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Introduction générale

I ntroduction général

A cause des traumatismes ou de certaines pathologies, |e squelette osseux peut subir des fractures ou
des pertes de substance qui peuvent ainsi altérer une ou plusieurs fonctions du tissu osseux. Quand le
défaut osseux est grand, I’ autoréparation devienne tres difficile et des fois impossible. Cela a poussé
les chirurgiens a remédier a ces problemes par une reconstruction ou un remplacement du site osseux
endommagé par des matériaux synthétiques qui doivent étre biocompatibles et doté de propriétés
mécaniques similaires a celles de I'os afin d'éviter tout risque d'intolérance ou de rejet par
I’ organisme. Parmi les matériaux susceptibles d’ étre utilisés comme implants ou pour |e comblement
osseux en milieu biologique, on trouve les verres bioactifs.

Pour cela, letravail de ce mémoire est consacré al’ éude de laréactivité du verre quaternaire
Si0, -Ca0- NapO-P,Os synthétisé par lavoie de fusion en utilisant laRMN du solide.

On a réalisé des tests in vitro sans cellules dans une solution physiologique simulé (SBF) car ils
constituent une approche préliminaire du comportement d’un biomatériau en donnant une premiere
évaluation de la bioactivité des matériaux. La capacité des matériaux étudiés de former une couche
d’ hydroxyapatite lors du contact avec des fluides biologiques synthétiques encouragents les tests in

ViVo.
Le mémoire englobe deux parties distinctes : la partie théorique et la partie expérimentale.
La partie théorique est constituée de deux chapitre :

U Lepremier chapitre est consacré aux généralités sur les biomatériaux. On a cité les différents
domaines d’ application de ces matériaux selon leur réaction quand ils sont implantés dans le
corps humain. En plus ,on a décrit les différents biomatériaux utilisés pour le comblement
osseux . Une description de la structure de I’ os a été détaillée.

U Le deuxiéme chapitre est consacré a décrire les verres bioactifs. Suite a des généralités sur
les verres (définition et leurs structures), on a décrit les deux méthodes principales de
synthése : fusion et sol-gel. A lafin, on a exposé les altérations structurales produites lors
d immersion dans une solution physiologique.

La partie expé&imentale englobe les techniques expé&imentales utilistes et les résultats

expérimentaux, elle est repartie en deux chapitres :
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U Le troisieme chapitre donne une description de la méthode de synthese de verre bioactif par la
voie fusion. Ainsi, on a décrit les différentes techniques utilisées pour la caractérisation de
matériau étudié.

U Le quatrieme chapitre est consacré a I’ étude de la réactivité de verre 5254 aprés immersion

dans le SBF par RMN du solide suite a une éude de la cinétique de la formation de HAC ala
surface des verres immergés par d’ autre méthodes.

Enfin, une conclusion générale résume les plus importants résultats de ce travail.
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Chapitrel: Généralités
1- Introduction

L e squel ette osseux, qui constitue la charpente du corps humain, peut subir des fractures ou des pertes
de substance. Ces pertes, induites par des traumatismes ou par certaines pathologies peuvent ains
altérer une ou plusieurs fonctions du tissu osseux. Les chirurgiens tentent de remédier a ces problémes
par une reconstruction ou un remplacement du site osseux endommagé, le comblement de perte de
substance ou la reconstruction osseuse a longtemps nécessité le recours aux autogreffes (prél évements
de tissu sur I'individu) ou aux allogreffes (prélévements de tissu sur un individu de la méme espéece
vivant ou mort). Mais I’ utilisation des autogreffes pose des problémes de morbidité, de qualité et de
guantité d’ os disponible. Ainsi, I’ accessibilité des banques osseuses, |a disponibilité des greffons et les
risques potentiels de transmission d’ agents pathogenes ont limité I’ utilisation des alogreffes [1]. Ces

limites ont constitué le moteur de larecherche et du développement des biomatériaux tels que:

@ Lescéramiques au sens large.
@ Lespolymeres et lamatiere molle.
@ Lesmatériaux d origine naturelle.

@ Lesmétaux et aliages métalliques.

Ces derniers doivent étre biocompatibles et dotés de propriétés mécaniques et physico-chimiques leur
permettant d’ éviter tout risque d’intolérance ou de rejet par I’ organisme. Le domaine de recherche des
biomatériaux est un domaine multidisciplinaire ou on peut trouver le physicien (propriétés
mécaniques et I'analyse: RMN), le chimiste (synthese) et le biologiste (tests) et le mathématicien
(modéisation).

Ces chercheurs essayent toujours de trouver le biomatériau conforme pour réparer ou combler un site
osseux. Le choix d'utiliser un des biomatériaux est basé sur les propriétés mécaniques, la capacité de
former un lien biochimique stable entre I'implant et I’ os héte, le site a combler ou aréparer, le sexe et
I’&ge du patient. L’ implant doit en plus de former a sa surface |”hydroxyapatite biologique avoir des

propriétés mécaniques proches a celles du I’ os pour éviter la création des fissures et sa propagation.
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2- Définitions

2.1- LesBiomatériaux

Selon la définition du consensus de Chester (1991), un biomatériau est un matériau destiné a étre en
contact avec les tissus vivants et /ou les fluides biologiques pour évaluer, traiter, modifier les formes
ou remplacer tout tissu, organe ou fonction du corps. Ces matériaux doivent, d'un part satisfaire a
des caractéristiques physico-chimiques appropriées au site d implantation et alafonction aremplir, et
d’autre part étre biocompatibles. La notion de biocompatibilité d'un biomatériau est définie par

I’ acceptation tissulaire de I'implant par I’ organisme [2].

2.2- Bioactivité

Labioactivité est liée ala modification de la surface du matériau avec laformation de I hydroxyapatite
carbonatée suite a la dissolution, précipitation et les réactions d’ échanges avec |’environnement
physiologique [3,4]. Le lien formé entre le matériau et le tissu vivant permet la fixation et la

stabilisation de |’ implant ou la prothése [4].

2.3- Ostéoconduction

C'est la propriété passive d'un matériau a recevoir la repousse 0sseuse, par invasion vasculaire et

cellulaire apartir du tissu osseux receveur au contact de ce matériau [1,5].

2.4- Ostéofor mation

Correspond a la construction de la matrice osseuse par des cellules ostéoformatrices que sont les
ostéoblastes (cellule qui fabrique du collagéne et forme autour d’'elle une matrice qui se calcifie

ensuite) [5].

2.5- Ostéoinduction

Correspond ala capacité d’ induire laformation osseuse en site extra osseux [1,6]
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3- Lesgreffes osseuses

L’ os est le meilleur substitut de comblement osseux. Il est le seul a présenter I’ ensemble des propriétés
requises pour une parfaite intégration du substitut osseux. Il existe différents types de greffes osseuses,

qui peuvent étre classées selon I’ origine du greffon [7].

3.1- Lesautogreffes

L’ autogreffe est une greffe ot donneur et receveur sont la méme personne. Le taux de réussite de ce
type de greffe est maximal, éant donné que le complexe majeur dhistocompatibilité (CMH) du
donneur et du receveur est le méme. Aucune réaction immunitaire n'est déclenchée. Cependant,
I"autogreffe implique la réalisation d'un second site opératoire et certains patients disposent d un

capital osseux insuffisant pour ce type de greffe.

3.2- Lesallogreffes

Les allogreffes sont les greffes les plus courantes. Elles concernent les cas ou donneur et receveur font
partie de la méme espece biologique mais, étant deux individus distincts, donneur et receveur
possedent des CMH différents. Dans ces cas, la greffe sSaccompagne dun traitement
immunosuppresseur visant a prévenir le regjet de la greffe. Plus les CMH sont ressemblants, plus la
greffe a des chances de réussite. Ces greffes sont régies par les lois bioéthiques de 1994 et impliquent
le respect du corps humain (consentement et anonymat du donneur).

3.3- Lesxénogreffes
La xénogreffe désigne la transplantation d'un greffon ou le donneur est d'une espéce biologique
différente de celle du receveur. Le greffon subit préalablement une série de traitements afin d’ éliminer

toute trace d’ agent infectieux.

4- Propriétés et classifications des biomatériaux

4.1- Biocompatibilité d'un comblement osseux

La biocompatibilité est la propriété essentielle que doit posséder tout matériau utilise comme
biomatériau de comblement osseux. La notion de biocompatibilité a longtemps été réduite a |'absence
de processus de dégradation et de rejet du biomatériau implanté. Aujourd'hui, elle doit permettre
d'apprécier la sireté et I'efficacité a long terme d'un biomatériau. Une premiere proposition en 1987
définit la biocompatibilité comme "la capacité d'un matériau a étre utilisé avec une réponse appropriée

de I'h6te dans une application spécifique" [8]. Une définition plus compléte est ensuite proposée en

5
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1998 et définit la biocompatibilité comme "I'ensemble des interrelations entre le matériau et le milieu
environnant, et leurs conségquences biologiques locales ou générales, immédiates ou différées,
réversibles ou définitives' [9].

Ainsi, I'é¢ude de la biocompatibilité d'un matériau consiste en la compréhension globale des
mécanismes interactifs entre le matériau et le milieu biologique environnant. Biocompatible signifie
d'une part que le matériau n'est pas a l'origine de phénomeénes locaux ou systémiques néfastes pour la
santé du receveur et d'autre part que les tissus receveurs et les liquides interstitiels ne sont pas
susceptibles d'atérer le matériau (sauf lorsque cela est souhaité) au détriment de ses propriétés
mécaniques, de ses qualités intrinséques générales ou au risque de générer des produits de dégradation

ou de corrosion toxiques.

4.2- Classification des biomatériaux en fonction de I'interface formée avec lestissus

L'intégration d'un matériau de comblement osseux peut étre corrélée aux différents phénomenes qui se
produisent a l'interface tissu osseux/implant. En effet, aucun matériau implanté dans un organisme
vivant n'est totalement inerte: une réponse des tissus vivants est toujours observée [10]. Ainsi, en
fonction des différentes réponses observées, Larry Hench a proposé une classification des substituts
0SSeux en quatre catégories [7].

4.2.1- Biomatériaux inertes

La réponse tissulaire a un implant inerte ou biologiquement inactif, est la formation d'une capsule
fibreuse non-adhérente. Aucune réaction inflammatoire n'est observée, mais aucune liaison ne se
développe entre les tissus osseux et I'implant. L'épaisseur de cette couche fibreuse protectrice dépend
du type de biomatériau inerte, du lieu dimplantation ou encore des contraintes mécaniques. La fixation
observée est morphologique car la matrice osseuse saccroche aux irrégularités de surface du matériau.
Cependant, a long terme, I'interface tissus osseux/implant finit par se détériorer dans la plupart des cas
et une intervention chirurgicale est nécessaire pour retirer I'implant (probléme rencontré pour les

prothéses de hanches par exemple).

4.2.2- Biomatériaux toxiques

Ils empoisonnent I’ environnement biologique direct lorsqu’ils sont introduits dans le corps humain.
Cela pouvant conduire ala nécrose des tissus. Les aliages contenant le cadmium, vanadium et autres
éléments toxiques, les aciers et |es carbures sont classés comme des matériaux toxiques.
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4.2.3- Biomatériaux bioactifs
Formation d'un lien biochimique direct avec la surface du matériau accompagné d’'une croissance

libre. Par exemple: hydroxyapatite dense, phosphate trical cique et certains verres bioactifs.

4.2.4- Biomatériaux résorbables

Les biomatériaux résorbables sont une solution aternative aux problemes rencontrés lors des
implantations a long terme en permettant la régénération des tissus osseux. En effet, ce type de
biomatériau, une fois implanté, se dégrade suite aux activités enzymatiques, cellulaires ou encore
bactériennes. Sa disparition seffectue au profit d'un remplacement a terme par les tissus osseux. Les
produits de dégradation du matériau, évacués par voie rénale ou métabolisés, ne doivent présenter
aucune toxicité. Néanmoins, il est nécessaire que la cinétique de résorption de ces matériaux soit
proche de la cinétique d'ossification. Cette derniére condition est particuliérement difficile aremplir et
nécessite une étude approfondie, préalable a leur implantation.

5- Domaines d’application des biomatériaux
Les biomatériaux ont été développés pour préserver I'intégrité et le confort de vie des personnes
souffrant de déficiences fonctionnelles graves ou victimes d accidents. L’'objectif de leur
développement est de permettre la fabrication de dispositifs d’assistance corporelle capables de
suppléer les fonctions des organes | ésés.
Actuedlement, les biomatériaux représentent, au niveau international, un enjeu socia considérable
(plus de 5% de la population est porteuse d’un biomatériau implanté) et un enjeu économique trés
important (marché mondial de plus de 30 milliards d’ euros en 2002). De plus, avec I’ augmentation de
la durée de vie moyenne de |"homme, cela va continuer d’augmenter et d’ obliger a I’ éaboration de
biomatériau avec une durée de vie plus importante (plus de 75% des prothéses ont une durée de vie de
15 ans seulement) [11]. La chirurgie réparatrice et celle de la suppléance fonctionnelle constituent les
domaines d’ applications les plus importants des biomatériaux cependant, il existe d' autres spécialités
médicales que ont recours al’ emploi de matériaux appelés a étre au contact de milieux biologiquestels
que les outils d’investigation ou d'intervention endoscopique [12].
Ces matériaux sont utilisés dans divers domaines parmi eux on trouve [6] :

U Ophtalmologie: lentilles et les implants.

U Odontologie- Stomatologie: les matériaux de comblement dentaire et osseux et la

reconstruction maxillo-faciale.
U Chirurgie orthopédique: les protheses articulaires (hanche, coude...) et la réparation de

fractures (vis, plaques, ...).
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U Cardiovasculaire: lesvalves cardiaques et le coaur artificiel.
Urologie/ Néphrologie: les dialyseurs et lerein artificiel portable.
Endocrinologie-Chronothérapie: le pancréas artificiel et les systémes de libération contrdlée de
meédicaments.

U Chirurgie esthétique: matériaux et implants pour chirurgie esthétique.

6- Composition et structure du tissu osseux

6.1- structuredel’os

L’ os est un matériau composite naturel, compose d' une phase organique (principalement du collagene
de type | plus diverses protéines en faibles quantités) et d une phase minérale constituée d’ apatite
carbonatée [13]. C’'est un matériau vivant, en constant remodelage, grace a |’ action principal e de deux
types cellules: les ostéoclastes qui participent a la résorption osseux (dissolution du minérale et
dégradation de la matrice organique) et les ostéoblastes qui reforment e tissu osseux.

Ce couplage résorption \ reconstruction, équilibré chez un adulte sain, permet de garantir le
développement et la régénération d'un tissu osseux de qualité, de réguler constamment la masse
osseuse et d’'adapter la morphologie de I'os aux stimuli de son environnement (par exemple aux
contraintes mécaniques ) [14,15]. Il lui conféere également ses propriétés uniques d’ autoréparation qui
lui permettent, si le défaut est de taille minime, de se régénérer sans cicatrice. En d’ autres termes, le
remodelage osseux permet au sguelette humain, composé de 206 os, d'assurer la totalité de ses
diverses fonctions en étant tout alafois:

- Une structure rigide et mobile capable de défier la gravité et de supporter des charges mécaniques.

- Un bouclier qui protege les organes internes.

- Un support rigide pour les attaches musculaires.

- Un réservoir pour les nutriments dont le corps a besoin, notamment le calcium : la régulation de la
concentration en ions calcium dans le plasma sanguin est accomplie principaement gréace a
I’ équilibre entre la formation osseuse (qui transfere des minéraux du sang vers I'os) et la résorption
osseuses (qui transfere des minéraux de I’ os vers le sang). Notons que le calcium n’est pas libéré de

I’ostel quel maisqu'il s agit plutét de larésorption entiére d unités structurelles osseuses [16].

6.2- Différentstypesd’osdu point de vue macroscopique
On peut distinguer deux types d architectures osseuses:. I’os cortical (ou os lamellaire) et |'os

spongieux (ou ostrabéculaire).



Chapitrel Généralités

6.2.1- L' oscortical

L’ os cortical possede une structure trés hiérarchisée a diverses échdlles ((fig. I-1 (a-b)). 1l est composé
de fibres de collagéne sur lesquelles se développent les cristaux du minéral osseux. Ces fibres sont
collées paralldlement les unes aux autres et forment ainsi des lamelles, I’ enroulement concentrique de
ces dernieres constitue des ostéons, traversé en leur centre par un réseau de nerfs et de vaisseaux
sanguins tridimensionnel. L’empilement compact des ostéons permet a I'os cortical d' assumer la
majeure partie du soutien mécanique et de lafonction protectrice du squel ette.

6.2.2- L’ 0s spongieux ou trabéculaire

Si I’ os cortical a une structure dense et microporeuse (avec des pores de | a 10 um), I’ os trabéculaire,
schématisé sur lafig. (I- 1 (b)) , posséde en revanche une structure macroporeuse (pores de 200 a 400
pum), qui lui confére des propriétés structurelles et fonctionnelles différentes, et lui offre en particulier
une importante surface déchange avec les fluides [17]. L'os trabéculaire prend donc plus

particuliérement part aux fonctions métaboliques telles que I’ homéostasie du calcium.

pisrgste osteon

naldvascuale

Figurel-1: Typesd’ os.

(@) : lastructuredel’os cortical ;(b) la structured’un os spongieux [17].

6.3- Composition del’os naturel

L’ os naturel est approximativement composé de 67 % de phase minérale, 21 % de phase organique et
12 % d'eau [18].

6.3.1- Phaseorganique: cellules et matrice organique

a- Cdlules osseuses

U Ostéoblaste : cellule mononuclée de 15 a 80 um [18,19] de diamétre. Cette cellule n’est jamais

isolée mais des alignements épithélioides d’ ostéobl astes sont rencontrés a la surface osseuse.

9
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L’ ostéoblaste est la cellule chargée d une part de la synthése de la nouvelle matrice osseuse
(appel ée ostéoide) et d'autre part de la calcification (germination de cristaux d’ apatite).

U Ostéocyte : Les cellules occupant les lacunes dans la matrice osseuse. Ce sont des cellules
longues et minces (30 um sur 10 um). lls sont en fait des ostéoblastes transformés en cellules
de base du tissu osseux apres |’ élaboration de la matrice minéralisée [20]. Ils participent au
maintien de la matrice osseuse et a I’homéostasie de la calcémie, aors que leurs capacités de
synthése et de résorption sont limitées [21].

U Ostéoclaste: cellule géante de 100 um de diametre, multinucléé, d origine hématopoiétique
(véhiculée par le sang) et généraement disposée au contact d une zone de matrice osseuse
minéralisée. Elle est responsable de la résorption du tissu osseux calcifié: dissolution du
minéral et dégradation de la matrice organique [20,22,23].

b- Lamatrice organique:

U Lesfibres collagénes: Le collagéne représente presque la totalité de la matiére organique de
I’ 0s (90%) dépourvu de sa substance lipidique. L’ unité de base du collagéne est la molécule de
tropocollagéne. Les molécules s ordonnent paraléement entre elles selon une organisation
précise. La nucléation des cristaux d apatite débuterait au niveau des espaces entre les
molécules de tropocollagéne. La formation des fibrilles de collagéne, en se groupant en

faisceaux épais, donne naissance aux fibres collagénes [19,23].

U La substance fondamentale: elle est composée de lipides et de protéines non collagéniques,
qui interviennent dans le processus de minéralisation. Ils interviennent dans le processus de
minéralisation osseuse en se liant au calcium et en le fixant sur les cristaux d’hydroxyapatite
[18,23].

6.3.2- Composition minérale

La phase inorganique dans I’ os s apparente a |’ hydroxyapatite de formule chimique «c )Y )
[24]. L’ apatite de I’ os est un phosphate de calcium déficient dont le rapport molaire (CalP) varie de
1.37 a1.87 [25,26]. En plus, €elle est caractérisée par un désordre intérieur du cristal et la substitution
de différents d'ions en petites quantités comme le sodium, magnésium et d’autres éléments traces
[24,27,28], comme il est présenté dans le tableau |-1. L'os n'est pas vraiment analogue a
I” hydroxyapatite mais plutdt a une apatite carbonatée de type A-B [29,30] qui contient des é éments
majores (Ca et P) et d’ autres éléments traces qui jouent un réle important sur sa bioactivité [31]. La

composition de I’os dépend du site, de I’ age, du régime alimentaire et de la présence des maladies.
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Dans certains états physiologiques (la vielllesse et la grossesse), quand e métabolisme du calcium est
impliqué, les éléments traces se libérent trés rapidement en se transportant par le sang vers d’ autres
sites[31].

Tableau |- 1: Composition minérale del’ os (pour centage massique).

Référence | [Ca] | [P] | [Na | [Mg] | [K] | Sr,Zn,Cu F Cl | (CaP) (enmole)
[27] 26.7 | 125 | 0.73 | 0.44 | 0.06 | Sr=0.04 | 3.48 | 0.07 | 0.08 1.66
[29] 367 | 160 | 0.77 | 046 | _ ~ 8.00| 0.04 | _ 1.77
[30] 340 | 150 | 0.80 | 0.50 | 0.20 _ 160| 008 | 0.2 1.75
[31] 245 | 115 | 0.70 | 0.55 | 0.03 traces | 5.80 | 0.02 | 0.10 1.65

Les données présentées dans le tableau 1-1 montrent les nombreux minéraux présents dans le tissus

: ),

le carbone ( ) et I'oxygéne ( : , ). Lesteneurs en sodium , magnésium et

osseux. Les quatre éléments qui sont prépondérants sont le calcium, le phosphore (

chlore varient de maniére importante suivant le tissu considéré. Les autres éléments, tels que le fluore,
le strontium et |e potassium, font office de traces[29].
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Chapitrell : Lesverresbioactifs

1- Introduction

Les verres bioactifs ont été découverts par Larry Hench en 1969 [32]. Son but était de mettre au point
de nouveaux matériaux qui seraient parfaitement intégrés dans le corps humain. Les principatix
proviennent du systéme - - - car ils se combinent facilement a I'os. Le
bioverre® 45S5, de composition massique: 45 % , 24,5 % , 24,5 % et 6 % aété
le premier verre bioactif développé. Cette composition est tres proche de I’ eutectique du diagramme
ternaire - CaO- et les premiers essais in vivo ont été réalises dans des fémurs de rats [33].
Aprés 6 semaines d' implantation, le bioverre® était parfaitement intégré aux tissus osseux et il était
impossible de retirer les implants. Les liaisons verre-os ne sont possibles que si |es verres comprennent
moins de 40 a 50 % de silice ( ). Lorsque la quantité de silicate est supérieure, il se forme une
capsule fibreuse autour de I'implant empéchant la formation d’ un lien avec I’os [34]. Laformation du
lien chimique a I'interface verre-os se base sur la présence des groupements Si-OH a la surface de
I'implant. En effet ces groupements induisent la formation de I’ apatite qui permet un accrochage
chimique de I'implant (verre bioactive) a |’ os. Les verres bioactives constituent une large variété de
matériau. Cette variété est du a la composition et la structure des verres. L’insertion des implants ne
peut s exécuter dans des zones soumises a des importantes contraintes mécaniques du fait de leur
fragilité. Pour paier a cette propriété, on effectue un traitement thermique pour obtenir une

vitrocéramique.

2- Généralitéssur leverre
2.1- Définition
Le verre est un produit inorganique issue de la fusion d’un mélange qui sest refroidie a un éat rigide
sans se cristalliser. 1l n'y a aucune discontinuité des propriétés physiques quand le refroidissement
s effectue rapidement a partir de point de fusion et la diffraction de rayon X ne montre aucune
régularité du réseau cristallin. La température de la vitrification ne peut pas étre définie avec la méme
précision que le point de fusion. Bien qu’il existe plusieurs définitions pouvant ére données pour un
verre. Des nombreuses définitions du verre sont rapportées selon différents points de vue [35]:

U Définition courante: solide obtenu par le figeage d'un liquide.

U Définition structurale: un verre est un solide non cristallin. On peut aussi dire que le verre est

formé par un assemblage tridimensionnel désordonné de groupements structuraux

fondamentaux, semblables a ceux de l'éat cristallin.
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U Définition thermodynamique: il sagit d'un matériau hors déquilibre, dont I'énergie est
supérieure a celle des produits cristallisés correspondants et dont le retour a une situation plus

stable (cristallisation) ne peut pas se faire qu’ apres des durées considérabl es.

2.2- Propriétésdu verre

Le verre est un solide amorphe présentant le phénomene de transition vitreuse [35]. L’ état physique
correspondant est appelé état vitreux. De ce fait, le verre présente un désordre structural important. Sa
structure microscopique est telle qu'il n'existe aucun ordre a grande distance dans un verre. |l peut
méme étre vu comme un "réseau” tridimensionnel, semblable a celui d'un cristal, mais dans lequel seul

|'ordre a courte distance est conservé.

2.2.a- Définition del'état vitreux

Le phénomene de la transition vitreuse est bien illustré par I’évolution du volume en fonction de la
température. Lors du refroidissement, un liquide peut se trouver a une température inférieure a la
température de fusion T; dans un état métastable de surfusion. Le comportement thermique du verre
peut étre décrit par I’évolution de variables thermodynamiques telles que le volume spécifique ou
I’enthalpie en fonction de la température (fig. 11-1). En abaissant la température d’un liquide jusqu’a
son point de fusion T;, certaines grandeurs thermodynamiques comme le volume V ou |’ enthalpie H
décroissent de facon réguliere (fig. 11-1). Lors du refroidissement d'un liquide en dessous de sa
température de fusion T; la viscosité n augmente. Si |e refroidissement est tres rapide, la cristalisation
n'a pas le temps de se produire et un liquide surfondu est obtenu. Aucune discontinuité dans
I’enthalpie H n'est alors observée a Ty et sa pente reste constante [35]. En poursuivant le
refroidissement, |a viscosité du liquide augmente de fagon exponentielle et le liquide surfondu devient
quasiment solide. Lorsqu’elle atteint 10™ poises, |a rigidité empéche les mouvements microscopiques
locaux et on observe un changement de pente de I’ enthalpie (la pente devient presque la méme que
pour celle du composé cristalisé). La température a la quelle se produit ce changement s appelle
température de transition vitreuse, Tg. Pour une température inférieure a T, le matériau est un solide
avec un désordre structural proche de celui d'un liquide : c'est un verre. Le désordre, et donc
I’entropie, est plus élevé dans un verre que dans un cristal. D’un point de vue thermodynamique; le
verre est dans un état métastable puisque I'état d’énergie minimae éant I'état cristallisé. La
température de transition vitreuse Tq est une propriété intrinséque du verre, elle dépend d’une part de
la nature du matériau et d autre part de son historique de formation (conditions de température et

pression).
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Figurell-1: Phénoméne detransition vitreuse.

En particulier, elle dépend de la vitesse de refroidissement utilisée lors de latrempe: plus e liquide est

refroidi rapidement, plus latempérature T est élevee.

2.2.b- Lesréeglesde Zachariasen pour laformation desverres

Le verre est un réseau tridimensionnel manquant de la périodicité avec une teneur en énergie
comparable a celle du réseau en cristal correspondant. De cette condition, Zachariasen a dérivé quatre
régles de formation des verres [36]:

1- Le nombre d’ oxygenes entourant |’ atome A doit étre 3 ou 4.

2- Aucun oxygene ne doit étre lié a plus de deux cations A.

3- Les polyédres peuvent avoir des sommets communs mais pas d’ arétes ni de faces communes.

4- Au moins trois sommets de chague pol yedre doivent étre partagés avec d’ autres polyedres.

La figure 11-2 représente la structure de la silice (SIO,) cristalline (sous sa forme cristobalite) et celle
delasilice vitreuse. Dans ces deux cas, chaque atome de silicium est lié avec quatre atomes d'oxygene
et forme ains des tétraédres SiO,. Dans la silice cristaline, le réseau du verre est constitué d’un
arrangement régulier des tétraédres SiO, joints par les sommets. Le réseau de la silice vitreuse est
formé par les mémes tétragdres SiO4 joints par les sommets, mais cette fois organises de maniére

anarchique [35].
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Figurell-2: Représentation 2D desréseaux de silice cristalline et vitreuse [37].
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Le tableau I1-1 montre les oxydes formateurs et modificateurs de réseau vitreux [38].

Tableau I1-1: les oxydes formateurs et modificateurs deréseau vitreux.

Les oxydes formateurs de réseau

L es oxydes modificateurs de réseau

- sont les oxydes simples: , , ,
- La liaison entre les tétragdres voisins se fait
par l'intermédiaire d'un oxygene, sommet
commun a deux tétraedres.

- appel é cet oxygene, oxygene « pontant».

- sont essentiellement les oxydes alcalins

- L'oxygéne, porteur d'une charge éectronique
excédentaire, n'éablit plus la liaison entre
tétraedres voisins.

- a appelé cet oxygene, oxygene « non
pontant» (Fig. I1-3).

Notant qu’un ion sodium associé a un oxygene non pontant est plus mobile qu'un ion

deux oxygenes non pontant assurant la neutralité électrique.

Figurell-3: Réseau d’un aluminosilicate en présence des oxydes modificateurs CaO et Na,O

Certains oxydes, suivant la composition du verre, se comportent, soit comme des formateurs de réseau,
soit comme des modificateurs. Ces oxydes, appelés intermédiaires, sont Al,Os, Fe;,03, PO, TiO; et

ZnO.

[37].
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3- Méhodesde synthésedu verre

3.1- Synthése par fusion

La méthode classique de synthése des verres est |a fusion a haute température. Dans le cas des verres
bioactifs, un mélange d'oxydes, avec / comme formateurs de réseau et CaO/ comme
modificateurs de réseau, est fondu a des températures comprises entre 1000 et 1400°C. Si la vitesse de
refroidissement est suffisamment élevée, la cristallisation pourra étre totalement évitée. La viscosité
du liquide croit progressivement au fur et a mesure que la température baisse. On appelle dans ce cas
leliquide qui S est figé sans cristalliser « un verre » ou on dit qu'il est passé al’ état vitreux.

Larry Hench a commencé par étudier le diagramme ternaire - CaO- dans lequel il a gouté
systématiquement 6% en masse de [34]. Cependant, la bioactivité n'a été observée que pour
certaines compositions, ce qui limite les variations de proportions en , CaO et .l aains éé
possible de distinguer 4 zones sur le diagramme ternaire - CaOo- , qui présentent des

propriétés différentes (fig. 11-4) [39].

Figurell-4: Diagrammeternaire du systeme -CaO- avec 6 % en masse de [ 1

La zone A est la zone de bioactivité; des liaisons chimiques a I’ interface verre/os sont créées en moins
de 30 jours. Les verres dont les compositions appartiennent ala zone B sont inertes; leur réactivité est
trop faible et aucune liaison ne se forme entre I’ os et le verre. La zone C est la zone de résorbabilité;
les verres se dissolvent au contact des fluides biologiques. Enfin, il n’est pas possible de préparer des
verres avec compositions appartenant ala zone D.

Ce diagramme ternaire, appelé communément triangle de Hench, met donc en évidence trois
caractéristiques que doivent posséder les verres du systeme -Ca0- pour étre bioactifs :

U laproportion en doit étre comprise entre 40 et 60 % en masse ;
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U lesproportions en CaO et doivent étre importantes ;

U lerapport CaO/ doit étre supérieur a4 (en % massique).

3.2- Synthése par voie sol-gel
Le procédé sol-gel est une voie de synthese, développée depuis une trentaine d'années, pour la
production de céramiques, de verres et de vitro-céramiques a des températures beaucoup plus basses
gue les synthéses traditionnelles. Cette technique permet ainsi, par simple polymérisation de
précurseurs moléculaires en solution, d'obtenir des matériaux vitreux sans passer par |'étape de fusion.
La méthode sol-gel a donc permis de créer une nouvelle génération de verres bioactifs [40]. Les
précurseurs moléculaires utilisés dans les procédés sol-gel sont généralement des alcoxydes de silicium

( ) danslesques|'atome de silicium tétraédrique est entouré de quatre groupements OR, ou R est
un groupement alkyle simple (par exemple, méthyle ou éthyle ). La synthése par voie sol-gel
se déroule en deux étapes : L'hydrolyse, étape d'initiation, qui permet de former les entités réactives Si-
OH.

- )+ - =)+
La condensation, étape de propagation, ou les groupements Si-OH se transforment en oxygeéenes
pontants. Deux réactions sont possibles pour |’ étape de condensation.
~()*+ —( > - -+
Ou: - )+ -C )- - - +

Ces réactions de polymérisation conduisent a la formation d'espéces de plus en plus condensées, qui
forment un sol (dispersion stable de particules dans un liquide), puis un gel, d'ou le nom de procédé
sol-gel. Le séchage et la densification de ces gels, par traitements thermiques, permettent d'obtenir un
verre aux caractéristiques semblables a celles d'un verre classique. Ce n'est qu'au début des années 90,
gue le procédé sol-gel a été appliqué a la synthése de verres bioactifs comme voie alternative et
complémentaire a la méthode classique de fusion [41]. Le premier verre bioactif par voie sol-gdl a été
obtenu dans le systéme -Ca0- et par la suite, des compositions bioactives trés variées ont été
synthétisées [39,40]. Dans tous les cas, la synthése des verres est effectuée par hydrolyse et
condensation des précurseurs chimiques, dont les plus courants sont: le TEOS (tétraéthoxysilane, Si-
( ) le TEP (triéthylphosphate, O=P- ) ) ou encore les nitrates ou carbonates de calcium
[40].
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4- Bioactivitédu verre

Selon Hench, quand un verre bioactif est immergé dans une solution agueuse, comme le fluide

biologique simulé (SBF : simulated body fluid), il est possible de distinguer trois processus principaux

[7]:
1

Echange ionique entre les modificateurs du réseau vitreux, les alcalins ou alcalino-terreux tels
que Vo : , avec les protons du liquide d’immersion. Ces ions
conduisent al’ augmentation de lavaleur du pH de la solution.

Dissolution du réseau de verre: les liaisons -Si-O-Si- se cassent sous l'action des ions
hydroxyles. Suite au rompement des liaisons Si-O-Si et laformation d’ autres silanols Si-OH™ a
la surface du verre, la silice soluble passe en solution sous forme de Si (OH)4. Si on a plus de
60% de silice dans les verres préparés par la méthode de fusion, la vitesse de dissolution
diminue. Suite a cette dissolution; une couche de SiO, se polymérise ala surface du verre par
la condensation des silanols Si — OH™ ce qui conduit alaformation de SiO, amorphe.
Précipitation: les ions de calcium et de phosphate libérés du verre ainsi que ceux de la solution
migrent vers la surface du verre pour former une couche riche en phosphate de calcium (CaP) a
la surface du verre. Ce phosphate de calcium est initialement amorphe, puis cristallise a une
hydroxyapatite carbonatée (HAC) en intégrant des anions carbonate de la solution dans la
phase CaP amorphe. Le mécanisme de la nucléation et la croissance de HAC semble étre le

mémein vivo et in vitro.

Ces étapes qui se produisent sur le matériau ne dépendent pas de la présence du tissu et on les observe

dans de I'eau distillée, ainsi que dans la solution SBF. Une autre série de réactions est nécessaire pour

obtenir une liaison avec le tissu:

c oo cac o

Absorption de fragments biologiques dans la couche de -HAC.
Action des macrophages.

Lafixation des cellules souches.

Ladifférenciation des cellules souches.

Génération de lamatrice.

Laminéraisation de lamatrice.
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Chapitrelll: Matériaux et M éthodes Expérimentales d’ analyses utilisées

1- Introduction

Les verres bioactifs sont capables de former a leurs surfaces une couche d’ hydroxyapatite carbonatée
quand ils sont en contact avec des solutions physiologiques. La bioactivité d’'un verre quaternaire de
composition massique 52 % , 30 % , 14 % t 4 % , Synthétisé par la voie
fusion (noté 5254F), va étre étudié dans ce travail. Pour mieux comprendre le processus de formation
de I’ hydroxyapatite carbonatée a la surface des verres immergeés dans le SBF, une éude par RMN du
solide a été réalisée sur des verres en poudre. Les propriétés physico-chimigues de ce verre synthétisé
par laméthode fusion avant immersion sont bien détaillées dans la thése de doctorat de F. Mezahi [42].
Ce travail est consacré a |’ étude de la réactivité de ces verres aprés immersion dans le SBF par RMN
du solide suite a une étude de la cinétique de la formation de HAC a la surface des verres immergés
par ladiffraction des rayons X (DRX), spectrométrie IR (FTIR), le microscope éectronique a balayage
(MEB-EDS) et la spectrométrie ICP.

2- Matériau étudié et protocole de synthése par voie fusion
Le verre éudié et un vere quaternaire de composition massique 52 %
, 30 % , 14 % et 4% . 1l aété synthétisé par lavoie fusion (noté 52S4F).

La méthode est basée sur la mise en fusion d'un mélange contenant des é éments formateurs de réseau
vitreux comme et associés a des modificateurs de réseau tels que CaO et qui ont la
particul arité d'abaisser la température de fusion du mélange [35]. Le mélange en fusion est ensuite "
trempé" c'est-a-dire que la température du mélange est abaissée brutalement lors de la coulée du verre
qui permet sa mise en forme. Un recuit, réalisé a une température voisine de la température de
transition du verre, permet alors de rel &cher toutes | es contraintes mécaniques emmagasinées lors de la
coulée. La synthese du verre a été effectuée en goutant des quantités bien déterminées des produits
suivants : , et . Ces produits de départ ont é&é mélangés et homogénéisés
pendant 1 h en utilisant un mélangeur planétaire. Un traitement thermique du mélange a été effectué a
900°C pendant 1 h, dans un creuset de platine, pour éliminer les éventuels de carbonates ou d’ autres
produits volatiles présents dans les produits. Ce traitement permet d éviter la formation de bulles dans
le liquide au cours de la fusion du mélange. Cette derniére a été effectuée en calcinant le mélange a
1300°C pendant 2 h avec une rampe de 20°C/min. Ce mélange fondu a été coulé dans un moule en

laiton préchauffé a 500°C. Un recuit au voisinage de la température de transition vitreuse Ty est
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nécessaire pour relacher toutes les contraintes mécaniques emmagasinées lors de la coulée du verre.
Enfin, le liquide figé est refroidi jusqu'a la température ambiante avec une vitesse de rampe de
1.5°C/min.

Les verres obtenus ont été broyés a sec et tamisés pour obtenir une granulométrie de 40- 63 um dont le

but d’ é&udier la bioactivité du verre dans un liguide physiologique simulé (SBF).

3- Présentation du SBF

Lestestsin vitro ont été effectués par immersion les poudres dans une solution physiologique simulée
ou SBF (Simulated Body Fluid). Il s'agit d’une solution mise au point en 1990 par Kokubo [43] et de
composition ionique voisine de celle du plasma sanguin humain (tableau I11-1).

Tableau I11-1: Concentrations ioniques du SBF et du plasma sanguin humain (mM)

lons
SBF 142.0 50 15 25 147.8 4.2 1.0 0.5
Plasma 142.0 50 15 25 103.0 27.0 1.0 0.5

Le SBF a éé préparé en diluant les produits CaCl,, NaCl, KCI, MgCl,-6H,0, K,;HPO,-3H,O et
NaHCO; dans |’ eau distillée. Le pH de |a solution a été réglé a 7.4 avec le trishydroxyméthylamine
(C4H11NO3) et I'acide hydrochlorique (HCI) selon le protocole de Kokubo [43].

La bioactivité de verre est évaluée, in vitro, par immersion des verres dans la solution physiologique
(SBF) en immergeant 300 mg (verre) dans 60 ml (SBF). L’ensemble (poudre+ SBF) ont été placés
dans un incubateur réglé a 37°C. Les produits immergés ont été filtrés, nettoyés avec I'éthanol et

séchés al'air aprés chaque délai d'immersion qui varie de 1 jusqu’'a 15 jours.

4- Techniques de car actérisation

Plusieurs techniques ont été employées dans ce travail selon le but recherché.

4.1 - Diffraction aux Rayons X

Ladiffraction des rayons X (DRX) est une méthode de caractérisation physicochimique qui permet de
rendre compte de |’ organisation de la matiére. Elle est trés largement utilisée pour la caractérisation
des solides cristallisés, bien que des éudes par DRX soient menées sur des produits amorphes. Cette
technique permet de remonter a des informations sur la structure des composés cristallisés comme le
groupe d’ espace, les paramétres de maille lataille et forme des cristallites mais aussi les positions des
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atomes dans la maille. Un rayonnement X de longueur d’onde A lorsgu’il entre en collision avec un
matériau cristalin, il se diffracte dans la direction du méme angle d’incidence selon la loi de Bragg
définie par I’ équation (fig. I11-1):
2 =
: longueur d’ onde du faisceau de rayons X.
: représente la distance entre deux plans réticulaires (hkl).

. angle d’'incidence des rayons X sur lafamille de plan.
Les diagrammes de RX ont été obtenus viale diffractométre de rayons X Philips PW3710 (40 KV, 30
mA) a |’ ambiante fonctionnant avec lalongueur d’ onde K,C, (A=1.54056). Il est équipé d' une base de
données cristallographique actualisée (ICDD-PDF) qui permet de faire le dépouillement des spectres.
La DRX nous a permis de vérifier le caractere amorphe des échantillons synthétisés ainsi que la
formation de HAC alasurface des verres immergés.
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Figurelll-1: Schémad’un diffractométre de RX.

4.2- Microscopie électronique a balayage (M EB) et spectroscopie d’énergie dispersive (EDS)
Cette technique est basée sur le principe des interactions électrons - matiere; elle est capable de
produire des images en haute résolution de la surface d’un échantillon. Si une surface est bombardée
par un faisceau d’ é ectrons primaires, plusieurs rayonnements peuvent étre émis (fig. 111-2):
U Electrons secondaires. éjection de I'électron de la bande de conduction ce qui conduit a
I"ionisation de |I'atome. Ces éectrons sont caractérisés par une faible énergie. Puisque ces
électrons proviennent des couches superficielles, ils permettent d’ obtenir des renselgnements

sur latopographie de |’ échantillon.
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U Electronsrétrodiffusés. sont des é ectrons résultant de I’ interaction des é ectrons primaires avec
des noyaux d atomes de I’ échantillon. Les électrons sont réémis dans une direction proche de
leur direction d'origine avec une faible perte d énergie. Cette méthode permet de mesurer
I’homogénéité chimique d un échantillon et faire une analyse qualitative. Les atomes les plus
lourds réémettront plus d éectrons que les atomes plus Iégers et donc les zones formées
d’ atomes avec un nombre atomique éleve apparaitront plus brillante que d’ autres.

U Electrons Auger ou rayons X: si un atome est bombardé par un éectron primaire, un éectron
d’ une couche profonde peut étre §ecté, et I’atome se trouve dans un état excité. Le retour a
I"état d'équilibre s'accompagne par I'émission des photons X ou d éectrons d Auger.
L’ électron éecté se remplace par un électron venant d une couche supérieure qui perd une
certaine quantité de son énergie sous forme de photon X ou il I'a transfert a un éectron
périphérique qui sera €ecté a son tour. Alors les électrons Auger sont caractéristiques de
I’ atome, ils permettent de donner des informations sur la composition de I’ échantillon et plus

particulierement de la surface de I’ échantillon.
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Figurelll-2: Rayonnements émis par les atomes sous un faisceau d'éectrons.

Avant |'observation les échantillons électriquement isolants sont recouverts d'une fine couche
conductrice del’alliage or-palladium (Au-Pd) transparente aux €l ectrons pour assurer |'écoulement des

charges superficielles.

On a utilisé deux types de rayonnements résultant des interactions é ectrons — matiére:
U éectrons secondaires pour avoir des informations sur la topologie de la surface étudiée en
utilisant le MEB: JEOL JSM 6301F.
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U photons X, émis avec des énergies différentes, permettant une analyse élémentaire de
I’échantillon. L’analyse est effectuée par EDS (Energy Dispersive X- ray Spectroscopy):
JEOL JSM 6400.

4.3- Spectroscopie d’ absor ption infrarouge

La spectroscopie de I'infrarouge sert a maitre en évidence I'effet des vibrations des niveaux d'énergies.
Cette technique permet l'analyse et I'identification des molécules complexes par leur signature
d'absorption dans I'infrarouge. Dans cette technique, I'énergie incidente dans I’ infrarouge fait vibrer les
liaisons covalentes entre les atomes et les molécules. Puisque les liaisons entre les atomes de
différentes masses ont des différentes forces de liaison.

La spectroscopie infrarouge s appuie sur la modification du moment dipolaire électrique par les modes
de vibration caractéristiques des groupements moléculaires présentes dans un matériau. Cette
modification du moment dipolaire électrique entraine alors |’ absorption des ondes é ectromagnétiques.
Lavibration d’ une liaison dans un matériau présente un maximum d’ absorption a une longueur d’ onde

d aprés|’expression :

Avec:

c: vitesse de lalumiére dansle vide.

u: Masse réduite des vibrateurs.

f : constante de force de laliaison.

Les bandes de vibration du verre sont ainsi généralement attribuées en fonction des unités structurales
existant dans le cristal présentant les mémes entités. En s appuyant sur la similarité entre |’ origine des
modes vibrationnels dans les verres et les cristaux, le spectre IR d'un verre peut étre reproduit de fagcon
satisfaisante en utilisant les fréquences et les intensités des bandes des cristaux. Les spectres des verres
et des cristaux voisins correspondants sont généralement similaires avec un éargissement
systématique des bandes pour le systeme vitreux. Habituellement, |’analyse en spectroscopie
infrarouge se fait en mode de transmission. Les spectres de transmission ont été effectués al’ aide d’ un
spectrométre de type Bruker Equinox 55 dans un domaine de mesure qui s étend de 4000 & 400 cm™.
Les produits a analyser ont été préparés sous forme de pastilles minces en les mélangeant avec 98%

masse de KBr sec. Lafigure I11-3 présente différents types de vibrations des mol écul es.
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Figurelll-3: Différentstypes de vibrations des molécules

4.4- La Spectrométrie d’émission au plasma (I CP-OES)

Elle est une méhode d’ analyse globale qui permet de doser pratiquement tous les édléments de la
classification périodique. C'est une méthode destructive, ne nécessitant que peu de matiére (quelques
mg), elle permet d’ analyser un tres grand nombre d’ éléments aussi bien comme éléments majeurs qu’a
I état de traces (de la dizaine de % a quelques ppm). Cette technique se base sur la mesure de |’ énergie
perdue par un atome excité lors du passage de I’ un de ses électrons d’ un niveau énergétique a un autre.
L’ énergie est libérée sous forme de rayonnement lumineux de longueur d'onde| (photon de fréguence
n et d’ énergie hn) comprise entre l'ultraviolet lointain et le proche infrarouge. Chaque onde lumineuse
est caractéristique de I’atome émetteur. Un détecteur optique est utilisé pour mesurer |'intensité de
chague raie de longueur d’onde aprés la séparation de différentes longueurs d’ ondes émises par un
réseau optique (fig. 111-4). L’intensité de la raie est proportionnelle a la concentration de I’ élément qui
I’a émis. Pour exciter |'échantillon et dissocier les particules en atomes, on utilise un gaz neutre
partiellement ionisé. Le plasma utilise est un plasma d'argon entretenu au coaur d'une bobine
d'induction parcourue par des courants de haute fréquence, ce qui conduit a I’augmentation de la
température (10000 K) du plasma. Les échantillons sont injectés sous forme d'aérosol dans le plasma,
ils sont dissociés et partiellement ionisés sous I'effet des hautes températures (fig. 111-5). On obtient
['analyse quantitative de |'échantillon par comparai son avec des étalons de concentrations connues.

On a utilisé dans ce travail un Spectrométre d’ émission au plasma ICP-OES (Spectro, France) pour
mesurer la variation de la concentration ionique de la solution d'immersion SBF avec le temps

d’immersion des échantillons dans ces solutions.
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Figurelll-4: Principedel’analyse |ICP-OES.
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Figurelll-5: Torcheaplasma
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4.5- Résonance magnétique nucléaire

La résonance magnétique nucléaire (RMN) désigne une propriété de certains noyaux atomiques
possédant un spin nucléaire non nuls (propriété quantique attribuée & certains noyaux comme *H, *C,
B 3p ), placés dans un champ magnétique. Lorsquiils sont soumis & un rayonnement
électromagnétique (ondes radio), les noyaux atomiques peuvent absorber |'énergie du rayonnement,
puis la relacher ensuite. L'énergie mise en jeu lors de ce phénomeéne de résonance correspond a une
fréguence tres précise (fréquence de résonance), dépendant du champ magnétique. Le phénomene
RMN est exploité par la spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (spectroscopie RMN), est
une technique locale d’ analyse structurale.

Les noyaux sont caractérisés par un spin nucléaire et un moment magnétique nucléaire (u) qui est

défini par larelation de Larmor :

: Le rapport gyromagnéti que caractéristique de chaque noyau étudié.
S: Le spin nucléaire.
Lorsque les noyaux de spin non nuls sont en rotation sur eux-mémes, ils générent un moment
magnétique de spin. En physique quantique, un moment magnétique de spin %2, placé dans un champ
magnétique extérieur By, a deux états d' énergies possibles, appelés niveaux Zeeman. La RMN consiste
alors a créer une transition d' un niveau a |’ autre gréce ala mise en cauvre d’ un champ radiofréquence.

La condition de résonance est la suivante :

= X —

2
ou vo est la fréquence du champ radiofréquence, By le champ magnétique principal. Lorsque le noyau

est entouré d’ un cortége éectronique, la fréquence de résonnance devient :

=5—@Q-)

Ou o, coefficient d’écrantage, est la signature de I’ environnement chimique local. Sur un spectre
RMN, I’expérimentateur observe donc autant de raies de résonnance qu'il y a de site différent pour
I’éément dont le noyau est sondé. De plus, le coefficient d’ écrantage est sans unité et sa valeur est de
I’ ordre de 10°®. Or, il est impossible de connaitre avec une telle précision le champ statique Bo. Aussi,
la valeur de la fréquence v est mesurée relativement a la fréquence vy d une substance de référence.
Afin de pouvair s affranchir de la valeur du champ By et de ses fluctuations, une nouvelle grandeur 6 a
€té définie:
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Cette nouvelle échelle de mesure & est appelée déplacement chimique et s exprime en ppm. Compte
tenu des fortes interactions inhérentes aux matériaux al’ état solide, laRMN a longtemps été difficile a
mettre en cauvre dans la matiére condensée. Depuis une vingtaine d’ années, avec la montée en champ
des spectrométres et la mise au point des techniques dites de haute résolution, la RMN a connu un
essor sans précédent pour I'étude d’échantillons a I'état solide. Elle est maintenant devenue une
technique d' analyse structurale incontournable, an particulier pour les matériaux amorphes comme les
verres. Parmi ces techniques dites de haute résolution, larotation al’ angle magique (MAS pour Magic
Angle Spinning) est mise en ocauvre en routine. Elle permet de supprimer I’interaction dipolaire, a
I’origine de I’élargissement des raies, et de moyenner I'interaction de déplacement chimique. Les
spectres ainsi enregistrés sont alors plus proches de ceux observés en solution et présentent une
résolution suffisante pour distinguer les différents environnements chimiques des ééments dont les
noyaux sont étudiés. Expérimentalement, le MAS consiste a mettre |’ échantillon en rotation atour d’un

axe 454 par rapport a B, (angle magique) et & des vitesses pouvant atteindre 30 kHz,

Dans notre étude, les spectres RMN ont été enregistrés en utilisant le spectrométre haute résolution de
RMN du solide Bruker Avance 300 (7T). Les échantillons utilisés sont sous forme des poudres trés
fines qui ont été placées dans des rotors en zircone de 3 mm de diametre et 15 mm de hauteur. Apres

mettre les rotors dans |e spectrometre; on met la rotation en marche (fig. 111-6).

Les spectres enregistrés ont été traités avec le programme dm20071105 [44]. Le tableau 111-7 montre
les conditions de travail. Cette analyse a été effectuée dont le but de connaitre la structure du verre
synthétisé par fusion et les changements structuraux a la surface du verre en fonction du temps

d’ immersion.
Tableau 111-1: Les conditions expérimentales et les noyaux utilisés.
Noyaux | v résonance | Vitesse de| Temps de | Temps mort | Référence
(MH2) rotation (Hz) | pulse (us) | (S)
*S 59,6 12000 2 10 TMS
Sp 121,5 12000 2 5 H3PO,4
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Figurelll-6: Schéma descriptif du spectrométre RMN-MAS.
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Chapitre | V: Reésultats et Discussion

1- Introduction
Les verres bioactifs étudiés ont été synthétisés par la méthode de fusion a haute température, présentée
dans le Chapitre 3. Ce chapitre est consacré al’ étude de la bioactivité de ces verres par RMN du solide

suite al’ étude de cette bioactivité par d’ autres méthodes.

2- Propriétés physico-chimiques des verres 52S4F avant immersion dans le SBF
2.a- Températures caractéristiquesdu verre
Les températures caractéristiques du verre synthétisé par voie fusion ont été déterminées par |’ analyse
thermique DSC. L’ anayse thermique a été effectuée jusqu'a 1400°C, sous azote, avec une vitesse de
chauffe de 5°C/min, I|'échantillon éant placé dans un creuset en platine. Les températures
caractéristiques du verre sont:

U latempérature de transition vitreuse: Tg =620°C.

U latempérature de cristallisation: T¢ =780°C.

U latempérature de fusion: T; =1277°C.

2.b- Caractérisation par diffraction RX

Le diagramme de diffraction de rayons X (fig. IV-1) présente un halo (20° < 2 <35°) correspondant
au phénomene de diffusion dans les produits amorphes. Ceci confirme la structure amorphe du verre
synthétisé par voie fusion. Le diagramme ne met pas en évidence la présence de phases cristallines,

excepté le maximum aenviron 32° pouvant étre attribué au plan (211) de I’ apatite [45].

2.c- Analyse par spectrométrie IR

Le spectre IR montre les bandes caractéristiques des liaisons présentes dans le verre synthétisé (fig.
IV-2). Labande 2503 cm™ est caractéristique de la vibration de déformation de laliaison Si-O-Si entre
les tétragdres . Tandis que les bandes & 752, 930 et 1039 cm™ sont caractéristiques de la vibration
d éongation de la liaison Si-O dans les tétraédres . Alors que la bande & 603 cm™ est
caractéristique de la vibration de déformation de laliaison O-P-O. La présence de cette bande est liée a
la présence du précurseur du |’ hydroxyapatite sous forme d'une couche amorphe de phosphate de
calcium [46]. La bande a 1650 correspond a |’ eau absorbée par la poudre du verre au cours de
I’analyse [47].
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FigurelV-2: Spectre|R du verre synthétisé 52S4F.
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2.d- Analyse par MEB-EDS
L’analyse par MEB de la surface des granules de verres montre bien que les verres synthétisés par
fusion sont trés denses; on observe |’ absence totale des pores. L’ analyse EDS confirme gue les seuls

éléments présents dans le verre sont les mémes é éments qui le forment: Si, Ca, Naet P (fig. 1V-3).
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FigurelV-3: Micrographie par MEB, analyse EDS et cartographie dela surface du verre 524
synthétisé par fusion.

2.f- Analyse par RMN-MAS

Comme nous |I’avons vu dans le Chapitre 2, la structure d' un verre est complexe ; il n’existe aucun
ordre & longue distance, mais un ordre a courte distance est néanmoins présent. La structure de base
d’'un verre de silice est constituée d’un réseau de tétragdres , connectés par leurs sommets pour
former un réseau tridimensionnel continu. Les oxydes acalins et acalino-terreux introduits modifient
la structure du réseau et réduisent son degré de connectivité en remplacant les oxygenes pontants (BO
pour Bridging Oxygen) par des oxygenes non-pontants (NBO pour Non Bridging Oxygen). Aingi, les
oxydes modificateurs de réseau sont des é éments importants puisgu’ils ouvrent la structure du verre et
abaissent |a température de transition vitreuse. Aingi, ils ont un effet important sur la cinétique de la
bioactivité. La RMN du solide est une méthode puissante pour I’ étude structurale des verres bioactifs.
En effet, le déplacement chimique & est un indicateur sensible de I’ environnement local d’un isotope
donng; il est dépendant de la densité électronique locale, qui reflete elle méme la distribution des
atomes autour du noyau étudié. Le déplacement chimique renseigne ainsi sur I’ environnement local
présent autour d’un isotope et sur les éventuelles interactions entre deux noyaux. La notation

exprime la concentration d’ oxygenes pontant par tétraédre, ou la valeur de n est égale au nombre
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d’ oxygenes pontant, comme le montre la figure 1V-4 [48]. Aing, un tétraédre complétement lié au
réseau par 4 oxygenes pontant est noté comme une espéce , alors qu'un tétrahédre isolé, ne
présentant aucun oxygene pontant, est noté . De plus, ces différentes espéces présentent des
résonances dans des régions séparées du spectre RMN-MAS °Si. A titre d’exemple, le spectre RMN
2gj de lasilice pure ne présente qu’ une seule composante  , située a un déplacement chimique
d’ environ -112 ppm [49].

}' = s
- ) y
. . - A48
y S il \né
A :5:. S 3

FigurelV-4: Lesdifférentesespéces  possibles.
En utilisant des méthodes de déconvolution appropriées, |’anayse par RMN du noyau 2°Si permet
d obtenir des informations quantitatives sur les proportions relatives d espéces dans un systeme
donné. Dans le cas de noyau de spin ¥ dans des matrices amorphes, la déconvolution des spectres
RMN s effectue al’aide d'une ou plusieurs gaussiennes. L’aire sous la courbe de chague gaussienne
est alors prise comme une mesure de la concentration en espéeces [49].
Lafigure V-5 présente les spectres RMN 2°Si et *!P du verre étudié.

2.f.1- Spectre RMN-MAS @S
La capacité de larésolution RMN de °Si est en général fondée sur le fait que les différentes espéces Q
ont différents déplacements chimiques S en raison de la différence de leurs environnements
électroniques, ainsi que les |égéres déviations dans leur géométrie [50].
On observe que la largeur & mi-hauteur du spectre RMN #Si est large (17 ppm) et |e spectre n’est pas
symétrique; cela conduit a conclure gu’il y’'a plus d'une espece [50]. La déconvolution de spectre
montre qu’il existe deux espéces situées a -79.50 et -86.5 ppm. En comparant ces valeurs aux valeurs
citées dans lalittérature [49-51], on peut les attribuer comme suit:
U la 1% espéce, située &-79.50 ppm, correspond & oul le tétraédre contient deux atomes
d oxygene pontants. Elle représente 55.3% de I’ensemble des tétraedres formant le verre
5234F,
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Figure|V-5: Spectres RMN-MAS des noyaux *°Si et *'P du verre 52S4F.
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U la2®™ espéce, située &-86.5 ppm, correspond &  oul le tétraédre contient trois atomes
d oxygene pontants. Elle représente 44.7% de I'’ensemble des tétraedres formant le verre
52S4F. Le chevauchement de et est provoguée par la grande largeur a mi-hauteur des
pics et (11.7 et 14 ppm). Cela est d0 a la distribution continue des déplacements
chimiques °Si isotropes. Cette derniére est due elleeméme a une distribution continue des
facteurs structurels dans les verres, tels que les angles entre les liaisons O-Si-O et |es distances
métal-oxygéne [50]. D’ aprés la littérature, le déplacement chimique *Si de la silice pure se
situe aenviron - 112 ppm et il est caractéristique del’espéce ; aucune autre espéce existe en
plus [52]. Alors que la présence d oxydes acalins tels que le et/ou CaO modifie ce
déplacement et conduit a la création d autres espéces [51]. Dans les verres binaires -

,ontrouve deux especes et  situéesa-76 et -86 ppm. Tandis que les verres binaires
-Ca0, on trouve aussi les deux espéces, et , Situées a-81.5 et -92 ppm [52]. En
comparant nos résultats (et situées a -79.50 et -86.5 ppm) a ces résultats, on peut
conclure que les atomes d’ oxygéne non-pontants dans Q* sont neutralisés beaucoup plus par
les cations Ca'*? alors que les atomes d’ oxygéne non-pontants dans Qont neutralisés par les
cations Na'd’ une facon dominante. Notant que le cation Ca'? est partagé entre deux atomes
d’ oxygene non-pontants appartient a deux tétragdres (S ) (...172 )2),dorsque

forme une seule liaison ionique avec un seul atome d'oxygéne non-pontant

«c C H)YC... ))Is2.

2.f.2- SpectresRMN-MAS*'p

Le spectre RMN-MAS *!P est déconvolué en trois gaussiennes. On peut observer trois épaulements
aux environs du sommet de trois pics qui confirme la présence de plusieurs environnements. Les trois
pics se situent a 3.20; 5.76 et 8.30 ppm. En comparant ces déplacements chimiques a ceux de la
littérature [49-50], on en conclut qu'ils correspondent a des , le phosphore est donc dans un
environnement tétraédrique isolé, type orthophosphate ( ), il n'est donc pas un formateur du
réseau du verre,

On observe qu'on aque des  isolés dans le verre, chaque P est 1ié a travers les atomes d’ oxygene
non-pontants aux cations ou non utilisés par les tétraedres . Les vaeurs des
déplacements chimiques du *'P obtenus dans le verre 52S4F (3.20, 5.76 et 8.30 ppm) sont entre le
déplacement chimique du *'P en stuéal156 ppmetceluidu () situéentreOet 3

ppm [53]. On peut déduire que:
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- Pour les deux déplacements chimiques 5.76 et 8.30 ppm, qu’il n’ya pas une association préférentielle
des groupes orthophosphates avec les cations ou

- Pour le déplacement chimique 3.20 ppm, on a une association préférentielle des groupes
orthophosphates avec les cations . Lockyer a montré que la substitution de par CaO
conduit progressivement a rendre e déplacement chimique moins positif. Cela est di ala différence de
I’ électronégativité entre et (2.0 et 0.9 respectivement) [53]. Le calcul de I’ intensité des trois
pics de déconvolution indique que:

- 60.5 % des groupes orthophosphates ont un environnement tout a fait désordonné et qu’il n’y a pas
d’ association préférentielle avec les cations ou

- 39.5 % des groupes orthophosphates ont un environnement ordonné et qu'il y a association
préférentielle avec les cations . Hill explique que la présence des espéces orthophosphates est due
alavitesse lente de refroidissement des verres, ce qui favorise la séparation des phases [54]. Toutefois,
dans le cas des verres testés par Elgayar et O’ Donnell [50-55] ceux-ci ont été rapidement trempés dans
I'eau froide ce qui diminue la possibilité de séparation des phases; maisils ont tout de méme observé la

présence du phosphore dans un environnement orthophosphate.

3- Caractérisations physico-chimiques de la surface du verre 5254 aprésimmersion dans le SBF
3.a- Variation dela concentration ioniquedu Ca, P et Si dansle SBF

Les figures IV-(6- 8) présentent les variations respectives des concentrations en silicium, calcium et
phosphore, mesurées par ICP-OES dans le SBF, en fonction des temps d'immersion (de 1 jusqu’a 15
jours) lors des tests in vitro. D’ apres la figure V-6, on constate que la concentration de silicium dans
le SBF augmente rapidement dés le premier jour d'immersion. Presgue 45 ppm de Si ont été détectés
dans le SBF. Au-dela de 1 jour, la concentration augmente |égerement avec le temps d immersion et
elle devienne presgque constante entre 5 et 15 jours.

En ce qui concerne la variation de la concentration du Ca dans le SBF analysé, €lle augmente pendant
les premiéres jours d immersion ou €elle atteint une valeur maximale apres 5 jours, soit 200 ppm de Ca
ont été détectés dans le SBF (fig. IV-7). Apres ce délai, une diminution de la concentration en calcium
dans le SBF est bien remarquée. Mais, entre 10 et 15 jours, une réaugmentation du Ca dans le SBF a
€té engendrée.

Alors gue la concentration en phosphore diminue rapidement avec une valeur trés importante dés le
premier jour. Cette diminution devienne faible entre 1 et 10 jours. Ensuite; la concentration du P dans

le SBF devienne constante jusgu’a 15 jours (fig. 1V-8).
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Donc, les résultats d'ICP montrent que deux phénoménes se manifestent a I'interface verre 52S4F/
solution SBF:

- Ladissolution du verre fusion dans la solution SBF.

- Laformation de « bone like-apatite » confirmée par la migration des ions Ca et P de la solution SBF

vers la surface du verre fusion.

3.1 Analyse des surfaces par DRX

La surface des échantillons de verre a éé caractérisée par diffraction des rayons X en fonction du
temps d’ immersion dans le SBF (fig. 1V-9). On observe que le profil de diagramme de diffraction RX
se change désle 1 jour d immersion par rapport au profil de DRX avant immersion. L’intensité du halo
de diffusion diminue avec le temps d'immersion; peut étre des phases cristallines sont en cours de
formation. En comparant ces diagrammes au diagramme de diffraction du I’ hydroxyapatite [42]; on
peut dire qu’'une hydroxyapatite mal cristallisée ou de I’ordre du nano a été formée a la surface du
verre des 1 jour d'immersion. Ca reste aux autres méthodes de confirmer cette suggestion ou de

I"annuler puisque les pics de diffraction de HA n’ont pas été observés sur les DRX aprésimmersion.

3.2- SpectresIR
Les spectres IR de la couche recueillie en surface du verre 5254 aprées les différents temps
d’immersion sont présentés sur la figure IV-10. Les spectres IR aprés immersion montrent |a présence
de nouvelles bandes caractéristiques des groupes P-O a 466, 566, 953, 1049 e 1237
et le renforcement de la bande située a603 . D’aprés la littérature ces bandes sont
caractéristiques des phosphates en phase cristalline a cause de la présence de doublet a 566 et
603 [38]. De plus, il s'agit d'une couche carbonatée en raison de la présence de bandes C-O a
875, 1417 et 1494 cm™ [56]. Ces spectres possédent une faible bande située & 740 qui est
caractéristique de la liaison Si-O-Si, ce qui confirme la présence d’une sous-couche riche en
Enfin La bande d'absorption observée & 1640 cm™ correspond & I’une des bandes infrarouge du
dioxyde de carbone atmosphérique.
En reliant les résultats de I'analyse IR aux résultats de diffraction RX ; on peut conclure que lataille
des grains de |” hydroxyapatite est de I’ ordre de nano.
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3.4- Analyse par MEB-EDS

Les images par MEB (fig. 1V-11) et I'analyse EDS montrent les différents changements
morphologiques produits ala surface du verre 52S4F en fonction du temps d’ immersion:

- Apres 1 j dimmersion, on observe la formation d’une couche mince formée de petits grains de
I’ ordre du nano.

- Aprés 5], cette couche devienne dense et homogéne mais on a une structure ouverte; la distance entre
les grains chevauchés est bien remarquable.

- Alorsgqu’'aprés 10 j, les grains se rétréci ssent plus entre eux en donnant une couche trés dense.

- Aprés 15 j, lanouvelle couche continue a se densifier mais Iégérement par rapport a10 j.

Selon les analyses EDS ; on peut contribuer cette couche a |’ hydroxyapatite puisque elle est riche en
Caet en P. La concentration de ces deux éléments a la surface des poudres immergées augmente avec
le temps d'immersion et elle trés importante surtout apres 5 j. Dans|’intervalle 10- 15 j, le changement
est moins remarquable par rapport a 5 j. La variation de la concentration de Ca et P a la surface des
verres est en bon accord avec lesimages du MEB et I’ analyse IR. On note que cette hydroxyapatite est
une hydroxyapatite carbonatée suite a la présence du C a la surface des verres. Les analyses EDS
montrent aussi |’ incorporation d’ autres élémentstels quele Mg et Cl.

Pour le Si, I’analyse EDS montre que la concentration de cet élément ala surface des verres, apres 1 j,
est presgue la méme qu’avant immersion malgré que les analyses ICP montrent que la dissolution du
réseau vitreux est importante pour ce délai. Peut étre ; le gel de silice a éé formé ala surface du verre
comme il a éé montré par Hench [7]. Ensuite, le taux du Si diminue a la surface des verres en fonction

du temps d’immersion.

Bilan desrésultats

Selon les résultats obtenus par les analyses IR et MEB-EDS ; on peut déduire que la nouvelle couche
qui a été formée a la surface des verres est une hydroxyapatite carbonatée nanocristallisée comme il a
été confirmé par |'apparition de doublet & 566 et 603 cm™sur le spectre IR. Ce doublet éé bien
remarquable apres 5 j. Cette nouvelle couche a été formée selon le processus de bioactivité de Hench :
- L’échange ionique entre les cations Ca™ et Na" et les protons H* de la solution ce qui cause
I”augmentation de pH de la solution.

- Ladissolution du réseau vitreux se produit suite alaformation des silanols Si-OH a la surface du
verre. La silice passe en solution sous forme de Si(OH)4. Ensuite, on ala polymérisation d’ une couche

de SiO, alasurface du verre.
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- Lamigration des ions Ca?* et PO,> de la solution vers la surface des verres pour former une couche
apatite riche en Ca-P,0s.

- Lacristallisation de la couche amorphe Ca-P,Os par |’ incorporation de OH™ et COs> pour former une
apatite carbonatée.

D’ aprés nos résultats, deux processus ont été observés :

- entre 0 et 5, le processus de dissolution du verre était trés important par rapport au processus de
précipitation de | hydroxyapatite justifié par I’ augmentation du taux du calcium dans le SBF.

- Apres 5 j, c’'est le processus de précipitation qui domine ce qui a permis la condensation de la
nouvelle phase ala surface des verres apres ce délai.

Mais, on a observé la réaugmentation du taux du Ca dans le SBF dans I'intervalle 10- 15 j. Cela veut
dire que le phénomene de la dissolution était plus dominant que le phénoméne de précipitation de HA
a cause de la consommation de tous les ions P présents dans le SBF apres 10 j. Cela justifie la faible
condensation de cette nouvelle couche entre 10 et 15 .

Cette nouvelle couche est une couche protectrice du verre; plus elle est dense plus elle ralentit la
dissolution du réseau vitreux ce qui peut justifier la stabilité du Si dans le SBF surtout aprés 10 j.

On note que plus la taille des particules de la poudre diminue, |a surface spécifique augmente et par
consequence le processus de dissolution est tres important [57].

Les analyses effectuées n’ont pas été suffisantes pour bien comprendre les changements structuraux
produits a la surface en fonction du temps d’ immersion surtout la formation du gel de silicequ’on n'a
pas arrivé a la prouvée. Cela nous a poussé a utiliseé la RMN du solide pour bien comprendre ces

différents changements.

3.5- Analysepar RMN-MAS

a- SpectresRMN-MAS %S ;

La figure IV-12 présente |es spectres RMN-MAS S obtenus pour le verre 5254 aprés 1, 5, 10 et 15
jours d'immersion dans le SBF, et leurs déconvolutions. D’importants changements sont constatés sur
ces figures; le profil des spectres Si évolue avec le temps d’immersion dans le SBF, ce qui indique
d’ importantes modifications de la structure des verres lors des tests in vitro.

Le tableau IV-1 regroupe les résultats obtenus (proportions de chaque espéce et déplacement chimique
associé) lors des déconvolutions des spectres 2°Si. Quelle que soit la durée du délai o' immersion,
guatre composantes sont nécessaires pour déconvoluer les spectres obtenus, au lieu de deux pour le

verre 52S4F avant immersion.
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Tableau | V-1: Résultats de la déconvolution des spectres RMN-MAS #Si du verre 5254

Espace Q’ Q’ Q*+Q° Q*(OH) Q" QOH)+Q’
Avant (-79.50ppm) 10%(-86.5ppm) 100%
Immersion

ljours  54.29(-80.10)  40.50(-87.65) 94.79  1.18(-99.80) 403(-109.40) 521
Sjours ~ 47.65(-79.90) 38.70(-87.65)  86.35 2.02(-99.30)  11.61(-109.30) 13.63
10jours  40.80 (-79) 35.28(-85.90)  76.08  9.66(-99.45)  14.26(-109.32) 23.92
15jours 21.51(-79.1)  28.41(-86.09) 49.92 11.07(-98.99)  21.22(-109.30) 32.29

Apres immersion, les deux composantes et , initialement présentes dans le réseau vitreux, sont
encore observées, respectivement a environ -79.50 et -86.5 ppm. On constate néanmoins des variations
dans leurs proportions relatives, au profit de I’ apparition des deux nouvelles espéces. Ces derniéres
sont également caractéristiques du silicium en environnement tétraédrique et sont attribuées:
U Auxespeces (); cette espece caractérise les siliciums en environnement tétraédrique avec
trois oxygenes pontants et le quatriéme oxygene est lié a un groupement silanol (Si-OH) [58]
Cette contribution Aux espéces Q° se situe & environ -99 ppm et représente, selon les délais
d’immersion, 1.18 a 11.07 % de la popul ation des tétraedres SiO,.
U Aux e , caractéristiques des siliciums en environnement tétraédrique avec quatre
oxygeénes pontants (Si-O-Si). Sur les spectres RMN, cette contribution Q* se situe & environ
- 109 ppm et représente, selon les délais d'immersion, 4.3 a21.22 % de la population des
tétraedres SiO,.
On rappelle que le déplacement chimique °Si de la silice pure (SiO,) se situe & -112 ppm [49].
D’ aprés le mécanisme de Hench, aprés I’échange ionique entre les cations Ca®* et Na', le réseau
vitreux se dissolue: lesliaisons Si-O-Si se rompent ala surface du verre sous I’ action des hydroxyles.
Des groupements silanols (Si-OH) sont alors formés en surface, puis une partie de ces groupements se
condensent pour former une couche riche en silice.
L’ éude RMN ?°Si permet de suivre plus particuliérement |’ éape de dissolution du réseau vitreux. En
effet, lasomme (  + ) renseigne sur le pourcentage de réseau de silice affecté par la dissolution du
verre. Avec |"augmentation du temps dimmersion, la valeur ( + ) diminue fortement. En
paralléle, des 1 jour d’immersion, nous assistons a la formation des especes et qui témoigne la
dissolution du réseau vitreux. On observe que la proportion d’especes  est supérieure a celle des

(OH) quel que soit le temps d’immersion dans le SBF. Donc, une majorité des groupements silanols
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se repolymérisent immédiatement a la surface du verre pour former la couche riche en silice. On
remarque également que le déplacement chimique des  est trés proche de celui de la silice pure
(109.3 contre 112 ppm); la couche riche en SIO, formée a la surface du 524 présente donc peu
d’ impuretés. D’ aprés les calculs effectués, entre 1 et 15 jours, la proportion d’espéces ( (OH) + )
augmente avec le temps d'immersion. Or pour les délais d'immersion 5 et 10 j, cette proportion
augmente légerement. Elle est importante entre 1 et 5 j ainsi entre 10 et 15 j. En liant les résultats
d' ICP concernant le taux du Si dans le SBF aux spectres RMN de 2°Si, on peut déduire que le réseaux
vitreux continue a dissoudre avec le temps d’immersion et en paraléle la couche de SiO, se forment
spontanément ce qui n’a pas permis de voir I’ atération de taux du Si dans le SBF a partir de5j ou on
assiste égdement a la formation d hydroxyapatite a la surface des verres. Ceci signifie que la
précipitation de |’hydroxyapatite n’inhibe pas totalement la dissolution du réseau vitreux. HA a
décéléré laformation de la couche SiO,. Or, aprés 15 j, I’ augmentation du Ca’* dans le SBF & conduit
a la continuation de la formation des silanols Si-OH et par consequence la dissolution du réseau
vitreux. En méme temps, la couche de SIO, se continue a se former avec la méme vitesse que la
dissolution s'est produite surtout que le processus de précipitation s est arrété aprés la consommation
du tout lesions du P dans |le SBF.

On remarque bien la bonne corrélation entre les résultats d'ICP et celle de la RMN. En plus, cette

derniére prouve bien laformation du gel de silice ce qui était impossible avec les autres méthodes.

b- SpectresRMN-MAS3'P:

Lafigure IV-13 présente les spectres RMN-MAS 'P obtenus pour le verre 52S4F aprés 1, 5, 10 et 15
jours d'immersion dans le SBF, et leurs déconvolutions. D’importants changements sont constatés sur
ces spectres; |e profil des spectres 3P évolue avec le temps d’ immersion dans le SBF, ce qui indique
d’ importantes modifications de la structure des verres lors des tests in vitro.

Le tableau (1V-2) regroupe les résultats obtenus (proportions de chagque espéce et déplacement
chimique associé) lors des déconvolutions des spectres *'P,
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Tableau | V-2: Résultats de la déconvolution des spectres RMN-MAS *'P du verre 5234.

Especes
Q° PO, 3(HA)
Avant immersion  ( 3.20ppm) (5.76ppm) (8.30ppm) -
39.5% 60.5 %
ljours 37.25% ( 3.75) 29.78%(5.58) 16.04%(8.50) 6.93%(2.80)
5jours 31.50%(3.60) 23.81%(5.99) 15.65%(8.20) 29.04%(2.80)
10jours 31.45%(3.84) 20.47%(6.00) 13.88%(8.50) 34.19%(2.95)
15jours 27.62%(3.95) 17.09%(6.00) 14.57%(8.18) 40.72%(3.00

L’ évolution spectrale principale réside dans I’ apparition d' une quatrieme gaussienne a environ 2.80
ppm. Cette composante corresponde a des , le phosphore est toujours dans un environnement
tétraédrique isolé, type orthophosphate ( ). Cette nouvelle composante corresponde a  des
( ) dans HA [59]. Donc, I'apparition de cette nouvelle composante témoigne la formation
progressive d une couche d’ hydroxyapatite a la surface des verres, lors des tests in vitro. La proportion
de cette nouvelle composante (tableau 1V-2) augmente avec le temps d’immersion surtout apres 5 |
qui correspond au début de domination de la précipitation de HAC. Entre 10 et 15 jours,
I’augmentation de la proportion de cette composante n’est pas trop important par rapport a celui de 5
jours et cela est a cause de la consommation des ions du P présents dans le SBF aprés 10 jours.

On observe que les résultats de I’analyse par RMN sont en bon corrélation avec les autres résultats
obtenus par les autres analyses. En plus, elle nous a permis de connaitre les différents changement
structuraux produits a la surface des verres en fonction de temps d’'immersion ce qui on’ a pas pu le
connaitre ou le prouvé avec les autres méthodes d’ analyse .

Donc d' apres les résultats obtenus apres immersion:

- la RMN du #®Si indique que le silicium présente quatre types d' environnement tétraédrique. Les
espéces Q° et Q° sont présentes initidlement dans le verre, puis avec I’augmentation du temps
d'immersion, la proportion globale (Q*+ Q° diminue au profit de I’ apparition des deux nouvelles
espéces Q3(OH) et Q*. La présence de ces nouvelles espéces témoigne donc de la dissolution du réseau
vitreux. Une magjorité des groupements silanols formés se repolymérisent ensuite immeédiatement a la
surface du verre pour former une couche riche en silice SIO..

- L’analyse par RMN 3P permet d’ observer | apparition d’ une nouvelle composante, notée PO, 3(HA)
qui se situe a 2.80 ppm. Cette composante est attribuée a la couche d’ hydroxyapatite qui se développe
lors destestsin vitro.
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Conclusion

Le défi actuel consiste a développer de nouveaux biomatériaux, capables de se lier aux tissus 0sseux
et aptes a stimuler les interactions cellules —implant, pour favoriser |a régénération osseuse.
L’enjeu est une améioration significative de la bioconsolidation et de la repousse osseuse, afin
d aider a la guérison des patients. De tels biomatériaux trouvent de nombreuses applications en
chirurgie orthopédique et maxillo-faciale.
Alors dans ce travail, on a éudié un verre quaternaire du systéme SiO,-CaO-Na,O- P,Os synthétisé
par fusion a haute température. La composition de ce verre est : 52% SiO,- 30%Ca0- 14% NaO-
4% P,Os (pourcentage massique), nomme 52S4F. On a déterminé les propriétés physico-chimiques
des verres 52S4F avant et apres immersion dans le SBF. L’ éude |a bioactivité de ce verre a été
étudié par différentes méthodes d’ analyses tels que DRX, IR, MEB-EDS et RMN du solide. Cette
derniére a permis de connaitre les altérations structurales produites a la surface du verre en fonction
du temps d'immersion.
L es résultats obtenus ont montré gque:

Vv Avantimmersion :
D’ aprés la DRX, le produit synthétisé est un verre amorphe. Les différents groupements existants
ont été déterminé par I’anayse IR. En plus de ces analyses, la spectroscopie RMN du solide a
permis de déterminer la structure du verre 52S4F. Elle a montré qu’il existe deux environnements
tétraédriques Q et °Q pour ®Si et que le phosphore se trouve dans un environnement
orthophosphat.

Vv Aprésimmersion :
Les résultats obtenus ont montré que la bioactivité de ce verre était avérée par la formation d' une
couche de phosphate de calcium aleur surface et laformation de la couche riche en SiOz2.
D’ apres les résultats de I’ analyse ICP, ont deux processus ont été produits au cours de I'immersion
des verres dans le SBF. Le premier processus ¢’ est I’ échange ionique entre les cations modificateurs
du verre et les protons du SBF; ainsi la dissolution du verre. Le deuxieme processus c'est la
formation d'une nouvelle couche d' hydroxyapatite carbonatée cristallisée comme il a été confirmé
par les analyses IR et MEB-EDS. Lataille des cristallites de cette couche de I’ ordre du nano ; ce
qui n’a pas permis de détecter cette couche par DRX.
Ces analyses n'ont pas éé suffisantes pour connaitre les différents changements structuraux a la
surface du verre en fonction du temps d'immersion. Cela nous a incité a faire la spectroscopie
RMN du solide. Cette derniere a confirmé la formation de I’ hydroxyapatite et le gel de silice SIO; a

la surface du verre. Deux nouvelles espéces de tétraédres SiO, (Q%(OH) et Q%) sont apparues sur le
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spectre RMN aprés immersion, ce qui témoigne la dissolution du réseau vitreux et de la formation
d’une couche riche en SiO,. De plus, nous avons constaté I’ apparition d’ une nouvelle composante,

notée () sur les spectres en RMN *'P, caractéristique de la formation progressive d’ une
couche d' hydroxyapatite ala surface des verres, lors des testsin vitro.
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Studding of the bioactivity of 52S4F, synthesised by fusion route, by solid state NMR

Abstract

This work is devoted to the study of the bioactivity of a quaternary glass. 52% SO, 30% CaO, 14%
NaO and 4% P,0s (Wt %) (named 52S4F) , synthesized by the fusion route. The physicochemical
properties of 52S4F glasses were determined before and after immersion in simulated body fluid
(SBF). The results obtained by various analysis methods, such as ICP, IR, SEM-EDS and solid state
NMR, have shown that different structural modifications at the glass surface as a function of soaking
time are the formation of a layer calcium phosphate (HA) and silicagel SiO,. The crystallite size of
the HA layer is in the order of nano (as shown by SEM). NMR analysis showed that, after 1 day
soaking time, the silicagel isformed and it has grown until 15 days. All methods have shown that after
5 days the precipitation process becomes more dominant than the dissolution process of the glass.

Finally, according to the results, the quaternary glass 524F is a bioactive glass.

Key words — Glass — Fusion — Bioactivity - Simulated body fluid (SBF) - Solid state
NMR



Etude dela bioactivité du verre 5254, synthétisé par voie fusion, par RMN du Solid
Résumé

Ce travail a éé consacré a |’ éude de la bioactivité d' un verre quaternaire de composition massique
52 % , 30 % , 14 % et 4% , synthétisé par la voie fusion (noté52S4F). On a
déterminé les propriétés physico-chimiques des verres 52S4F avant et aprés immersion dans la
solution physiologique simulé (SBF). Les résultats obtenus par différentes méthodes d’ analyses, tels
que ICP, IR, MEB-EDS et RMN du solide, ont montré que les différents changements structuraux ala
surface du verre en fonction du temps d’immersion sont la formation d’ une couche de phosphate de
calcium (HA) et d'un gel desilice SIO,. Lataille des cristallites de cette couche HA est de |’ ordre du
nano (montré par MEB). La RMN du solide a montré que le gel de silice sest formédes1j et il Sest
développé jusqu'a 15 j. Toutes les méthodes ont bien montré qu’'a partir de 5 j le processus de
précipitation devient plus dominant que le processus de dissolution du verre. Enfin, d aprés les

résultats obtenus, le verre quaternaire 52S4F est un verre bioactif.

Mots clés —Verre — Fusion — Bioactivité - Solution physiologique ssimulé (SBF)- Résonnance

magnétique nucléaire (RMN)

(rouslaliial) ¢y 1) Adas) g ¢ Jlguady) ARy sk puaaal) (5254 gla U (5 geadl Bldil) Al )

uadle

714 « 730 « 752 bl aUaill G la ol g saal) Dbl dul ol Jeall 138 panad
oaibadll dul )3 W leai¥) A3 phy laaall 5 (5284F hawdl) (RS 4 74 5

il @iy (SBF) sl (o sl s 3adll Jilall Jaby Gueall 2ay g 38 52SAF #la 51 400l g 450 5l

a3 22y ((ICP) slall Lo 30U Cilan) 25 Jie chdliaal) Jalaill Qi s (3o sh (e Lle J saanl) o5 3

«(RMN) clall auall (5 5 1 sundalizall 2330 s (MEB- EDS) (&5 58 muall Sl ¢((IR) &) sl

(HA) aseed\ Sl i b dada JS55 8 Jiaii uard) (o) AV a5 ehas o i) 4 gid) <l el

gl G elal ((MEB Ji (0 oiase s WS) Ll 455 (a8 HA 43ika Clins aas Salaall 23

15 psall s Al o3 sai HZind 5 JY) asall A oS5 Sakall 2 ) adaliseall ¢y dda) gaJidaill

dddee (g Guadll (ga il 5 ey e SISV 8 Conal HA (S5 Aglee ) Al 3okl JS < jelal o

s hadi zla ) o B2SAF zla 3l dlgile Jaanall giliall 8 g o) yal s 31 JUs)

(SBF) sl a5t 50 il Jild) -5 ol bl - leeai¥) — zla 3l — Azalidal) cilalsl)

(RMN) (sblinall oy )l -






