d’une jarre en alumine ne pose pas de probléme,

ni de pollution, ni de modification structurale, lors de la mise en suspension de Ia poudre de verre.
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Figure 41 : Analyse qualitative par EDS de la poudre de verre aprés dispersion

Des barbotines contenant de la poudre de verre de granulométrie égale a 2,5 pm, de 1’eau distillée
ont €té préparées avec 1% de dispersant : DVC (ammonium polyméthacrylate). La dispersion est
réalisée dans un mélangeur planétaire pendant 30 minutes. Ensuite, 4% de liant (latex en émulsion)
sont ajoutcs a la suspension.

L’ensemble est ensuite mélangé pendant 10 min dans un bécher a 1’aide d’un barreau aimanté et
d’un agitateur magnétique. L’imprégnation des édifices organiques est mauvaise car la viscosité de
la barbotine ¢tait trop élevée, pour un taux de matiére séche de 45% massique. Ce taux est trop
faible et ne permet pas une bonne densification du matériau dans la suite du protocole. C’est

pourquoi, des essais de mise en suspension dans 1’alcool anhydre ont été réalisés sachant que ce

solvant est inerte vis-a-vis du verre.
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II. 4. 2. 2. Mise en suspension dans l’éthanol anhydre absolu

A ce stade du travail, il a ¢été nécessaire de faire un travail bibliographique pour trouver le bon
dispersant et le bon liant. En effet, tout le travail réalisé lors de la mise au point du protocole pour
les céramiques macroporeuses’” ne pouvait pas étre utilisé. Des publications®' font référence a
’ester phosphorique. C’est, par conséquent, ce dispersant que nous avons choisi. Une imprégnation

des édifices organiques a €té réalisée a 1’aide de suspensions de formulation suivante :

— poudre de verre de granulométrie moyenne 2,5 um avec des taux de matiére séche
variant de 40 a 80 % massique

~ solvant : alcool anhydre absolu

— dispersant : Ester Phosphorique (0,8% massique’’ par rapport au taux de matiére

séche)

L’imprégnation des édifices organiques avec la barbotine a été possible jusqu’a un taux de maticre
\ , N R , ., e 17

séche égale a 75%. Ce taux obtenu correspond a ceux préconisés par les différents auteurs . Des

cycles de déliantage ont ¢t¢ ensuite réalisés sur ces différents échantillons afin d’évaluer leur tenue

mécanique lors de ce traitement.

11. 4. 3. Troisieme étape : traitement thermique a basse température : le

déliantage

L’édifice organique imprégné de la barbotine est séché puis subit un traitement thermique sous air a
basse température d’apres le cycle thermique de la Figure 42. Sous ’effet de la chaleur, les chaines
de PMMA dépolymérisent et s’éliminent. La macroporosité du substitut osseux est ainsi générée
par la disparition du squelette polymérique.

La montée en température doit se faire de fagon suffisamment lente pour ne pas détruire la structure
avec une élimination trop brutale de la phase organique.

Les résultats d’imprégnation et de déliantage réalisés avec 1’alcool anhydre sont regroupés dans le
Tableau 8.
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A
Temperature
250°C

1°C/min

20°C

Temps

Figure 42 : Cycle de déliantage appliqué aux éprouvettes

taux de matiére seche

70 75 80

granulométrie moyenne (um)

2,5 , - _
3é5 écla,teh‘neriiti des eprouvettes ' imprégnation et déliantage §
10 _ lors du deliantage corrects

Tableau 8 : Observations sur l'imprégnation et le déliantage des édifices organiques.

L’imprégnation des édifices organiques en billes de PMMA est possible avec des barbotines
contenant jusqu’a 75% massique de maticre séche. Les éprouvettes contenant moins de 70%
massique de poudre de verre se détériorent lors du cycle de traitement thermique a basse
température. Des essais de déliantage avec une cinétique de chauffe plus lente (0,5°C/min) n’ont

pas permis d’améliorer la tenue de ces €chantillons.

La Figure 43 est une photographie, obtenue par MEB, d’une structure macroporeuse issue de

poudre de verre, aprés un cycle de traitement thermique a basse température.
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nterconnectio

Figure 43 : Observation MEB d'une structure macroporeuse issue du verre P3C2 apres déliantage.

Cette figure visualise la structure macroporeuse créée par les billes de PMMA et les
interconnexions entre chaque pore. Le déliantage a permis d’obtenir une structure macroporeuse qui

doit subir d’autres traitements thermiques & haute température afin de la densifier.

I1. 4. 4. Quatriéme étape : traitement thermique a haute température

Afin de consolider le matériau délianté, la structure macroporeuse subit ensuite un traitement
thermique de densification. Celui-ci est réalisé en suivant le cycle thermique utilisé pour I’étude de
frittage : une montée a la température de 900°C, avec une vitesse de 3°C/min, un maintien a 900°C
pendant 3 heures et une descente en température jusqu’a [’ambiante avec, également, une vitesse de
3°C/min. La micrographie du matériau obtenu (Figure 44) montre une structure macroporeuse, a
porosité contrdlée. Les interconnections, de diamétre moyen 130 um et les macropores, de diamétre
moyen 490 um, sont bien observables, la dimension des macropores est homogéne, ainsi que celle

des interconnections.
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Figure 44 : Biomatériau macroporeux obtenu a partiv du bioverre (frittage 900°C)

Ces ¢étapes d’élaboration permettent ainsi d’obtenir une structure macroporeuse a partir de poudres
de bioverre.

Le matériau obtenu est une vitrocéramique a porosité controlée. La phase cristalline majoritaire
présente est Na;CaSi;O0g (ICDD n° : 12-0671), et la phase minoritaire Na;PO4 (ICCD n° : 31-1318).
La taille des interconnections de ce matériau est de 130 um et le diamétre moyen des macropores
est de 490 um. Des mesures ont été réalisées sur ces échantillons et ont montré que le volume

poreux ¢tait de 1’ordre de 67 %.
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II. 5. Conclusion

Le broyage du verre P3C2 a donc été réalisé dans un broyeur planétaire avec une jarre et des médias
de broyage en agate, en phase organique en utilisant de 1’éthanol anhydre. Cela a permis d’obtenir
une poudre de verre non polluée et de granulométrie moyenne 2,5 um. Cette poudre est ensuite
mise en suspension dans de 1’éthanol anhydre avec 0,8 % massique d’ester phosphorique, afin de
réaliser une barbotine. Un squelette polymérique (billes de PMMA) a architecture rigoureusement
controlée (diameétre des billes et diamétre d’interconnections) est ensuite imprégné de cette
suspension, puis des traitements thermiques sont appliqués au matériau dans le but d’éliminer le
PMMA et de densifier la structure. Ces différentes étapes ont ainsi permis d’obtenir un matériau
macroporeux issu de poudre de verre bioactif. Une étude de frittage a montré que le maximum de
retrait et de densification est obtenu pour des températures de traitements thermiques comprises
entre 700 et 1000°C. Les diffractogrammes montrent que le verre dévitrifie lors du procédé
d’¢élaboration. La phase cristalline majoritaire indexée correspond a Na;CaSi;Og (ICDD n° : 12-
0671) et la phase cristalline minoritaire est Na;PO4 (ICDD n° : 31-1318). Ce procédé nous permet
donc d’obtenir une vitrocéramique macroporeuse a porosité contrélée. Des analyses par RMN du
Si ont permis de montrer que ce matériau a conservé un caractére vitreux, ce qui le classe dans la
catégorie des vitrocéramiques.

La vitrocéramique macroporeuse issue de ce procédé n’a plus les mémes caractérisations physico-
chimiques que le verre initial. Nous nous sommes alors intéressés au caractére bioactif de la
vitrocéramique. Le chapitre suivant concerne les essais de bioactivité in vitro de la vitrocéramique

et du verre initial, ainsi qu’une ¢tude préliminaire de leur cytocompatibilité.
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Chapitre 3 : APPROCHE
PRELIMINAIRE DE LA BIOACTIVITE
ET DE LA CYTOCOMPATIBILITE
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Le chapitre précédent a abouti a I’élaboration d’une vitrocéramique macroporeuse a porosité
controlée. Nous avons, grace a la diffraction des Rayons X, mis en évidence que la phase
cristalline principale présente dans la vitrocéramique ¢tait Na,CaSi3Oz (ICDD 12-0671).
L’objectif est d’utiliser cette vitrocéramique comme implant, matériau de comblement osseux,
ou de recouvrement. Aussi, il est indispensable de s’assurer de son caractére bioactif. Pour

cela, il existe deux possibilités pour tester la bioactivité d’un matériau:

- une étude in vitro, correspondant a I’immersion d’un échantillon massif ou
pulvérulent dans une solution reproduisant la partic minérale du plasma
humain (37°C, pH voisin de 7). La bioactivité est alors contrdlée par la

présence d’une couche d’apatite cristallisée a la surface de I’échantillon.

- une étude in vivo, nécessitant la préparation et la mise en forme du substitut
osseux, ainsi que son implantation en milieu vivant. La bioactivité est alors

validée par une liaison stable entre les tissus hétes et le matériau.

0. P. Filho et al.' ont étudié I’effet de la cristallisation sur la formation de la couche d’apatite
sur le verre bioactif 45S5. Ces auteurs ont réalisé des traitements thermiques permettant de
cristalliser particllement ou totalement le verre. Un traitement thermique de 150 heures a
550°C entraine une dévitrification totale du 45S5 et la présence de la phase cristalline
Na»CasSi309. En faisant varier la durée et la température du traitement thermique, ces auteurs
obtiennent des volumes de cristallisation dont les taux s’étendent de 8 a 100%. Iis plongent
ensuite ces matériaux dans du Fluide Physiologique Simulé (SBF) pendant 20 heures et 40
heures. Des analyses Infra rouge réalisées sur les surfaces des matériaux leur ont ensuite
permis d’observer 1’apparition ou non de la couche d’Hydroxyapatite carbonatée (HAC). Les
¢chantillons immergés pendant 20 heures ne contiennent ’HAC que s’ils ont un pourcentage
cristallisé inférieur ou égal a 36 % en volume. Par contre, aprés 40 heures d’immersion, ils
ont tous réagi et formé la couche d’HAC, quel que soit le taux de cristallisation. Ces auteurs
ont donc conclu que la cristallisation du 45S5, méme totale, n’empéchait pas 1’apparition de la

couche d’HAC, mais ralentissait considérablement le mécanisme de bioactivité in vitro.
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I. ESSAIS DE BIOACTIVITE IN VITRO

Nous avons ainsi réalisé des essais de bioactivité in vitro en immergeant le verre P3C2 et la
vitrocéramique dans du SBF afin d’observer les temps d’apparitions de I’HAC et de
déterminer si la présence de la phase cristalline ralentit ou accélere ce temps d’apparition, ou

si elle rend le matériau inerte.

T. Kokubo et al.” ont montré¢ que I'immersion du matériau dans du liquide physiologique
contenant les mémes ions & la méme concentration que le plasma humain, reproduisait les
changements structuraux de la surface du matériau implanté in vivo. La couche d’apatite
cristallisée formée par les réactions de surface permet I’accrochage de I’'implant a I’os vivant

in vivo.

I. 1. Milien d’immersion

Le milieu d’immersion utilisé est une solution qui contient la partie minérale du plasma
humain, le SBF (Simulated Body Fluid), puisqu’il s’approche de la composition chimique du
fluide physiologique réel, mais présente 1’avantage de ne pas contenir de protéines. En effet,
d’aprés K. D. Lobel et al.”, ’adsorption des protéines du plasma est une des premiéres étapes
intervenant lors de 1I’implantation d’un matériau dans le corps humain. Le SBF contient ainsi
les €léments nécessaires a la réactivité des échantillons et a la formation des couches formant
des liaisons a 'os. Il est préparé dans des conditions similaires a celui élaboré dans les
travaux de T. Kokubo et al.’, avec les produits pulvérulents suivants, finement broyés et

mélangés a de I’eau déminéralisée :

—~ NaCl, de chez Carlo Erba ; chlorure de sodium de pureté 99,5% minimum,
- NaHCOs;, de chez Riedel-de Héen ; hydrogénocarbonate de sodium de pureté
99,7% minimum,

- KCl, de chez Carlo Erba ; chlorure de potassium de pureté 99% minimum,
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- K3;HPO4,3H>0, de chez Merck ; hydrogénophosphate de potassium trihydraté
de pureté 99,5% minimum,

- MgCl,, 6H,0, de chez Merck ; chlorure de magnésium hexahydraté de puret¢
99,5% minimum,

- CaClp, 2H,0, de chez Riedel-de Hien ; chlorure de calcium dihydraté de
pureté 99% minimum,

— Na;S0q4, de chez Chimie Plus Laboratoires ; sulfate de sodium de pureté 99%

minimum.

Le Tableau 1 résume les concentrations des ions présents dans le SBF.

Concentrations en mmol/|

Ions
S.B.F. Plasma humain
Na* 142,0 142,0
K* 5,0 5,0
Mg?* 1,5 1,5
Ca®* 2,5 2,5
cr 147,8 103,0
HCO; 4,2 4,2
HPO,* 1,0 1,0
S0~ 0,5 0,5
pH 7,25-7,42 7,24-7,40

Tableau 1 : Compositions molaires du SBF

Le mélange est ensuite tamponné a pH normal du plasma humain (pH = 7,42) a ’aide de
trishydroximéthylaminométhane de chez Carlo Erba, de concentration 50 mmol/l et d’acide
chlorhydrique de chez Carlo Erba, a 45 mmol/l et complété avec de 1’eau déminéralisée. Il est

conservé une semaine maximum sous agitation permanente.

. 2. Expérimentation

L’idée est de maintenir une surface de contact entre le verre et le fluide physiologique,
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toujours constante. En effet, pour que les mesures soient reproductibles, il faut maintenir un

rapport surface du verre (S) sur volume de SBF (V) constant.

L 2. 1. Préparation des échantillons

Afin de réaliser les tests in vitro, et que les résultats soient reproductibles et comparables entre
les différents tests, les échantillons doivent étre strictement identiques entre eux. Ils doivent
étre issus de la méme granulométrie de poudre de verre, élaborés dans les mémes conditions
opératoires, et avoir des surfaces identiques entre eux. En effet, les travaux de 1. Lebecq et al.”
ont montré que la surface en contact entre ’échantillon et le fluide physiologique devait étre
constant, afin de maintenir un rapport surface de 1’échantillon (S) sur le volume de SFB (V)

constant. Pour cela, la préparation des pastilles s’est faite de la facon suivante :

— De la poudre de verre de granulométrie 2,5 um, obtenue aprés 9 heures de
broyage, est mélangée avec de 1’éthanol anhydre dans des proportions de 70%
de maticre s¢che.

— Le mélange est dispersé 40 minutes (100 tours/min).

— La barbotine est coulée dans des moules cylindriques de 16 mm de diamétre et
de 2 mm de hauteur, sur un support en platre, permettant ainsi 1’élimination du
solvant.

— La pastille est ensuite démoulée, séchée a I’ambiante pendant 24 heures, puis
densifiée a 900°C avec une cinétique de chauffe de 3°C/min, un maintien 3
heures a cette température, puis une descente a 3°C/min. Les pastilles de
vitrocéramique obtenues ont alors toutes les mémes dimensions : un diamétre
de 14,5 mm et une épaisseur de 1,7 mm.

— Ces pastilles sont alors déposées au fond de moules cylindriques de diamétre
¢gal 2 3 cm et de hauteur 1,3 cm maximum. Une résine époxy est ajoutée a
froid afin de remplir le moule et de recouvrir totalement la pastille.

— Apres durcissement, la face inférieure du cylindre résine ainsi que la pastille
sont polies, afin d’obtenir une surface plane. Pour avoir toujours le méme ¢tat

de surface, le polissage a toujours été réalisé¢ dans les mémes conditions, c’est-
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a-dire avec du papier SiC 1200 a une vitesse de rotation de 200 tr/min pour la
vitrocéramique et 500 tr/min pour le verre massif. D’autres polissages ont été
réalisés, mais une vitesse de rotation de la polisseuse plus élevée ou un papier
SiC plus gros entrainent des fissurations dans la pastille.
Des pastilles de géométrie identiques ont été préparées directement a partir du verre afin de
comparer les temps d’apparition de I’'HAC de la vitrocéramique et du verre P3C2.
Pour cela, le verre a été soit coulé lors de la synthése, dans un moule en acier préchauffé ayant
les dimensions de 14,5 mm (diamétre des pastilles apres frittage), soit coulé sous forme d’un

plus gros bloc qui a été ensuite usiné jusqu’a obtenir les dimensions désirées.

Afin de réaliser ces essais de bioactivité in vitro sur la vitrocéramique macroporeuse élaborée
lors du chapitre I, nous avons di immerger le matériau tel quel dans le SBF, sans le mettre en
résine. En effet, les macropores permettent a la résine de s’insérer au ceeur du matériau, ce qui
le rend inutilisable pour la suite de 1’étude. Cet essai donnera simplement une indication sur
I’apparition de I"'HAC, mais nous ne pourrons pas comparer ces résultats a ceux obtenus sur le

verre P3C2 et sur la pastille de vitrocéramique.

L 2. 2. Le volume de SBF

Les pastilles ainsi préparées et mises en résine sont alors prétes pour réaliser les essais de
bioactivité en les plongeant dans le SBF. Le rapport S/ V (surface sur volume) devant étre
constant, et la surface 1’étant, il faut alors fixer le volume de SBF utilisé par essai, afin de
garantir un maximum de reproductibilité dans le procédé. Le but est d’apporter a I’échantillon
les quantités d’ions qu’il recevrait dans le milieu naturel a savoir un flux constant en calcium
et phosphore nécessaire aux réactions de surface. D’aprés L. Lebecq et al.”, deux types de
manipulations sont alors possibles, soit utiliser des volumes de SBF constants, renouvelés
régulicrement par changement de la solution, soit d’utiliser des volumes de fluides plus
importants, qui ne subiront qu’une modification de concentration négligeable.

Notre choix s’est donc porté sur la deuxiéme possibilité, ¢’est-a-dire de travailler sur un
volume plus important : 60 mL de SBF par essai. Ce volume permet donc une plus grande

reproductibilité car il ne nécessite pas d’étapes intermédiaires comme le renouvellement de la
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solution au cours de la manipulation.

1. 2. 3. Le bain thermostaté

Pour reproduire entiérement le milieu humain vivant, il faut non seulement un plasma de
synthése, mais aussi la température normale du corps humain. Pour cela, un bain thermostaté
a ¢t utilisé et fixé a une température de 37 = 0,5°C. Il correspond & un thermostat a
immersion adapté a un aquarium dans lequel sont placés, pendant différentes durées, des
récipients fermés et étanches en polystyréne qui eux-mémes vont contenir les 60mL de SBF

et la pastille insérée dans la résine.

1. 2. 4. Analyse des surfaces par Spectroscopie Infra Rouge

Les échantillons sont immergés dans le SBF pendant des durées maximales de 24 heures.
Apres immersion, ils sont rincés a I’eau déminéralisée puis séchés dans un dessiccateur.

— La surface des échantillons est grattée afin de recueillir un peu de poudre dans
Ie but de réaliser des pastilles de KBr pour les analyser par spectroscopie Infra-
Rouge.

— Afin de compléter cette analyse, une coupe transversale du bloc est effectuée
pour pouvoir observer la réactivité de la pastille. Les modifications de surface
sont observées au Microscope Electronique a Balayage suivies d’une analyse
EDS. Trois états de surface peuvent étre mis en évidence par microscopie :

- La formation d’une couche de gel de silice amorphe,
- La précipitation d’une couche de phosphate de calcium amorphe (CaP
amorphe),
- Le développement d’une couche d’Hydroxyapatite cristallisée
carbonatée (HAC).
Le temps que met le verre pour former sa couche d’apatite cristallisée définit sa bioactivité.
Plus la formation sera rapide, plus le verre sera bioactif.
Les spectres Infra Rouge du verre P3C2 massif aux différents temps d’immersion, avec un

polissage de 500 tr/min ont été traités et sont reportés sur la Figure 1.
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Figure 1 : Spectres Infra Rouge du verre P3C2 (polissage 1200)
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Avant immersion dans le SBF, les bandes situdes a 1050 et 940 cm™ correspondent
respectivement a une vibration d’élongation asymétrique de la liaison Si-O avec 4 oxygenes
pontants (v si.0) (4BO) et a une vibration d’¢élongation de liaison Si-O dans des unités SiOy4 (v
si.0) avec deux oxygenes non pontés (2NBO). Ces bandes diminuent lors de I’immersion dans
le SBF. De plus, I’épaulement a4 840 cm™ avant immersion, attribuable a la vibration
d’élongation de Si-O dans SiO4 avec 2NBO, diminue également et tend a disparaitre. La
troisiéme bande 4 660 cm™ correspond a une vibration d’élongation symétrique de la liaison
Si-O (vssi.0) dans les tétraédres SiO4 avec les 4 oxygeénes pontés (4BO), et la bande 4 490cm™
indique une vibration de déformation angulaire Si-O-Si entre les tétraédres Si04 (9 sio-si). Ces
deux derniéres diminuent fortement lors de 1’immersion dans le SBF. Il faut noter, qu’a 3
heures d’immersion, le réseau silicate se dépolymérise, ce qui est confirmé par 1’apparition a
3 heures d’immersion d’une bande situé 4 790 cm™', attribuable a la vibration d’élongation
symétrique des liaisons Si-O tétra, correspondant ainsi a la formation d’un gel de silice. Cette
formation du gel de silice est précédée par un relargage des Ca®" et des Na™ dans la solution,
et aprés 3 heures d’immersion, il est a noter que le CaP amorphe est déja formé a la surface du
verre. De plus, a 10h15 d’immersion dans le SBF, il apparait vers 890 cm’', une bande
caractéristique de la vibration d’élongation C-O, correspondant a 1’apparition des carbonates.
Enfin, sur le spectre a 10h15 d’immersion, un dédoublement de la bande initialement située a
590 cm'l, en deux bandes situées a 560 et 600 cm™' est observé. Ces deux valeurs sont
caractéristiques de la vibration angulaire de la liaison O-P-O prouvant ainsi la formation de
"HAC. La bande caractéristique de la présence de carbonates située a 875 cm™ indique que
ces derniers sont venus s’insérer dans la couche de CaP amorphe afin de former ’'HAC. Le

verre massif P3C2 développe ainsi sa couche d’HAC en 10h15 d’immersion dans le SBF.

Cette étude a également été réalisée sur les pastilles de vitrocéramique densifiées, afin de
comparer les modifications que le broyage et le frittage peuvent engendrer sur la bioactivité
du matériau. La Figure 2 représente la superposition des spectres IR obtenus sur les pastilles

de vitrocéramique, a différents temps d’immersion dans le SBF.
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Figure 2 : Spectres Infra Rouge des pastilles vitrocéramiques (polissage : 320 tr/min)
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La Figure 2 nous indique que le gel de silice est formé a partir de 2 heures d’immersion dans
le SBF, et que le dédoublement de la bande caractéristique du CaP amorphe apparait au bout
de 5h15. Les pastilles de vitrocéramique ont donc une couche d’HAC qui apparait aprés Sh15

d’immersion dans le SBF au lieu des 10h15 nécessaires pour le verre P3C2.

Ces essais démontrent une meilleure bioactivité in vitro de la vitrocéramique comparée au
verre P3C2 dans le SBF. Ces observations peuvent étre expliquées par 1’état microporeux de
la pastille de vitrocéramique permettant au fluide physiologique de circuler dans le matériau,

et ainsi d’augmenter considérablement la surface de contact entre le SBF et le matériau.

En ce qui concerne les essais d’immersion dans le SBF de la vitrocéramique macroporeuse,
nous n’avons pas réussi a déceler PHAC sur les spectres Infra Rouge. En effet, la surface du
matériau est trés fine, et il est difficile de la gratter et de récupérer une fine, couche sans
gratter le verre. Afin de mettre en évidence la formation de la couche d’HAC, des analyses

EDS sur le verre et sur la vitrocéramique ont été effectuées.

L 2. 5. Analyses des surfaces par EDS

Des micrographies de coupes transversales des pastilles de vitrocéramique aprés 6 et 12
heures d’immersion dans le SBF, ainsi que du verre P3C2 aprés 11 heures d’immersion, ont
été réalisées afin de visualiser les différentes couches résultant du mécanisme de formation de

I’Hydroxyapatite.

L 2. 5. 1. Analyses EDS du verre P3C2 apres 11 heures d’immersion
dans le SBF

La micrographie, obtenue par Microscope Electronique a Balayage (MEB), du verre P3C2

(Figure 3) est discutée selon une ligne de profil, sur laquelle figurent les points 1 a 4.
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Figure 3 : Coupe transversale du verre P3C2 a 11 heures d'immersion dans le SBF

Quatre domaines, peuvent étre distingués sur la micrographie (Figure 3).

Afin de vérifier ces hypothéses, nous avons réalisé¢ des analyses semi-quantitatives par EDS

La premiére couche a en bas correspond au verre (point 1)

La deuxiéme, juste au-dessus doit correspondre a la couche de gel de silice

(point 2)

La troisieme devrait étre I’"HAC cristallisée (point 3)

Enfin, la derniére est la résine d’enrobage du bloc (point 4)

sur ces différents points (Tableau 2).

Composition chimique molaire (%)

SiO, Ca0 Na,O P,O;
avant immersion 43,56 22,19 31,23 3,02
point 1 43,01 22,53 31,13 3,33
point 2 60,9 20,6 10,34 8,16
point 3 22,34 47,64 14,11 15,91

Tableau 2 : EDS du verre a différents points de la coupe transversale, a différents temps

d'immersion dans le SBF (incertitude de 1 % sur la mesure)
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D’aprés ces résultats ’EDS (Tableau 2), nous observons, pour le point 1 correspondant a la
partie du verre de la micrographie, que la composition du verre a peu changé. Les premiéres
étapes de réactivité (relargage de NasPOjy et hydrolyse du verre en surface) ont peu modifié la
composition du verre.

En ce qui concerne le point 2, le taux de SiO, est passé de 43,56 % molaire avant immersion,
a 60,9 % molaire. Ce taux élevé confirme donc que le point 2 correspond a la couche du gel
de silice. Il est & noter la présence dans cette couche, de calcium, sodium et phosphore, ce qui,
d’aprés les travaux de I. Lebecq et al.”, est dii 4 la migration des complexes phosphates des
cations modificateurs (Ca2+ et Na") du verre vers le milieu extérieur.

L analyse de la composition du 3™ point montre une forte augmentation des taux de calcium
et de phosphore, et un rapport Ca/P proche de 1,5. Ces observations confirment bien que le
point 3 se situe dans la couche de phosphate de calcium, appelé Hydroxyapatite carbonatée

(HAC).

I 2. 5. 1. Analyses EDS de la pastille de vitrocéramique apres 6 et 12

heures d’immersion dans le SBF

De la méme fagon que pour le verre P3C2, nous avons réalisé une micrographie MEB sur la

coupe transversale de la vitrocéramique immergée dans le SBF (Figure 4).

Figure 4 : Coupe transversale de la vitrocéramique a 6 heures d'immersion dans le SBF
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Contrairement a la photographie de la coupe transversale du verre P3C2 (Figure 3), nous ne
distinguons pas les différentes couches significatives du mécanisme de bioactivité. Nous

avons cependant réalis¢ des analyses semi-quantitatives par EDS a 3 points de la pastille
(Tableau 3).

Temps d'immersion % atomique molaire
dans le SBF plusieurs points pris a la surface de la pastille
Si0, (= 4) 46,03
vitrocéramique €a0 (= 3) 25,07
d Na;O (= 3) 25,13
P20s (= 1) 3,76
point 1 point 2 point 3
Si0, (= 4) 48,44 47,29 50,82
6 heures Cal (= 3) 25,83 23,89 24,51
eure Na,O (= 3) 22,20 25,00 20,47
P05 (= 1) 3,53 3,82 4,21
Si0, (= 4) 48,97 49,86 53,40
12 heu Ca0 (= 3) 22,70 21,20 20,46
res Na,O (= 3) 24,69 25,41 22,40
P05 (= 1) 3,64 3,53 3,74

Tableau 3 : EDS de la vitrocéramique a différents points de la coupe transversale, a

différents temps d'immersion dans le SBF (incertitude de 1% sur la mesure)

Les compostions molaires atomiques des points 1 et 2 ne semblent pas varier, contrairement
au verre P3C2 dense. Cependant, pour le point 3, le taux molaire de SiO, augmente
légerement, et celui de CaO diminue, correspondant a une lixiviation des ions Ca”, c'est-a-
dire a une dissolution du verre s’accompagnant d’une perte de calcium.

Ces analyses EDS ne nous ont pas permis d’observer la couche d’HAC mise en évidence par
la spectroscopie Infra rouge, cette couche étant certainement de trop faible épaisseur pour la
visualiser.

Une autre technique a donc été réalisée afin de mettre en évidence la formation de la couche

5 23 : . . \ . .
d’HAC : la RMN du *Na et du *'P, sur la vitrocéramique macroporeuse aprés une immersion
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de 7 jours dans le SBF.

L 1. 6. Analyse structurale de la vitrocéramique apreés immersion, par

RMN du 3 Na et du’'P

La Figure 5 correspond au spectre RMN du *Na de la vitrocéramique, aprés 7 jours
d’immersion dans le SBF. Les analyses des verres par RMN-MAS du *Na ont été réalisées
sur spectrométre Brilker AVANCE 400 (9.4T). La fréquence de résonance a été observée a
105,8 MHz. Le composé de référence est du chlorure de sodium (NaCl) en solution saturée.
La rotation a ’angle magique a ¢été effectuée avec une vitesse de 10 kHz. Le signal a ¢été
enregistré suite a une impulsion radiofréquence de 1 us, et un temps de relaxation de 5s. Le

nombre d’acquisitions effectuées pour ce spectre est de 128.

0=-55ppm

5=12,6 ppm Phase amorphe

Phase
cristalline

60 50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50 60 70 -80
3(ppm)

Figure 5 : Spectre RMN du P Na de la vitrocéramique macroporeuse apres 7 jours

d’immersion dans le SBF

Le spectre RMN du **Na de la vitrocéramique macroporeuse aprés 7 jours d’immersion dans
le SBF montre deux composantes.

— la premiére est situé a 12,5 ppm et a une largeur a mi hauteur de 6,1 ppm

— la deuxieme est située a -5,5 ppm et a une largeur a mi-hauteur de 21,5 ppm.
A. R. Jones et al.® ont réalisé des analyses RMN du *Na et du *°Si, le verre CaO(Na,Si;0-)

ayant subit un traitement thermique de dévitrification (660°C pendant 24 heures avec une
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cinétique de chauffe de 40°C/min). Ces auteurs ont comparé le spectre du verre initial
(amorphe), avec son équivalent dévitrifié. Ils ont ainsi montré, dans un premier temps et grace
ala RMN du **Na, que le composé traité thermiquement contenait une phase amorphe, et une
phase cristalline. De plus, le spectre obtenu par RMN du »*Na du verre traité thermiquement
est similaire au spectre que nous avons obtenu pour notre compos¢ immergé 7 jours dans le
SBF. Ces auteurs ont ainsi attribué leur raie fine située vers 26 ppm a une phase cristalline, et
leur pic plus large et situé vers 5 ppm, a une phase vitreuse. Nous pouvons donc en déduire
que notre pic situé a 12,5 ppm, dont la largeur a mi-hauteur est de 6,1 ppm, est attribuable a
une phase cristalline, et que notre pic situé a -5,5 pmm et dont la largeur a mi-hauteur est de

21,5 ppm, est attribuable une phase amorphe.

La vitrocéramique macroporeuse aprés 7 jours d’immersion dans le SBF a également été
analysée par RMN du *'P. La figure 6 représente la superposition des spectres RMN du *'P du
verre P3C2, de la vitrocéramique P3C2 ayant subit un traitement thermique de 1000°C

pendant 24 heures, et enfin, de la vitrocéramique macroporeuse plongée 7 jours dans le SBF.

d=13,2 ppm

P3C2 traité thermiquement ~ 5=99ppm
24h-1000°C A

Vitrocéramique
apres 7 jours
d’immersion SBF

20 30 70 70 ) 10 20
5(ppm

Figure 6 : Superposition des spectres RMN du ' P du verre P3C2, de P3C2 traité
thermiquement (24h-1000°C), et vitrocéramique macroporeuse apres 7 jours d'immersion

dans le SBF.
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Le spectre RMN du *'P issu de la vitrocéramique immergée dans le SBF présente deux
composantes. La premicre est situce a 13,2 ppm avec une largeur a mi-hauteur de 6,2 ppm, et
la seconde est située a 3,5 ppm avec une largeur a mi hauteur de 4,4 ppm.

S. Hayakawa et al.” ont analysé grice a la RMN du *'P, les structures de I’Hydroxyapatite et
de I’Hydroxyapatite cristallisée et celle d’un verre 50Ca0-50Si0; ayant été immergé dans du
SBF. Ces auteurs ont obtenu des spectres ayant un déplacement chimique isotrope situé a 2,7
ppm et une largeur & mi-hauteur de 1,4 ppm pour 1I’Hydroxyapatite, et un & égal a 2,8 ppm
avec une largeur a mi-hauteur de 0,5 ppm pour I’Hydroxyapatite cristallisé. En ce qui
concerne l'apatite développée a la surface de leur verre, l'apatite résonne a 2,8 ppm avec une
largeur a mi-hauteur de 3 ppm. Ces auteurs ont déterminé également les déplacements
chimiques de deux autres familles d'apatites A et B correspondant a des
carbonatohydroxyapatites : les déplacements évoluent entre 2,8 et 5,5 ppm. Cette variation de
déplacement chimique est due a des pourcentages massiques différents de carbonate. Nous
pouvons alors supposer que notre raie a 3,5 ppm est associé a la présence d'une
carbonatohydroxyapatite, qui serait en outre trés mal cristallisée en raison de la valeur élevée

de largeur mi-hauteur de la bande de résonance.

I. 3. Conclusion

Cette étude de bioactivité in vitro nous a donc permis de mettre en évidence un temps
d’apparition de 'HAC de 10h15 pour le verre P3C2, et de 5h15 pour la vitrocéramique. Grace
aux analyses EDS et de micrographies MEB des faciés de rupture des échantillons, nous
avons pu distinguer correctement pour le verre P3C2 les couches caractéristiques du
mécanisme de bioactivité (gel de silice, et formation de l'apatite). En revanche, ces couches
n’ont pas pu étre observées sur la pastille de vitrocéramique car la couche d’apatite devait étre
trop fine. Une analyse structurale de la vitrocéramique par RMN du °'P nous a permis
d’identifier la présence d’apatite mal cristallisée et contenant beaucoup de carbonates dans la
vitrocéramique macroporeuse aprés 7 jours d’immersion dans le SBF. Enfin une analyse par
RMN du *Na nous a permis de confirmer encore l'existence d'une phase vitreuse dans la

vitrocéramique apres avoir été immergée dans du fluide physiologique simulé.
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I1. APPROCHE BIOLOGIQUE PRELIMINAIRE

Le biomatériau idéal doit étre parfaitement biocompatible : ¢’est-a-dire que le matériau et ses
produits de dégradation ne doivent pas provoquer de réactions inflammatoires allergiques®,

immunitaires et qu'ils doivent étre non toxiques, non mutagénes €t non carcinogénes’.

Beaucoup d’expériences en rapport avec les implants céramiques et leur potentiel
ostéogénique ne peuvent pas étre comparées avec fiabilité, car les diverses méthodes de
fabrication induisent différentes réactivités chimiques a la surface du matériau. Les matériaux
ayant des compositions chimiques similaires n’ont pas forcément les mémes effets
biologiques. Toute é&valuation d’un nouveau biomatériau doit inclure des tests de
biocompatibilité. Les techniques de biologie cellulaire sont intéressantes car elles sont
simples a mettre en ceuvre et surtout reproductibles.

Les tests de cytocompatibilité consistent a déterminer l'influence d'un matériau sur la viabilité
cellulaire et sont appliqués en respectant les normes et directives européennes, "Biological
evaluation of medical devices - Tests for Cytotoxicity: in vitro methods".

Ces tests permettent d’évaluer le comportement de cultures de cellules (correspondant a
I'implantation du dispositif médical), par diverses analyses telles que la prolifération,

'adhésion ou la migration cellulaire.

IL. 1. Bibliographie

Des essais de cytocompatibilité' ont été réalisés sur le verre 45S5, qui est I'un des bioverres
les plus étudiés, et ont montré que ce verre cause une alcalinisation extra et intra-cellulaire.
Cette variation de pH est due a la dissolution de surface du verre, et a un enrichissement du
milieu en cations Ca®* et Na®, ainsi qu’un appauvrissement en ions H'. Il a été montré que le
4555 n’a pas d’effet sur la viabilité des ostéoblastes, et n’affecte pas leur prolifération.

I. Lebecq et al.” ont également réalisé des essais de cytocompatibilité sur les verres C1 et
P1C1 de composition chimique molaire respectivement 42 SiO2 — 23,5 CaO — 34,5 Na,O et
41,58 S10; — 23,265 CaO — 34,155 Na,O — 1 P,Os. Ces auteurs ont constaté que ces verres
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n’étaient pas particulicrement favorables a la repousse osseuse, compte tenu de leur
composition. En effet, les verres sont trés riches en sodium, ce qui induit une trés grande

solubilité et rend par conséquent I’environnement in vitro trop agressif pour les cellules.

Les tests de cytotoxicité in vitro sont définis par des normes internationale et européenne ISO
10993-5 et EN 30993-5'! qui proposent une gamme de tests dont le choix dépend de la nature
des éprouvettes a évaluer, du site potentiel d’utilisation et de la nature de 1’emploi du
biomatériau.
Les tests retenus sont les suivants :
— 1’évaluation de la cytotoxicité, en mesurant la viabilité cellulaire,
- ID’étude de la cytocompatibilité en contact direct, dont plusieurs critéres sont
pris en compte :
= la prolifération cellulaire
= la vitalité cellulaire
I’adhésion cellulaire
Les essais biologiques réalisés lors de cette étude ont été effectués au Groupe de Recherche

*

sur les Biomatériaux de la faculté de Médecine de Lille 2

IL 2. Evaluation de la viabilité cellulaire (méthode du clonage)

Les tests de cytotoxicité consistent a déterminer l'influence d'un matériau sur la viabilité
cellulaire.

La survie cellulaire a été étudiée a partir de cellules épithéliales L132 reconnues pour leur
aptitude a cloner et couramment utilisées pour ce test.

Cette ¢tude de cytocompatibilité a ¢été réalisée sur le verre P3C2 pour évaluer sa cytotoxycité.

1L 2. 1. Préparation des échantillons

La poudre de verre P3C2 est obtenue aprés un broyage planétaire du verre massif, en utilisant

* Nous remercions Mademoiselle Cherry Fchai et Monsieur Fréderic Hildebrand, pour leur
collaboration lors de cette étude.
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o,

1’alcool anhydre comme solvant. Le diamétre moyen des poudres, mesuré par granulométrie

laser, est de 1’ordre de 2,5 um (Figures 28 et 29 page 117)

La poudre de verre est ensuite stérilisée par exposition aux rayons ultraviolets pendant 1h30.

11 2. 2. Culture cellulaire

Les tests biologiques sont réalisés suivant la norme ISO 10993-5/EN 30993-5''. Pour
améliorer la reproductibilité des mesures, les cellules de la lignée d’origine sont initialement
congelées dans 5 tubes cryogéniques, en prévision d’une étude complémentaire.

Pour le test de cytotoxicité, les Cellules L132 : (ATCC-CCL 5, cellules épithéliales
embryonnaires de poumon humain) seront utilisées. Elles sont cultivées et subissent des
repiquages réguliers dans le Milieu Eagles (MEM, no 2011, Eurobio) supplémenté avec 5%
(v/v) de sérum de veau feetal (SVF).

Les colonies formées par les cellules épithéliales L132 sont denses et trés bien délimitées

(Figure 7).

Figure 7 : Aspect d’une colonie de cellules épithéliales L132, formée aprés 10 jours de

culture
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11 2. 3. Méthodes expérimentales

Ce test consiste a ¢tablir 1’effet relatif de clonage (ERC) et par conséquent la concentration
1étale 50% (LC50) en utilisant la méthode de formation de colonies'* .

Pour ce test, nous utilisons la lignée cellulaire L132. Ces cellules sont trés sensibles aux
substances toxiques et réagissent avec une reproductibilité trés constante'”. Le témoin négatif
est le Polytétrafluoroéthyléne (PTFE) (réf. Goodfellow FP3060010) taille moyenne des
particules : 6-9 um. Le témoin positif est le nickel pur en poudre.

Les cellules poussent dans des boites de Pétri (diamétre 50 mm, Costar) a la densité initiale de
300 a 800 cellules/boite de fagon a obtenir en moyenne 100 colonies par boites en fin
d'expérience. Les cellules sont incubées pendant 12 jours dans une étuve saturée en humidité,
a 5% de CO; a 37°C dans 5 mL de milieu MEM supplémenté par 10% (v/v) de SVF.
L'exposition est continue et les concentrations sont variables, allant de 25 a 400 pg/mL pour
le bioverre P3C2 et de 5 a 80 pg/mL pour le Nickel. Au moins 6 expériences ont été réalisées
pour chaque concentration. Le milieu de culture n'a jamais été renouvelé pendant la durée de
I'expérience. Chaque expérience comporte 3 boites pour chaque concentration. En fin
d'expérience, les cellules sont fixées et colorées avec le Cristal Violet. La survie des cellules
exposées est calculée par rapport aux cultures témoins (100%). Ceci permet d'établir la
concentration létale 50%, un critére précis pour la comparaison de l'effet cytotoxique de
différentes substances'®. Une classification par ordre de cytotoxicité en résulte.

L’effet relatif de clonage (ERC) est calculé selon les formules suivantes et exprimé en % par

rapport a la culture contréle (concentration = 0 pg/mL)

(D) Culture contréle C: nombre de colonies x 100 =Xc%

nombre de cellules ensemencées

(2) Culture exposée E: nombre de colonies x 100 =Xg%

nombre de cellules ensemencées

(3)  ERC (%)= Xg x100
Xe
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1L 2. 4. Résultats des tests de cytotoxycité

Les courbes de viabilité (Figure 8) ont été effectudes sur e verre P3C2 et comparées au nickel

pris comme témoin positif.

Pour le verre P3C2, la viabilité reste constante a 100% jusqu’a 200 pg/mL. Cependant il a été

possible de déterminer la LC50 pour une trés forte concentration de 400 pg/mL de poudre.

Taux de survie relative

Viabilité

0 50 100 150 200 250 300 350 40Cwg/ml
100 % @&—¢ i + f * : - ;

BT

$ . P2z
LC 50 é

7 E -
Nickel

10 %

Figure 8 : Survie des cellules L 132 établie par la méthode du clonage en présence de poudre

de verre P3C2 (n=6 nickel : témoin positif).

II. 2. 5. Discussion

Le principal atout de ce test est de fournir des résultats spécifiques de la cytotoxicité du

produit testé sans dépendre de 1’architecture ou de 1’état de surface des échantillons. En effet,

la poudre fine n’induit pas de rugosité ou d’autres facteurs pouvant interférer sur le
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comportement cellulaire. De plus, la taille des poudres est inférieure a 50 pm, comme
recommandé par la norme'', ce qui permet :
- de présenter une surface spécifique importante et par conséquent de rendre la
poudre plus réactive
— de travailler avec des grains inférieurs a 50 um, susceptibles d’étre phagocytés
par les ostéoblastes, ce qui permet une évaluation intracellulaire de la toxicité
du matériau.
— de déterminer, dans le cas de substances toxiques, la concentration qui
provoque la mort de 50 % des cellules exposées : concentration 1étale 50 % ou
LC50.
La poudre de verre montre une parfaite cytocompatibilité, identique aux témoins, avec une
survie cellulaire de 100 % pour une concentration allant jusque 200 ng/mL. Le Nickel, témoin
positif, montre une cytotoxicité relative avec une LC50 de 35 pg/mL en utilisant les cellules
épithéliales. Toutefois, pour une concentration extréme de 400 pg/mL, une chute de la
viabilité est nettement montrée et plusieurs hypothéses sont envisagées :
— la forte concentration en poudre de verre (400 ug/mL), de faible densité (2,78)
par rapport au nickel (8,90) géncre une quantité de particules 3 fois supérieure
a celle du nickel. Ces nombreux grains vont provoquer un encombrement
stérique qui pourrait géner la croissance des clones.
—~ une concentration seuil des produits d’extraits, peut également expliquer cette
chute de viabilité. En effet, un relarguage trop important d’ions, comme par
exemple le calcium, qui n’est pas toxique pour de faibles concentrations,

pourrait a trés forte concentration, devenir toxique in vitro pour les cellules.
Ces premiers essais €tant trés encourageants sur le verre pulvérulent, nous avons entrepris une

étude plus approfondie, permettant de mettre en contact direct le matériau massif (verre et

vitrocéramique) avec les cellules cibles : les ostéoblastes.

IL. 3. Etude de la cytocompatibilite en contact direct

Dans cette approche, deux tests ont été retenus :
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-~ la prolifération cellulaire (nombre de cellules), qui permet de suivre la
croissance cellulaire

- la vitalité cellulaire, test bleu Alamar, qui permet de suivre 1’activité cellulaire.

Il 3. 1. Protocole expérimental

Des pastilles sont réalisées a partir de la poudre de verre P3C2, dans les mémes conditions
opératoires que lors de I’étude de bioactivité in vitro, c’est-a-dire par le coulage d’une
suspension de poudre de verre dans un tube cylindrique servant de moule, et posé sur un
support en platre. Celles-ci ne sont pas mises en résine, les deux faces sont polies sur papier
SiC G1200 afin d’obtenir des surfaces rigoureusement planes, puis frittées a 900°C (cinétique
de chauffe 3°C/min - palier 3 heures).

Avant mise en culture, une stérilisation a chaud au Poupinel est réalisée a 180°C pendant 2

heures.

Ces matériaux seront utilisés comme comblement osseux, c’est pourquoi les cellules

ostéoblastiques ont €té retenues comme cellules cibles.

11 3. 2. Cellules MC3T3 E1

La lignée cellulaire utilisée correspond aux cellules MC3T3-E1 subclones 14 : (ATCC-CRL
2594, cellules pré-ostéoblastiques embryonnaires de souris), maintenues en survie par des
repiquages réguliers dans un mélange de milieux de culture 50/50 % en volume :
- 50% MEM Alpha Médium avec Glutamax 1 {Gibco) (500 mL) a 10%(v/v) de
Sérum de veau Feetal (Eurobio) décomplémenté (30 minutes a 56°C)
- 50% DMEM modifié par Dulbecco avec Glutamax 1 (Gibco) (500 mL) a 10%
(v/v) de Sérum de veau nouveau né (Eurobio) décompiémenté (30 minutes a
56°C)

173



1L. 3. 3. Prolifération cellulaire

1L 3. 3. 1. Méthode

Les tests de prolifération sont réalisés dans des boites de culture a 24 puits de 15 mm de
diametre (Costar). Les boites sont en polystyréne et correspondent aux standards
internationaux et européens (ISO 10993-5 / EN 30993-5)!". Les échantillons a tester sont
préalablement stérilisés a 180°C. Toutes les manipulations sont effectuées dans des conditions
stériles sous hotte a flux laminaire. Trois échantillons de chaque matériau sont disposés au
fond des puits. L’essai comprend également trois t€émoins positifs constitués par des pastilles
de nickel pur et trois témoins négatifs représentés par le fond du puits en polystyréne de la
boite de culture.

Afin d’inoculer sur les éprouvettes des cellules en phase exponenticlle de croissance, nous
effectuons un repiquage 48 heures avant le test.

Les cellules sont placées sur les échantillons & une densité de 5700 cellules/cm?, soit environ
10000 cellules par puit dans 1 mL de milieu de culture. Les cellules sont mises a incuber a
37°C en atmosphere humide contenant 5% (v/v) de CO, pendant 3 et 6 jours.

A la fin des périodes d’incubation (3 et 6 jours), les cellules sont détachées des échantillons
avec 0,3 mL de trypsine (0,1% p/v) dans la solution de Hank’s sans Ca’" et sans Mg**. Le
détachement s’effectue a 37°C pendant 5 minutes.

Les échantillons sont douchés a 1’aide de 0,7 mL d’EDTA (1/5000) pour bien détacher les
cellules du matériau. La suspension de 1 mL ainsi obtenue est homogénéisée a 1’aide d’une
pipette Pasteur par des opérations aspiration/rejet répétées.

La suspension cellulaire obtenue est comptée dans 8 mL d’Isoton & ’aide d’un compteur

cellulaire Coulter Z1 (Coultronics). Chaque suspension cellulaire est comptée 3 fois.
1L 3. 3.2. Résultats

La prolifération cellulaire se caractérise par l'augmentation du nombre de cellules. Cette
méthode est basée sur le comptage du nombre de cellules aprés culture directement sur les
échantillons testés qui permet d’établir, par rapport aux témoins négatifs, une cytotoxicité

relative du matériau étudié.
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Les échantillons de verre P3C2 et de vitrocéramique ont été testés par la méthode de
prolifération ou croissance cellulaire en contact direct, a deux temps d’exposition différents :
3 et 6 jours (Figures 9 et 10). Le taux de prolifération relative obtenu pour les différents

¢chantillons est exprimé en % par rapport au témoin négatif.

Pour les échantillons de verre P3C2 et de vitrocéramique, lorsque la prolifération & 3 jours est

inférieure a 20%, la croissance cellulaire a 6 jours diminue encore davantage.

120%
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60%

40% A

20%

0%

Témoin Verre P3C2 Vitrocéramique

Figure 9 : Prolifération relative de cellules MC3T3-E1 en contact direct avec les pastilles de

verre et de vitrocéramique (n=2).
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Figure 10 : Proliférations de cellules MC3T3-E1 en contact direct avec les pastilles de verre

et de vitrocéramique (n=2).

Dans tous les cas, le nombre de cellules dénombrées aprés 6 jours de culture sans
renouvellement de milieu est toujours supérieur a la quantité de cellules dénombrées apres 3
jours (Figure 10). Cette remarque est valable aussi bien pour le verre que pour la
vitrocéramique.

La prolifération cellulaire au contact de la vitrocéramique testée n’est pas significativement
inférieure a celle mesurée pour le verre P3C2. Par contre, pour les 2 échantillons, le taux de

prolifération relatif diminue de facon conséquente, aprés 6 jours de culture (Figure 9).

I1. 3. 3. 3. Discussion

Les échantillons testés stimulent moins que le témoin la prolifération des ostéoblastes, en
particulier pour des durées de culture plus longues, mais aucune cytotoxicité n’est mise en
¢vidence.

Cette diminution de la cinétique de prolifération pourrait étre due a une adhésion moins aisée

des cellules sur ce substrat.
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Afin de mieux comprendre la cinétique de prolifération ou croissance cellulaire, un second
test de cytocompatibilité en contact direct, exprimant la vitalité ou l'activité cellulaire est

réalisé : le test au "Bleu Alamar".

I1. 3. 4. Test de la vitalité cellulaire (Bleu Alamar)

Ce test de fonction cellulaire consiste a quantifier la vitalité celiulaire par dosage
colorimétrique. Le réactif Bleu Alamar (Interchim) incorpore un indicateur de croissance
colorimétrique et fluorescent basé sur la détection de I’activité métabolique cellulaire. Le
systeme comprend un indicateur de 1’oxydation/réduction qui devient fluorescent et change de
couleur en réponse a la réduction chimique du milieu de culture. Cette transformation n’est
possible que par des cellules vivantes. L’intensité de la coloration est proportionnelle a
I’activité cellulaire. L’indicateur du taux d’oxydo-réduction relatif au métabolisme cellulaire
indique des changements clairs et stables. De plus, ce test a la particularité de ne pas étre
destructif puisqu’une toxicité minimale sur la vie cellulaire a été démontrée, ce qui permet

¢galement de poursuivre la culture aprés I’expérience.

1L 3. 4. 1. Méthode

Les cellules sont déposées sur les éprouvettes d'une épaisseur de 1-2 mm et d'un diametre de
14,9 mm placées dans des plaques a 24 puits. La période de culture est de 3 et 6 jours sans
renouvellement de milieu. Le réactif est ajouté directement sur les cellules aprés culture. Le
taux de vitalité relatif est exprimé en pourcentage par rapport aux cellules témoins placées sur
le fond des puits. Six expériences séparées sont effectuées sur trois échantillons pour chaque
période d'exposition. Comme témoin positif, nous proposons des éprouvettes en Nickel pur

dont nous connaissons la cytotoxicitg.

Les cellules MC3T3-E1 sont ensemencées dans des plaques multipuits (24 puits de 15 mm de
diameétre, Costar) contenant les échantillons, a la densité initiale de 10.000 cellules/puits (5
700 cellules/cm?). Les cellules sont préalablement ensemencées dans des boites de culture 48

heures avant le test afin que celles-ci se trouvent dans une phase exponenticlle de croissance

pour la manipulation.
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Pour la préparation du Bleu Alamar, le protocole est le suivant :

— Prélever 1,2 mL de solution mére de Bleu Alamar (Interchim Ref. :
UP669413)

— Compléter pour obtenir 30 mL avec du tampon phosphate

— Filtrer avec un filtre 0,22 pL

— Répartir environ 3 mL par tube

- Conserver au congélateur

— Les cellules sont mises a incuber a 37°C en atmosphé¢re humide contenant 5%
(v/v) de CO, pendant 3 et 6 jours. Nombre d’expériences : n = 2 pour 3 et 6

jours.

A la fin des périodes d'incubation (3 et 6 jours), les cellules subissent le protocole suivant :

— Ajouter dans chaque puits 10% en volume de Bleu Alamar dans le milieu de

culture

— Placer dans I’étuve a 37°C pendant 3 heures

— Mesurer 1’absorbance par spectrométrie, longueur d’onde = 560 nm

— Prendre un blanc avec du milieu de culture sans Bleu Alamar (B. A.)

— Dilution : 1 mL de milieu + 100 pL B.A. + 2 mL eau = 3,1 mL
Apres réaction, le mélange milieu de culture / Bleu Alamar est récupéré et transféré dans une
nouvelle plaque multipuits en prenant soin de la préserver de la lumicre. Les mesures de

fluorescence sont effectuces a 1’aide d’un lecteur de fluorescence (Fluorocount — Packard).

IL. 3. 4. 2. Résultats

Les échantillons de verre P3C2 et de vitrocéramique ont été testés en contact direct par la
méthode de viabilité cellulaire avec le réactif Bleu Alamar, a deux temps d’exposition
différents : 3 et 6 jours.

Sur les deux échantillons de verre et de vitrocéramique (Figure 11) la viabilité reste constante
avec une légere augmentation pour la vitrocéramique entre 3 et 6 jours. La faible quantité de
cellules ayant pu adhérer au support présente donc une vitalité qui ne se dégrade pas au cours

du temps. Afin de compléter ces résultats, nous avons rapporté la vitalité par unité cellulaire
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(Figure 12). Nous pouvons alors constater que ce rapport est beaucoup plus important que

pour le témoin.
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Figure 11 : Vitalité des cellules MC3T3-E1 en contact direct avec les pastilles de verre et

de vitrocéramique (n=1).
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Figure 12 : Rapport de la vitalité cellulaire par unité de cellules pour le verre P3C2 et pour

la vitrocéramique
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IIL 3. 4. 3. Discussion

Apres 3 et 6 jours de culture, ’activité des ostéoblastes sur le verre et la vitrocéramique est
relativement faible (Figure 11), avec des taux compris entre 19 et 29 %. A nouveau, le verre
présente des résultats sensiblement meilleurs que la vitrocéramique.

Si la culture est prolongée, sans changement de milieu, ’activité cellulaire sur les deux
supports est Iégérement supérieure a celle obtenue a 3 jours.

Cependant, en rapportant la vitalité par unité de cellule (Figure 12), nous observons que celle-
ci est doublée, voire triplée par rapport a celle du témoin. Les cellules sont donc toujours
présentes sur 1’échantillon, et possedent toujours une trés bonne vitalité. Nous pouvons donc
supposer une reprise de la prolifération cellulaire pour des périodes d’incubation plus longues

sur ces matériaux.

IL. 3. 5. Corrélation prolifération et vitalite

L’activité cellulaire, comme la prolifération cellulaire, au contact des matériaux a tester est
relativement faible. Dans les deux cas, une réponse sensiblement meilleure est obtenue sur le
verre.

I1 faut rappeler que la durée d'exposition des cellules est de 6 jours sans renouvellement de
milieu et elles sont donc en contact avec les produits de dégradation des substrats et

d’éventuelles modifications du pH des milieux de culture.

Rappelons qu’un gel de silice se forme rapidement a la surface des deux matériaux. Cette
modification de surface pourrait induire des effets sur 1’adhésion cellulaire et pourrait
expliquer les faibles taux obtenus pour I’activité et les proliférations cellulaires par rapport
aux témoins. Pour mieux comprendre ces différences, une étude de 1’adhésion des
ostéoblastes est investie sur ces deux matériaux. En effet, une déficience de 1’adhésion
cellulaire pourrait provoquer 1’apoptose des cellules et par conséquent des écarts de

prolifération.
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11. 4. Adhésion cellulaire (para nitrophényl phosphate : p-NPP)

In situ, les cellules interagissent entre elles et avec leur environnement pour constituer les
tissus. Le phénoméne d’adhésion cellulaire régit cette activation. Les cellules sont capables de
secréter des macromolécules qui jouent un réle au niveau de I’adhésion et de la migration
cellulaire.

Ces macromolécules forment un enchevétrement complexe : la matrice extracellulaire. Elles
sont interdépendantes et régulent le comportement des cellules a leur contact de maniére
active et complexe et influencent leur développement, leur migration, leur prolifération et leur

fonction métabolique.

L’implantation d’un matériau dans 1’organisme implique un contact étroit entre les cellules et
le substrat. C’est pourquoi, nous avons quantifié I’adhésion ostéoblastique sur nos deux

matériaux massifs par la méthode p-NPP.

1I. 4. 1. Protocole expérimental du test d’adhésion au p-NPP

Ce test de fonction cellulaire consiste a quantifier [’adhésion cellulaire par dosage
colorimétrique. Le nombre de cellules ayant adhéré est déterminé par la méthode de dosage
du para nitrophényl phosphate p-NPP (Sigma). Ce composé est dégradé par les phosphatases
produites par les cellules et libére le para nitrophényl phosphate qui émet a une longueur
d'onde de 405 nm. La densit¢ optique lue a cette longueur d'onde est directement

proportionnelle au nombre de cellules vivantes.

Les cellules sont cultivées dans des plaques a 24 puits sur les éprouvettes d'une épaisseur de
1-2 mm et d'un diameétre de 14,9 mm. La période de culture est de 30, 60 et 120 min sans
changement de milieu. Le réactif est ajouté directement sur les cellules apres culture. Le taux
d’adhésion est exprimé en absorbance. Six expériences séparées seront effectuées sur deux
échantillons pour chaque période d'exposition. Comme témoin positif, nous proposons des

éprouvettes en nickel pur dont nous connaissons la cytotoxicité.

Les cellules MC3T3-E1 sont ensemencées dans des plaques multipuits (24 puits de 15 mm de

diametre, Costar) contenant les échantillons, a la densité initiale de 40000 cellules/puits
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(22800 celiules/cm?). Les cellules sont préalablement ensemencées dans des boites de culture
au moins 48 heures avant le test. Le milieu de culture est le MEM de Eagle (Eurobio),
supplémenté par 5% (v/v) de sérum de veau (Eurobio). Le milieu contient 0,1 g/L de

streptomycine et 100 UV/mL de pénicilline comme antibiotiques.

La préparation du p-NPP (para-nitrophenyl phosphate) suit le protocole suivant :

— Faire une solution a 3 mg/mL de p-NPP (Sigma Ref. : N4645-5G, 023K5326)
dans solution tampon d’acétate pH 5,5

- Les cellules sont mises a incuber a 37°C en atmosphére humide contenant 5%
(v/v) de CO; pendant 30, 60 et 120 minutes.

- Alafin des périodes d'incubation (30, 60 et 120 min) des cellules, le milieu est
prélevé

- Ajouter dans chaque puits 300 pL de solution de p-NPP

- Placer dans I"étuve a 37°C pendant 3 heures

- Arréter la réaction avec 150 pL de soude a 1 N

Apres réaction, le mélange p-NPP/soude est récupéré et transféré dans une nouvelle plaque
multipuits & fond transparent en prenant soin de la préserver de la lumiére. Les mesures de

I’absorbance sont effectuces a 1’aide d’un lecteur spectroscopique (ELISA).

1l 4. 2. Résultats de ’analyse quantitative de I’adhésion

Les €chantillons de verre P3C2 et de vitrocéramique ont été testés par la méthode d’adhésion
cellulaire (p-NPP) en contact direct, a trois temps d’exposition différents: 30, 60 et 120
minutes.

Une différence significative de ’adhésion sur les échantillons est observée par rapport au
témoin négatif. En effet, dés les 30 premiéres minutes, il est a noter une adhésion de 50 a 63

% par rapport aux témoins (Tableau 4).
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Ratio par rapport aux témoins 30 min 60 min 120 min
Verre P3C2 50 % 35 % 26 %
Vitrocéramique P3C2 63 % 40 % 34 %

Tableau 4 : Pourcentages d’adhésion des ostéoblastes en fonction du témoin.

Sur les deux échantillons (Figure 13) la densité optique n’évolue plus au-dela des 30
premieres minutes de contact. Sur le témoin, au contraire, 1’évolution de I’attachement

cellulaire est nettement visible.
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7130min B60min 120 min
1,400

1,200

o 1,000 +
a

0,800 ... I
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Témoin Verre P3C2 Vitrocéramique

Figure 13 : Adhésion des cellules MC3T3-El en contact direct avec les pastilles de verre

et de vitrocéramique (n=1)

1L 4. 3. Discussion sur I’analyse quantitative de I’adhésion
q

L’adhésion des cellules sur le verre et sur la vitrocéramique n’évolue quasiment pas entre 30
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et 120 minutes. Cependant, certaines cellules, les plus saines, ont adhéré. En effet, aprés
chaque repiquage, certaines cellules sont abimées par la centrifugeuse, notamment les cellules
en division. Ces cellules ont des difficultés a s’accrocher a la surface du matériau. Dans une
culture normale, le support est neutre et ne va pas empécher 1’adhésion des cellules. Les
cellules abimées récupérent et proliférent une fois qu’elles sont réparées. L’adhésion étant un
phénoméne d’état de surface, le manque d’adhésion peut étre expliqué par la présence du gel
de silice qui se crée lorsque le verre ou la vitrocéramique sont en contact avec le fluide
physiologique simulé. En effet, la forme gel est extrémement active, ce qui ne favorise pas
I’adhésion des cellules a la surface. De ce fait, le manque de stabilité¢ de surface et le 1éger
changement de pH du milieu de culture ne sont pas favorables a I’adhésion des cellules. C’est
ce quont constaté 1. Lebecq et al.’, pour leurs verres C1 et P1C1 qui n’étaient pas
particulierement favorables a la repousse osseuse, ce qui pouvait étre expliqué par un
changement de pH du milieu physiologique, celui ci devenant trop basique a leur contact. Par
conséquent, ce type de comportement empéche les ostéoblastes de se développer
correctement.

Notons également que le pourcentage d’adhésion des cellules sur le verre est sensiblement
plus faible que celui obtenu sur la vitrocéramique. En effet, le verre est dense, alors que la
vitrocéramique, se présentant sous forme de pastilles réalisées a partir de poudre de verre,
présente une certaine porosité. Cette porosité entraine un état de surface plus rugueux que le

verre massif, ce qui facilite probablement 1’adhésion des cellules.

L. 5. Conclusion

Pour commencer, notre étude s’est portée sur 1’évaluation de la cytotoxicité du verre. Les tests
préliminaires de cytocompatibilité ont donc permis de vérifier que la vitrocéramique issue du
verre P3C2 ainsi que ce verre, ne présentaient pas de caractére cytotoxique. En effet, la
viabilité du verre P3C2 reste constante (100%) sans aucun effet cytotoxique pour une forte
concentration de 200 pg/mL de poudre de verre.

Les tests de prolifération et P’activité¢ cellulaire en contact direct avec le verre et la
vitrocéramique ont ensuite ¢été réalisés. Les résultats sont faibles, mais la vitalité des
ostéoblastes est trés correcte attestant que la fonction cellulaire n’est pas atteinte.

En effet, la trés grande réactivité du verre et de la vitrocéramique au contact des milieux
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biologiques engendre une libération ionique importante. La surface des matériaux s’en trouve
profondément modifiée avec formation d’une couche instable de gel de silice. Cet état de
surface ne semble pas permettre une bonne adhésion des cellules MC3T3-El ; ce qui par
conséquent, limite leur prolifération. La fraction de cellules ayant pu adhérer au support a
quant a-elle une vitalité bien supérieure aux cellules témoin. Cette trés grande vitalité pourrait
laisser supposer une reprise de la prolifération lorsque la surface de la vitrocéramique se sera
stabilisée. Cette supposition reste a confirmer par la réalisation d’essais in vitro apres

stabilisation de la surface.

Ces tests préliminaires réalisés in vitro sur des temps courts (3 jours et 6 jours) nous
suggérent donc plusieurs perspectives pour mieux appréhender la cytocompatibilité¢ de ces
matériaux actifs. Pour améliorer les résultats, il faudrait étudier les interactions milieu
biologique-matériau a travers le caractere hydrophile/hydrophobe du matériau, les charges de
surface mais également la rugosité du substrat au contact du milieu de culture.

Un dosage des ions présents dans les milieux de culture (exposés pendant 10 jours a la poudre
de verre) permettrait de mettre en cvidence une éventuelle toxicité par excés ionique
(hypernatrémie ou hypercalcémie). De plus, il serait nécessaire d’étudier, sur des temps courts
la cinétique d’apparition de la couche de silice sur les matériaux massifs, car les phénomenes
de surface apparaissent trés rapidement (moins de 30 minutes). Des caractérisations physico-
chimiques complémentaires pourront étre engagées, comme la mesure de I’énergie de surface
(méthode de I’angle de goutte) ou I’analyse de la rugosité de surface aprés immersion dans le
milieu de culture et apparition du gel de silice. Sur le plan biologique, les tests pourraient étre
effectués aprés stabilisation de la surface (apparition de la couche d’HA ou par dépot de
protéines en surface). Une étude des attaches focales visualisées par LASER confocal
pourrait aider a 1’interprétation des phénomenes d’adhésion. Dans tous les cas, des tests avec
une durée d’exposition cellulaire prolongée et un changement de milieux seraient susceptibles

de confirmer I’intérét présenté par des bioverres macroporeux en tant que substituts osseux.
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CONCLUSION

L’analyse structurale de verres bioactifs des systemes ternaire SiO,;-Ca0O-Na,O et quaternaire
Si0;,-Ca0-Na,0 -P>0s, a été réalisée dans le but de la relier a leur bioactivité dont les
résultats in vitro étaient déja connu'.

Les quatre verres étudiés du ternaire ont respectivement pour composition : 42%Si0,-
23,5%Ca0-34,5%Na,O pour celui dénommé C1, 45%S5i0,-23,5%Ca0-31,5%Na,O pour
celui dénommé C2 , 47%Si10,-26,5%Ca0-26,5%Na,0 pour celui dénommé B3 et 55%8S10,-
22,5%Ca0-22,5%Na,O pour celui dénommé B5. Le taux de P,Os introduit variede 1 a 5 %
molaires, pour C1, C2 et BS. Pour le verre B3, il varie de 1 a 6% molaires. Lorsque P,Os est
additionné, la dénomination du verre est celle du verre d’origine a laquelle le préfixe Pz est

ajouté, z correspondant au taux de phosphore.

Une étude structurale de ces verres a été réalisée par RMN du *°Si et du *'P.

La RMN du *’Si nous a informés sur la structure du réseau silicate. Elle a permis de quantifier
les entités silicates constitutives du réseau vitreux. Nous avons constaté que les verres étaient
principalement constitués d’entités silicates Q' et Q” pour les verres PzC2 et PzC1, et Q% et Q°
pour les verres PzB3 et PzBS (verres plus riches en silicium). Toutefois, nous avons noté la
présence d’autres entités silicates minoritaires dans nos verres, provenant de réactions de
dismutation. Ainsi ces verres étudiés présentent des structures trés dépolymérisées. Les
données de la RMN du *’Si nous ont permis aussi de déterminer 1’état de polymérisation du
réseau silicate en fonction du pourcentage de phosphore introduit dans nos verres. Nous avons
constaté au sein de chaque série de verre, que 1’ajout progressif de phosphore engendrait une
polymérisation de plus en plus importante du réseau silicate. La RMN nous a précisé
€galement que ’environnement chimique des entités silicates principales étaient mixtes :
présence des deux cations modificateurs ( Ca”” et Na').

La RMN du *'P a montré que I’ajout de phosphore dans les verres modifiait légérement la
nature chimique des entités phosphates. L’absence de liaison Si—O-P dans nos verres
confirme que le phosphore contribue a lier les entités silicate, sans se lier au réseau silicate et
que sa présence entraine donc une polymérisation du réseau silicate. La RMN du 3'P nous a

permis de déterminer la nature et le pourcentage des entités phosphates présentes dans nos
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verres. En effet, les espéces majoritaires (plus de 90 %) présentes dans tous les verres sont des
complexes orthophosphates mixtes (calcium et sodium). Les espéces minoritaires sont, pour
les séries PzB5 et PzB3, des pyrophosphates mixtes, et pour les séries PzC2 et PzCl1, des
orthophosphates mixtes. La répartition des cations Ca®* et Na' autour des complexes
orthophosphates a été également étudiée. Pour tous les verres, nous avons remarqué que les
complexes orthophosphates majoritaires avaient tendance a s’enrichir en calcium lorsque le

taux de P,Os dans les verres augmentait.

L’analyse structurale de ces verres et le lien avec leur bioactivité a permis de sélectionner un
verre, le meilleur candidat, pour I’¢laboration d’un bioverre macroporeux en transposant un
procédé mis au point pour 1’élaboration de substituts osseux synthétiques a partiv de poudres
de céramiques’. Nous avons choisi le verre de composition molaire 43,65%SiO,-
22,795%Ca0-30,555%Na,0-3P,0s, dénommé P3C2 pour son bon compromis entre les
résultats de bioactivité in vitro et sa facilité¢ d’élaboration en quantité importante, nécessaire a
la réalisation de la suite de I’étude. Nous avons mis au point un mode opératoire de broyage
de ce verre, dans le but d’obtenir une poudre de verre micrométrique. Le broyage doit
s’effectuer exclusivement avec de I’éthanol anhydre comme solvant a I’aide de jarre et médias
en agate. Le protocole de broyage nous a permis d’obtenir une poudre de verre non polluée de
granulométrie moyenne autour de 2,5 um apres 9 heures de broyage planétaire. Nous avons
ensuite réalisé une suspension de poudre de verre dans de I’éthanol anhydre, avec un taux de
matiere séche de 70 % massique et 0,8 % massique d’ester phosphorique (dispersant). Cette
barbotine est coulée sur un édifice constitué de billes de PMMA (Polyméthylméthacrylate) a
architecture rigoureusement controlée (taille des billes et des interconnections). Le matériau
obtenu a ensuite été traité¢ thermiquement a basse température (250°C) afin d’éliminer la
structure porogeéne, puis densifi¢ a 900°C pendant 3 heures, avec une cinétique de chauffe de
3°C/min. Nous avons effectué une analyse par diffraction des Rayons X en fonction de la
température afin d’observer 1’évolution cristallographique de ce matériau. Cette analyse nous
a révélés que le verre cristallisait a partir de 500°C en Na,CaSi;03 Toutefois des analyses en
RMN du *'P et du **Si sur ce verre traité thermiquement 4 900°C ont mis en évidence qu’une
partie vitreuse subsistait dans ce matériau, et que ce dernier pouvait étre par conséquent

assimilé a une vitrocéramique.

190



Le procédé nous a permis d’élaborer une vitrocéramique macroporeuse dont les parois des
cavités ont une densité relative de 95%. La taille des interconnections est d’environ 130 um,

et le diamétre moyen des macropores de 490 um, le volume poreux étant de 1’ordre de 67 %.

Afin de vérifier I'application de ce matériau en tant que substitut osseux, des tests de
bioactivité in vitro ont été réalisés sur le verre initial P3C2 et sur la vitrocéramique issue du
verre P3C2. Les analyses Infra Rouge sur les surfaces des échantillons préalablement plongés
dans du fluide physiologique simulé (SBF) ont montré que la vitrocéramique développe plus
rapidement sa couche d’Hydroxyapatite carbonatée (HAC) que le verre. En effet, 1’apatite
s’est formée aprés 10hl5 d’immersion pour le verre et seulement Sh1S5 pour la
vitrocéramique. Les essais préliminaires de cytocompatibilité ont montré que ces deux
matériaux (verre P3C2 et vitrocéramique Na,CaSi3Osg) sont bien cytocompatibles, méme s’ils
ne présentent pas de bons résultats d’adhésion et de prolifération cellulaire. En effet,
I’adhésion cellulaire est un mécanisme nécessitant un ¢état de surface approprié que ne
présentent apparemment pas le verre et la vitrocéramique. Cependant, le rapport de la vitalité
cellulaire par unité de cellule, montre que les cellules ayant adhéré ont conservé toute leur

vitalité, ce qui prouve que les matériaux sont bien cytocompatibles.

En perspective, nous envisageons de tester la résistance mécanique a la compression de la
vitrocéramique macroporeuse ¢laborée, afin de se situer par rapport aux autres biocéramiques
macroporeuses citées dans la littérature. Il serait intéressant d’adapter ce procédé a d’autres
compositions chimiques de verres bioactifs, afin de trouver éventuellement des compositions
encore plus bioactives. De plus, d’autres verres étudiés lors du premier chapitre présentent des
domaines de température entre la température de transition vitreuse et la température de
cristallisation plus étendus. Des traitements thermiques adaptés a ces verres devrait permettre
un contrdle du taux de dévitrification. En ce qui concerne les résultats issus de I’approche
biologique préliminaire, d’autres essais sont prévus comme le dosage des ions relargués lors
des essais de cytocompatibilité, des micrographies des échantillons afin d’observer 1’adhésion

des ostéoblastes a la surface et d’adapter 1’état de surface du substrat.
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ANNEXE 1

Principe de la Résonance Magnétique Nucléaire

1. RMN 1D

La technique de la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) permet de déterminer la
structure a courte distance, c’est-a-dire connaitre 1’arrangement des atomes autour d’un

élément donné sur une distance de 02 5 A.

Nous avons utilisé la RMN du solide pour les noyaux **Si et *'P lors de notre étude sur les

verres du systéme ternaire Si0>-Ca0-Na,O et du systéme quaternaire Si0,-Ca0-Na,O-P>0:s.
1. 1. Principe

Selon sa description en mécanique classique, la résonance magnétique nucléaire est le résultat

d’une interaction entre le moment dipolaire d’un noyau donné p et un champ magnétique Ho.

Le moment dipolaire précesse autour du champ a une fréquence v, donnée par la relation :

vo = (YHo)/(2m) ol y est le rapport gyromagnétique propre au noyau observé, et vq est

la fréquence de Larmor, dans le domaine des radiofréquences.

vo peut étre mesuré par absorption d’un champ radiofréquence oscillant dans le plan

perpendiculaire au champ magnétique Hy.
La description quantique de la résonance magnétique nucléaire fait intervenir le spin I du

noyau. Seuls les noyaux possédant un spin non entier sont actifs en RMN. Les niveaux

d’énergie du noyau sont donnés par la relation :
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En= (yhmH,)/(2x), h étant la constante de Planck et m, nombre quantique, peut

prendre les valeurs entre —I et +1. E, peut prendre 21+1 niveaux d’énergie.

Le noyau peut passer de son niveau d’énergiec & un niveau d’énergie plus élevé par
I’absorption d’un photon. Cette radiation est caractérisée par la fréquence v = (yHg)/(2m),
égale a la fréquence de Larmor décrite dans la théorie classique de la RMN.

La spectroscopie RMN actuelle détermine par la méthode pulsée, pour un type d’élément
choisi (29Si, 3p H, 27Al,...), les fréquences de résonance v caractéristiques des noyaux
présents dans 1’échantillon. Ces noyaux sont portés aux niveaux d’énergie les plus élevés suite
a Dapplication d’un champ radiofréquence (RF) pendant environ 1lus. Le signal
radiofréquence émis est recueilli en fonction du temps, il est enregistré suite a une impulsion

radiofréquence.

Le nombre d’acquisitions effectuées pour chaque spectre varie entre 1000 et 2000. Le délai
entre deux acquisitions dépend du systeme de verre étudié, car il dépend du temps de
relaxation de spin du noyau étudié. Traité par transformée de Fourier, il permet d’accéder au

spectre dans le domaine des fréquences.

Le parametre utilisé pour décrire les fréquences de résonance est le déplacement chimique. 11
est noté d et correspond a la différence relative entre la fréquence de résonance (v) du noyau

considéré dans 1’échantillon et dans un composé de référence (vier) :
8 = (10°(V-VieD)/(Vret)

8 s’exprime en ppm (partie par millions). Dans le cas de la RMN du “’Si, v est la fréquence
du tétraméthylsilane, et dans le cas de la RMN du *'P, vy est la fréquence du composé
H3PO,.

L’environnement électronique du noyau observé joue sur le champ magnétique H présent
autour de ce noyau, donc sur la fréquence de résonance et le déplacement chimique.

Inversement, la valeur de 8 permet d’accéder a I’environnement chimique du noyau.
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Plusieurs interactions influent sur les valeurs des déplacements chimiques :

L’anisotropie de déplacement chimique (Chemical Shift Anisotropic ou CSA). Elle
est due a ’effet d’écran des électrons sur le noyau étudié. Cette interaction est
sensible a la géométrie et a la nature des atomes entourant le noyau considéré. Elle
est proportionnelle au champ appliqué Hi.

Les interactions dipolaires homonucléaires ou hétéronucléaires. Elles sont dues au
champ magnétique local crée par un spin i sur son proche voisin j. Ce champ local
vient s’ajouter vectoriellement a Hy. Cette interaction est proportionnelle aux
rapports gyromagnétiques des noyaux et a (rij)'3, r; €tant la distance internucléaire.
Les couplages J. Le couplage indirect (ou scalaire) a lieu par ’intermédiaire des
liaisons chimiques.

Pour les noyaux de spins [ = 1, les interactions quadripolaires. Elles sont dues a la
dissymétrie des charges composant les noyaux. C’est une interaction entre le
moment quadripolaire électrique du noyau et le gradient de champ électrique

présent autour de ce noyau.

Dans le cas d’un échantillon solide, ces quatre interactions induisent des raies tres larges sur
les spectres de fréquence. Les trois premicres de ces interactions ainsi que les effets
quadripolaires au premier ordre peuvent étre masqués en mettant mécaniquement
I’échantillon en rotation a I’angle dit magique (54,7° par rapport au champ magnétique Hy).
C’est la technique de la RMN-MAS (Magic Angle Spinning). La fréquence de rotation doit
étre de I"ordre de largeur de la raie dans le domaine des fréquences (quelques kilohertz). La
rotation a I’angle magique est effectuée dans notre étude, avec une vitesse de 5000 Hz. Les

interactions quadripolaires au deuxiéme ordre restent actives.

1. 2. Caractérisation de la structure a courte distance des verres

En RMN MAS du solide et pour des noyaux de spin I =1/2 (par exemple *'P, *Si), le
déplacement chimique d’un site reste influencé par plusieurs facteurs modifiant

I’environnement électronique du noyau :
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— La coordinence. Selon la coordinence du noyau de silicium, il existe une différence
de déplacement chimique d’environ 100 ppm : les déplacements chimiques *°Si de
Si(VI) et Si(IV) se situent respectivement entre -140 a -220 ppm et entre -60 et -
130 ppm.

— La nature des premiers voisins (*Si : quartz SiOs, & = -107 ppm)

— Les distances entre les angles des liaisons.

— L’état de polymérisation : dans le cas des entités silicates, les déplacements
chimiques *°Si des Q”, n =0, 1, 2, 3 ou 4 diminuent de 10 ppm quand n augmente
d’une unité. Les déplacements chimiques *'P des orthophosphates, pyrophosphates
ou métaphosphates different également entre eux de 10 ppm. Des effets tels que n
passant de 3 & 5 peuvent entrainer une superposition des ces pics.

— La deuxieme sphére de coordination : par exemple, le remplacement de Si-O-Si
par Si-O-Al augmente le déplacement chimique de 5 ppm. Celui de Si-O "Na par

Si-O” 2"Ca diminue & d’environ 2 ppm.

— La troisiéme sphére de coordination : le déplacement chimique *°Si d’une entité Q"
dépend du type de Q" auxquels clle est liée: & diminue lorsque 1’état de

polymérisation de Q" augmente.

Des informations quantitatives sont obtenues a partir des spectres RMN puisque 1’intensité
d’un pic est directement proportionnelle au nombre de noyaux a I’origine du signal. Pour les
spins 1 = Y2, les temps de relaxation peuvent étre trés longs et avant toute exploitation
quantitative, il faut veiller a ce que la relaxation n’affecte pas le résultat

Pour pallier a ce probléme, nos verres ont été dopés par 0,025% molaire d’oxyde ferrique

Fe>O;. Le temps de relaxation étant diminué, le temps de ’expérience 1’est également.
Nos spectres ont été acquis au Centre Commun de Mesures RMN a 1I’Université de Lillel, sur

un spectrometre Avance Britker ASX100.

Les spectres obtenus ont été décomposés 4 I'aide du logiciel DM-FIT 2002,
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2. RMN 2D
2. 1. RMN 2D liquide®

Depuis I'apparition de la technique de RMN impulsionnelle dans les années 1970, beaucoup
de progrés ont été réalisés grace a 1’évolution de ’informatique, ce qui a permis de généraliser
la transformée de Fourier, et grace a la découverte de la supraconductivité. Dés lors, des
champs magnétiques trés intenses, trés stables et d’une excellente homogénéité ont pu étre
obtenus. L’étude des structures des macromolécules d’intérét biologique a connu alors un
formidable essor grice au développement des techniques 2D (COSY, NOESY, XHCORR,
etc.). C’est en effet grace a ces séquences que la spectroscopie RMN est devenue une méthode
générale de détermination des distances internucléaires et donc complémentaire a la

cristallographie par Rayon X.

2. 1. 1. Principe

L’expérience de RMN a deux dimensions repose sur une succession de trois intervalles de
temps : préparation, évolution et détection. Dans un certain nombre d’expériences s’y ajoute

une autre période avant la détection : le temps de mixage (Figure 1).

e ™

réparation avoluti , .

PR Fvetion détection FHE

tg
préparation évolution mixing détection
time
B S o oo o
tag ty

Figure 1 : Schématisation des intervalles de temps pour une expérience de RMN 2D
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2. 1. 2. Quelques séquences de RMN 2D liquide

Le tableau 1 résume le role de quelques séquences de RMN 2D homonucléaires et
hétéronucléaires. En fonction des expériences, les informations obtenues sur les dimensions
F1 et F2 sont soit le déplacement chimique du noyau étudié¢ X : (dx) ou la constante de

couplage "Jxx avec n le nombre de liaisons entre chaque atome étudié.

Noppia des esperisneey; Infonmations Informations vhivnues Exesmples de
oblenues sar la sur la dmension Iy Harsons udides,
d it
Corrélations Homonucldares
213 Homonucléaire Jorésalue 5, . - B msd
COSY 45 21 90 COSY DOQF 5.3 8.1 a5 a3y
vr()(‘sx. 3 3 3 33 . FZi3]
{Couplage Scaluire} s
COSY LRUTOCSY 8.1 Bt : y ny >3
S
! s
(= ‘_‘ _'\.\\“

COBY avee un Rci;ux L. 3. o Y Ty §)sz“”! 53
Homonucieaire i s
NOESY ROESY : O . 5.3 ¥ ¥

iCouplage Dipolaire S " i NOE

ID-Inadéguate .. 1, 8 .1 . iy
¢ Yo 7t ¥y I,
Corlanons Héwdronueléaties

XHCORR, 203 Fnbsisiue 8, 5.1 Iy
HSQC Gnverses \ S o

Long-Range XCORFE, 3, Bk, Uy el

COLOC, HSBC finverse) ' o

Tableau 1 : Roles des différentes séquences de RMN 2D homonucléaires et héteronucléaires

Grace a toutes ces techniques, la RMN ne se limite plus aujourd’hui a donner une structure a

courte distance. De nombreuses techniques permettent de sonder jusqu’a 4 liaisons chimiques.

y
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2. 2. RMN 2D solide®

Des moyens permettent également d’obtenir des spectres haute résolution par 1’intermédiaire

d’expériences multidimensionnelles combinant la rotation de 1 ‘échantillon et la manipulation

du systéme de spin par des impulsions radiofréquences. Ces méthodes reposent toutes sur la

génération d’un écho de transfert de cohérence corrélant deux dimensions dans lesquelles les

poids relatifs des déplacements quadrupolaires de second ordre sont différents avec des

formes de raie semblables a un facteur d’échelle pres. Il existe trois expériences de ce type :

L’expérience DAS (Dynamic Angle Spinning), décrite a la fin de années 80,
correle deux spectres obtenus pour des angles de rotation différents. Cette
expérience nécessite 1’utilisation d’une sonde spécifique permettant de changer
I’angle de rotation durant un temps de mélange aux cours de la séquence
d’impulsion. L’expérience DAS est une expérience techniquement difficile du
fait du délai nécessaire pour le basculement d’un angle a 1’autre, ce qui lui
rend inaccessible des noyaux trés abondants ou relaxant rapidement comme
I’aluminium. L expérience DAS a, en particulier été beaucoup utilisée pour la
caractérisation structurale de systémes vitreux par 1’étude de la signature de
70 aprés enrichissement isotopique.

L’expérience dite MQ-MAS (Multi Quantum — Magic Angle Spinning),
décrite pour la premiére fois en 1995 par L. Frydman®, corréle les spectres de
la transition centrale (habituellement observé dans les expériences a une
dimension) au spectre d’une transition multiquanta symétrique, inobservable
directement. Bien que plus complexe dans son concept, elle peut étre réalisée
avec une sonde MAS et un spectrometre standard. De plus, elle évite le temps
de mélange nécessaire au changement d’angle de ’expérience DAS, ce qui
rend accessible des noyaux d’intérét primordial en science des matériaux
comme 1’aluminium (*’Al).

L’expérience dite STMAS (Satellite Transition Magic Angle Spinning),
décrite en 2000 par Z. Gan’, corréle le spectre des transitions externes du
noyau quadripolaire au spectre de la transition centrale. Elle peut étre réalisée
avec du matériel standard mais bénéficie particulierement des forces de vitesse

de rotation, tout en restant tres sensible au réglage de ’angle magique.
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Ces méthodes multidimensionnelles sont rapidement devenues incontournables et ont permis
de progresser considérablement dans la description structurale de systémes vitreux ou
amorphes comme cristallins a base d’alumino-silicates ou d’alumino-phosphates par exemple

et ainsi dans la compréhension de leurs propriétés particulieres.

' D. Massiot, F. F ayon, M. Capron, 1. King, S. Le Calvé, B. Alonso, J-O. Durand, B.
Bujoli, Z. Gan et G. Hoatson

Logiciel DM-Fit

Magnetic Resonance in Chemistry, 40 (2002) 70-76

? M. Bria et P. Watkin
« La Spectroscopie de RMN liquide 2D ou 'aide a la determination structurale de petites
molécules organiques »

hitperbumv-He ilconyRMN2 D/index L hitm

3 D. Massiot

« Progrés récents de la résonance magnétique nucléaire du solide pour la caractérisation
structurale de matériaux »

Spectra analyse, 21 (2002) 224

‘L. Frydman, J. S. Harwood
J. Am. Chem. Soc, 117 (1995) 5367

5Z.Gan

« Isotropic NMR spectra of half-integer quadrupolar nuclei using satellite transitions and
magic-angle-spinning »

J. Am. Chem. Soc., 122 (2000) 3242-3243
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ANNEXE 2
Spectroscopie de Dispersion d’Energie (EDS)

1. Introduction

La microanalyse X consiste a analyser le spectre de rayons X émis par un échantillon lorsque
celui-ci est bombardé par un faisceau d’électrons monoénergétiques. A partir de ce spectre, il
est possible d’effectuer une analyse aussi bien qualitative que quantitative de la zone
analysée. Le volume analysé est déterminé par la profondeur de pénétration des électrons dans
I’échantillon qui dépend de leur énergie et de la composition chimique de la cible

(¢chantillon).

Associée a la microscopie €lectronique a balayage (MEB), la microanalyse X permet de
corréler des informations relatives a la composition chimique d’une zone ou d’un point de

I’échantillon aux observations faites au microscope.

L’analyse EDS (Energy Dispersive Spectroscopy : Spectroscopie de dispersion d’énergie)
repose sur la mesure directe de 1’énergic de photons X par I'intermédiaire d’un semi-

conducteur.

Les radiations électromagnétiques peuvent étre caractérisées a la fois par leur longueur d’onde

A et par leur énergie E. La relation de Planck relie ces deux grandeurs.

Nous avons A = —};—C d’ou E (keV) = &L

A

avec la constante de Planck : h= 6,62.10'34 J.s, et la vitesse de la lumiére : ¢ = 3.10°m.s”".
2. Mécanisme d’émission des Rayons X caractéristiques

Sous D'effet d’un faisceau d’électrons, un échantillon cible est le siége d’un grand nombre

d’interactions rayonnement — matiére. Ces interactions se manifestent par 1’émission

202



d’électrons et d’un certain nombre de rayonnements électromagnétiques dont I’émission X et

le rayonnement de freinage.

Chaque type d’émission, particule ou rayonnement, fournit des informations sur 1’échantillon.
Les émissions X caractéristiques contiennent ainsi des informations relatives a la composition

chimique de 1’échantillon.

2-1: Le fond continu

Egalement appelé¢ Bremsstrahlung (radiation de freinage), ce fond continu témoigne de
I’énergie perdue par les électrons primaires lors de leur cheminement dans la matiére alors
qu’ils se trouvent ralentis lors de leur passage au voisinage des noyaux des atomes de la cible.
Cette perte d’énergie ou ralentissement est a 1’origine de 1’émission d’un rayonnement X dont
I’énergie est indépendante du matériau traverse.

Etant donné que I’¢lectron est susceptible de céder tout ou une partiec de son énergie, la
distribution énergétique des rayons X émis constitue un spectre continu.

La limite inférieure du continuum est zéro.

La limite supérieure du continuum est donc fixée par la tension d’accélération du canon a
¢lectrons Ey.

Le spectre RX est donc limité par la longueur d’onde minimale Ay (eV) = 12,4 / E,.
Finalement, une petite perte est plus probable qu’une forte perte, elle-méme plus probable
qu’une perte totale d’énergie. En premiére approximation, l’intensité devrait étre croissante
vers les basses énergies. En réalité, les rayons X de plus faibles énergies sont pour la plupart
absorbés par I’échantillon, ce qui conduit a une distribution en cloche qui est représentée sur

la Figure 1.

Le rayonnement de freinage est la principale source de fond continu dans un spectre X excité

par un faisceau électronique.
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Intensité

ha Observé l

Energie

Figure 1 : Rayonnement de freinage, intensité du bruit de fond en fonction de I’énergie

2. 2. Emission des RX caractéristiques
2. 2. 1. Mécanisme d’émission des raies caractéristiques

Dans un atome, le mouvement d’un ¢€lectron est confiné sur des niveaux d’énergie discrets.
Ces niveaux sont notés K, L, M... par énergie croissante du niveau.

En I'absence d’interactions, un atome peut rester indéfiniment dans un état stable appelé état
fondamental.

Sous I’effet d’une excitation par rayonnement X ou faisceau d’électrons, il peut y avoir
gjection d’un électron d’un niveau profond en y laissant une lacune. C’est le processus
d’ionisation. L’atome se trouve alors dans un état d’énergie plus ¢élevé appelé état excité.

Pour revenir a un état de plus basse énergie donc un état énergétique plus stable (état final),
un électron d’une couche moins liée vient combler cette lacune. C’est le processus de
relaxation ou de désexcitation.

En général, le processus le plus probable est une succession de transformations ou, lors de
chacune d’elles, un électron saute d’un niveau énergétique supérieur vers un niveau d’énergie
inférieur.

De chacune des transitions résulte une perte d’énergie spécifique : la différence d’énergic

entre les deux niveaux d’énergie considérés. L’atome peut se désexciter suivant deux
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processus différents. Un processus non radiatif par émission d’un autre électron ou un
processus radiatif, I’énergie s’échappe sous forme de radiation électromagnétique ou photon
X, dans le cas des transitions trés énergétiques mettant en jeu des niveau atomiques profonds.
L’énergie seule indique la nature de 1’élément émetteur, d’ou le nom d’émission
caractéristique. Et il y a compétition entre les deux processus, chacun ayant une certaine
probabilité de se produire lorsqu’une lacune est crée en couche profonde. La probabilité de

désexcitation par émission X augmente pour des éléments de numéro atomique (Z) croissant.

Les spectroscopistes ont adopté une nomenclature simplifiée (la notation de Siegbahn) pour
repérer les Rayons X. Ainsi, le nom de chaque série est déterminé & partir de la couche
électronique d’ou s’est initialement échappé 1’électron et de la couche d’ou provient 1’électron
qui va combler la couche incompléte. Par exemple, si un électron de la couche K est expulsé
et remplacé par une électron de la couche L, 1l y a émission d’un rayonnement X de la série
K. Siun électron de la couche K est expulsé et remplacé par une électron de la couche M, il y

a émission d’un rayonnement X de la série K, et ainsi de suite.

En raison de la complexité¢ de la structure électronique, la nomenclature devient plus
complexe quand I’expulsion initiale se produit sur un niveau externe. Les microanalystes ne

sont en géndral concernés que par les rayons X des séries K, L et M.

Cependant, seules certaines transitions sont possibles et doivent respecter les régles de
sélection énoncées par la mécanique quantique. Les valeurs des longueurs d’onde et des
énergies caractéristiques pour chaque élément sont données dans des tables (ASTM) dont

I’'usage est indispensable en spectroscopie des rayons X.

En premiére approximation, on peut considérer que I’excitation est localisée au niveau des
couches profondes de 1’atome et qu’elle n’est donc pas affectée par les liaisons chimiques.
L’énergie d’une raie peut étre exprimée par la loi empirique de Moseley :

E = C, (Z - C,)* ou C, et C, sont des constantes définies pour chaque raie, Z le
numéro atomique de I'élément et E ['énergie de la transition. Lorsque 1’on connait la

transition, on peut attribuer une raie a un é¢lément.
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Pour les éléments légers, 1’existence des liaisons chimiques a pour conséquence de déplacer

les a la position raies par rapport des raies de I’élément pur. Ce décalage est faible.

2. 2. 2, Intensité des raies caracteristiques X

L’intensité des rayons X émis dépend, pour des conditions d’excitation comparables, de
plusieurs facteurs. Le premier est le numéro atomique, aussi bien celui de I’atome émetteur
que le numéro atomique moyen de la zone de 1’échantillon exposée.

Deux facteurs sont directement liés a la nature de I’atome émetteur.

Le premier exprime la probabilité d’une ionisation de 1’atome sous certaines conditions, la
probabilité de créer une lacune sur un niveau profond, il correspond a la section efficace
d’ionisation.

Le second exprime la probabilité qu’une ionisation, une fois créée, puisse produire une
émission X caractéristique au cours du retour a un état énergétique plus stable, il correspond
au rendement de fluorescence X. Le rendement en rayons X est faible pour les éléments légers
(Z<10), il croit rapidement avec le numéro atomique et devient important pour des ¢léments

lourds en particulier au niveau de la série K.

L’allure générale d’un spectre de rayonnement X pour un ¢lément donné est directement lié
aux probabilités respectives pour les transitions. Les raies de la série K sont les plus
probables, donc les plus intenses. Pour les éléments lourds, il est parfois plus intéressant
d’utiliser les raies L car les raies K sont trop intenses. Ces probabilités sont

approximativement constantes dans une méme série pour des ¢léments différents.
3. Les spectromeétres a dispersion d’énergie, appareillage

L’appareil utilisé¢ est un microscope Hitachi S-3500N a pression variable équipé d’un

spectromeétre a dispersion d’énergie Kevex.

3. 1. Montage et détecteurs
La Figure 2 représente le montage d’un spectrométre a dispersion d’énergie. Il comprend une

source ¢lectronique qui fait partie d’'un microscope électronique couplé au systéme de

dispersion d’énergie qui comporte un détecteur.
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Figure 2 : Le spectrométre a dispersion d’énergie

I existe plusieurs types de détecteurs, les plus courants étant constitués d’une diode Si(Li).
Par effet photoélectrique, des électrons de méme énergie que les photons incidents sont créés
dans la diode. Ces photoélectrons créent des paires électron - trou dans le silicium et le
nombre de ces paires est proportionnel a 1’énergie de chaque photon. Si la diode est polarisée,
le champ ¢électrique établi dans la diode est de 100 a 1000 V, elle devient un détecteur car les
porteurs créés se déplacent dans le champ électrique et ces charges électriques sont collectées

aux bornes du détecteur.

Méme parfaitement pur, un cristal de silicium présente une certaine conductivité due au
mouvement des €lectrons par agitation thermique dans le gap de la bande de conduction et la
bande de valence. Pour réduire ce courant de fuite, les détecteurs sont refroidis par azote
liquide.

Les détecteurs sont en général isolés de la chambre d’observation par des fenétres qui évitent
la contamination de la surface. La nature et 'épaisseur de cette fenétre influencent
directement la qualité¢ de la mesure et peuvent atténuer le signal de certains éléments. Les

fenétres les plus répandues sont constituées de SizNs.
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3. 2. Géométrie du spectrométre a dispersion d’énergie

Le détecteur parfait serait sphérique avec le point d’émission X en son centre. Comme les
détecteurs sont des disques, on définit un angle solide de détection (£2) qui est fonction de la
surface du disque (S), de la distance entre le détecteur et 1’échantillon (r) et de ’angle
d’émergence de 1’émission donc de 1’angle 0 que fait le détecteur par rapport a I’émission.

_ Scosf

Y

Nous avons : Q
-

Le second parametre a considérer est I’angle d’émission. Les constructeurs placent la diode de

facon a former un angle supéricur a 30°,

4. Analyse

4. 1. Analyse qualitative

I1 est possible de faire une analyse ponctuelle de toute la gamme des énergies pour accéder a
la composition d’une zone précise de 1’échantillon (en pratique tous les éléments a partir du

Bore sont observeés).

Il nous est également possible de réaliser une cartographie qui consiste a balayer une large
zone de la cible et a compter les photons X d’une énergie donnée. Une image de la répartition
d’un ou plusieurs éléments dans le matériau est alors obtenue. Au niveau de I’identification
des éléments et pour des éléments majeures, la recherche est aisée. Pour des éléments mineurs
légers (< 10 % masse) et les éléments a 1’état de traces (0,5 %), il faut tenir compte des

recouvrements possibles des raies.

4. 2. Analyse quantitative

Sous I'impact d’un faisceau électronique, une cible émet toutes les raies X des éléments la

constituant, leurs seuils d’excitation étant inférieurs a la tension accélératrice des électrons

incidents.
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L’analyse du rayonnement X permet non seulement de déterminer les éléments présents dans
la cible, mais aussi sa composition composition chimique.
11 existe deux types d’analyses : 1’analyse quantitative avec témoins et ’analyse quantitative

sans témoin (ou analyse semi quantitative).
4. 2. 1. Analyse quantitative sans témoin

Lorsque 1’on ne dispose pas de témoin pur ou allié correspondant aux éléments dont on veut
déterminer la concentration dans 1’échantillon analysé, il est possible d’effectuer une analyse
quantitative sans témoin. Dans ce cas, il faut considérer les rapports d’intensité des différentes
raies caractéristiques du spectre X de 1’échantillon, entre elles.

I1 faut alors tenir compte de parameétres supplémentaires liés a la raie elle-méme, ceux-ci ne
s’annulant plus lorsque 1’on fait le rapport des intensités d’une raie caractéristique enregistrée
pour I’échantillon analysé et pour un échantillon témoin. Ces paramétres sont : le poids des

raies, le rendement de fluorescence des niveaux, la section efficace d’ionisation.

Le poids des raies d’émission X sont les intensités relatives des raies d’une méme série pour
un élément donné. En effet, les intensités relatives des raies d’une méme série d’un élément A
dépendent de son numéro atomique. Ceci est vrai en particulier pour les éléments de numéro
atomique inférieur a 20, c¢’est & dire avant le calcium dans la classification périodique.

En ce qui concerne les raies K, des mesures ont été faites, mais les valeurs, pour les éléments
plus Iégers que le calcium, sont mal connues. Pour les raies des séries L et M, peu de mesures
sont disponibles. Ce fait justific que ces raies ne soient pas utilisées pour effectuer des
analyses quantitatives sans témoin.

Le rendement de fluorescence a ét¢ mesuré pour les niveaux K pour beaucoup d’éléments.
Pour les niveaux L ou M, les valeurs sont mal connues.

La section efficace d’ionisation est nécessaire pour calculer le nombre moyen d’ionisation. Sa
valeur peut €tre obtenue en utilisant diverses formules de la littérature. Suivant les formules

utilisées, les résultats obtenus peuvent étre assez différents.
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En plus de ces parametres physiques liés aux éléments a analyser, il faut tenir compte du
rendement du détecteur et de ’angle solide de détection des rayons X. Il est mesurable ou

calculable pour une diode bien collimatée.

L’analyse quantitative sans témoin est parfaitement adaptée au spectrométre a dispersion
d’énergie. Elle permet d’obtenir trés rapidement une estimation de la composition de
’échantillon pour la zone bombardée, méme si ’intensité du faisceau électronique n’est pas
bien stabilisée. Cependant, le calcul des concentrations sans témoin ne peut étre envisageable

que pour les raies K.

4. 3. Limites de détection

Elle est liée a la statistique de comptage et dépend du détecteur. Elle dépend aussi du numéro
atomique des atomes de I’échantillon. Le seuil varie de 0,01 % a 1 % en masse pour les

éléments légers.
5. Pratique de la microanalyse X EDS
5. 1. Considérations géométriques
L’efficacité de collection des rayons X est controlée par la géométrie échantillon — détecteur.
Les deux grandeurs affectant le nombre de photons atteignant le détecteur sont I’angle solide
et ’angle de take-off.

5. 1. 1. Angle solide

L’angle solide €2 a été défini au paragraphe 3.2.

ScosB ] . , ) .
Nous avons 2 = — , S : surface du disque, r : distance entre le détecteur et 1’échantillon,
2

0 : angle d’émergence de I’émission.
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Ainsi, une plus grande efficacité de détection sera obtenue pour une surface de détecteur plus
importante que pour une distance échantillon — détecteur donnée ou pour une distance
échantillon — détecteur plus faible dans le cas d’une surface de détecteur donnée.

Le fait de rapprocher le détecteur de I’échantillon est donc un moyen d’augmenter le taux de

comptage.

5. 1. 2. Angle "take-off”

L’angle "take-off” (ou TOA) est ’angle entre la surface de 1’échantillon et la direction du
rayonnement X émis en profondeur en un point de 1’échantillon. Pour un TOA faible, le
chemin parcouru par le rayonnement X sera plus important que pour un TOA élevé. La

photoabsorption (absorption des photons X par les atomes de la cible) sera donc plus
importante dans le premier cas que dans le second.

Le minimum de photoabsorption est obtenu pour un TOA égal ou supérieur a 30°. C’est pour
cette raison qu’il est préférable de travailler avec un TOA de I’ordre de 30°. Dans le cas d’une
analyse quantitative sans témoin, le TOA doit étre déterminé avec précision pour effectuer la

correction de photoabsorption.

5. 1. 3. Inclinaison de l’échantillon

L’inclinaison de I’échantillon permet d’analyser un volume plus proche de la surface.

5. 2. Tension d’accélération

La tension d’accélération va déterminer, pour un échantillon donné, le volume analysé et donc
la résolution spatiale de I’analyse.

Dans le cas ou la composition de I’échantillon est connue, la tension d’accélération doit étre
choisie de fagon qu’elle soit deux fois supérieure au seuil d’absorption de la raie la plus
énergétique a analyser.

La valeur de la tension d’accélération peut affecter ie rapport d’intensité des raies d’un méme

¢lément.
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5. 3. Analyse quantitative sans témoin

Dans ce cas, il n’y a pas de probleme particulier 1ié aux conditions expérimentales, puisque
les rapports d’intensité s’effectuent pour des pics d’un méme spectre. 1l faudra éviter de
considérer des raies de séries différentes (voir paragraphe 4. 2.).

Etant donné que les rapports d’intensité sont calculés pour un méme spectre, ’analyse
quantitative sans témoin fournira toujours des concentrations normalisées a 100. Il n’y a pas

moyen de vérifier que des éléments aient pu étre oubliés.
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ANNEXE 3

Etat vitreux et température de transition vitreuse
(Ta)

La maniére classique de produire un verre consiste a refroidir un liquide suffisamment
rapidement pour que la cristallisation n’ai pas le temps de se produire. L’accroissement
continu de la viscosité lorsque la température diminue a pour résultat un figeage progressif du
liquide jusqu’a sa solidification finale.

Pour étudier ce processus avec plus de précision, il est commode de suivre I’évolution d’une
variable thermodynamique, telle que par exemple le volume V, I’enthalpie (H) ou la capacité

calorifique a pression constante (Cp), en fonction de la température (Figure 1).

Liquide

Liquide
surfondu

Y ou H ou Cp

Cristal

Tg Tf

Température

Figure 1 : Variation du volume, enthalpie ou capacité calorifique en fonction de la

température
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En partant d’un liquide a température élevée, I’abaissement de température provoque d’abord
une contraction. Lorsque [’on atteint le point de solidification (ou de fusion) Tf, deux
phénomeénes peuvent se produire, ou bien le liquide cristallise, ce qui a pour effet d’introduire

une discontinuit¢ AV, (généralement une contraction) dans la courbe, ou bien la

cristallisation peut étre évitée, le liquide passant a I’état surfondu. Dans ce cas, le point
représentatif décrit une portion de courbe prolongeant celle du liquide, I’extrapolation se
faisant sans discontinuité au passage par la température Tf. Tout se passe alors comme si le
systéme ignorait le point de fusion.

Dans le premier cas, a la fin de la cristallisation, lorsque la température continue de baisser, le
solide cristallin se contracte de nouveau, la pente de la courbe étant toutefois inférieure a celle
du liquide initial (environ 1/3). Dans le deuxiéme cas, 1’abaissement de la température
provoque d’abord une contraction du liquide surfondu avec un coefficient identique a celui du
liquide primitif, puis a partir d’une certaine température notée Tg, la pente de la courbe
diminue pour devenir voisine de celle du solide cristallin. Ce coude dans la courbe de
refroidissement marque le passage du liquide surfondu au verre, la température Tg étant
appelée température de transition ou de transformation vitreuse. La viscosité du liquide
décroit continuellement lorsque la température s’abaisse, le passage par Tg correspond a une

viscosité voisine de 10" poises (soit 10'* Poiseuilles = 10'* kgm™.s™ = 10'* Pa.s).

Si a la place de V, on considére d’autres variables physiques permettant de caractériser le
systeme (coefficient de dilatation, masse volumique, indice de réfraction...), on constate dans
tous les cas une continuité entre le liquide et le liquide surfondu au passage par Tf mais par

contre un accident dans la courbe permettant de situer Tg.
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ANNEXE 4

Les différentes possibilités d’utilisation des biocéramiques’
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ANNEXE 5

Diffraction des Rayons X en montée de température’
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Résumé : Elaboration et analyses structurales de verres bioactifs macroporeux.

Le travail porte sur I'étude de verres bioactifs a base de SiO,, CaO, Na,O et P,Os et se décompose en
trois parties.

Af|n de relier Ia structure et la bioactivité, une étude structurale de ces verres a été réalisée par RMN
du °Si et du *'P. Cette étude a permis de montrer que I'ajout progressif de phosphore engendre une
polymérisation progressive du réseau silicate et modifie Iégérement la nature chimique des entités
phosphates.

La deuxiéme partie concerne I’élaboration d’un verre bioactif macroporeux a porosité contrélée en
transposant le « Procédé d’elaboration de substituts osseux synthétiques d’architecture poreuse
parfaitement maitrisee » au verre 43,65Si0,-22,795Ca0-30,555Na,0-3P,0:s. Cependant la
densification par traitement thermique engendre la cristallisation partielle du verre. La RMN du ®Na a
permis de confirmer la formation d’'une vitrocéramique.

La troisiéme partie concerne |'évaluation de la bioactivité in vitro ainsi que des essais préliminaires de
cytocompatibilité du verre initial et de la vitrocéramique correspondante. Les analyses Infra Rouge
réalisées sur les surfaces des échantillons plongés dans du fluide physiologique simulé (SBF) ont
montré que la vitrocéramique est plus bioactive que le verre : I'apatite s’est formée aprées 5h15
d'immersion pour la vitrocéramique contre 10h15 pour le verre. Les tests de cytocompatibilité ont mis
en évidence une non cytotoxicité du verre et de la vitrocéramique.

Cette étude a ainsi permis de corréler la structure des verres a leur bioactivité. A partir d’'un verre trés
bioactif, il a également été possible d'élaborer une vitrocéramique macroporeuse a porosité controlée,
avec ce meiileurs résultats de bioactivité in vitro.

Mots Clés :

Bioverres, bioactivité Vitrocéramique

Verres silicatés de calcium et sodium avec ou sans phosphore Spectroscopie Infra Rouge
Macroporosité Cytocompattblllte
Hydroxyapatite carbonatée (HAC) RMN %°Si, RMN *'p

Abstract : Elaboration and Structural Analysis of macroporous bioactive glasses

The work concerns the study of bioactive SiO,, CaO, Na,O and P,Os glasses and presents three
parts.

In order to connect the structure and the bioactivity, a structural study of these glasses was carried out
by *°Si and *'P NMR. The study allowed to show that the progressive phosphorus addition generates
an increasingly important polymerization of the silicate network and modifies slightly the phosphate
entities chemical nature.

The second part relates the macroporous bioactive glass elaboration with controlled porosity by
transposing the « Procede d’élaboration de substituts osseux synthétiques d’architecture poreuse
parfaitement maitrisée » to 43.65Si0,-22.795Ca0-30.555Na,0-3P,05 glass However, the
densification by heat treatment generates a partial crystallization of the glass. The **Na NMR confirms
the glass-ceramic formation.

The third part relates to the in vitro bioactivity evaluation as well as preliminary cytocompatibility tests
of for the initial glass and the corresponding glass-ceramic. The Infra Red analysis, made on the
samples plunged in simulated body fluid (SBF), showed that the glass-ceramic is more bioactive than
the glass: apatite was formed after 5h15 immersion for glass-ceramic against 10h15 for glass. The
cytocompatibility tests put in evidence no cytotoxicity of the glass-ceramic.

This study thus allowed to correlate the glasses structure to their bioactivity. From a very bioactive
glass, it was also possible to elaborate a macroporous vitreous ceramic with controlled porosity and
with better in vitro bioactivity results.

Key words :

Bioglasses, bioactivity Glass-ceramic

Silicate glasses of calcium and sodium with or whitout phosphorus Infra Red spectroscopy
Macroporosity Cytocompatibility
Hydroxycarbonate apatite (HCA) Si NMR, *'P NMR
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