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Liste des abréviations

Abréviation Signification

Ti-6Al-4V Un alliage de titane qui contient une composition nominale de 6 % en poids d’aluminium,
4 % en poids de vanadium

Kroll Solution acide mixte de 2 mL HF 40 % et de 4 mL HNO3 65 % dans 1000 mL d’eau distillée

T Traitement thermique

TT630 Traitement thermique a 630°C pendant 1 h, avec une montée de 5 °C/min

Ca-P Phosphate de calcium (en anglais calcium phosphate)

S Substrat (substrate)

HA Hydroxyapatite (Cas(POs)30H)

ACM Bain autocatalytique acide modifié

AC Bain acide (Acidic bath)

ALK Bain alcalin (Alkaline bath)

oxy Bain oxydant (Oxidant bath)

SBF Solution simulant le plasma sanguin (simulated body fluid)

MEB Microscopie électronique a balayage (Scanning electron microscope, SEM)

EDS-X Analyse dispersive en énergie (Energy-dispersive X-ray spectroscopy)

MET Microscopie électronique en transmission (Transmission electron microscopy, TEM)

SAED Diffraction des électrons par sélection d’aire (selected area electron diffraction)

DRX Diffraction des rayons X (X- ray Diffraction, XRD)

FTIR Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (Fourier Transform InfraRed spectroscopy)

ATD Analyse thermique différentielle (Differential Thermal Analysis)

ATG Analyse thermogravimétrique (ThermoGravimetric Analysis)

PCNA Proliferative Cell Nuclear Antigen

IF Immunofluorescence staining

MTT Colorimetric metabolic 3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphanyltetrazolium bromide assay

PBS Phosphate buffered saline

NGS Normal Goat Serum

SPSS Statistical Package for Social Sciences
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Caractérisation et biocompatibilité de dépots de phosphates de calcium

sur Ti-6Al-4V obtenus par chimie douce

Résumé

Les biomatériaux en titane sont de plus en plus utilisés dans les implants dentaires et les
protheses de hanche. Toutefois, la surface des implants de titane doit étre modifiée pour devenir
davantage bioactive. Dans cette étude, les substrats de Ti-6Al-4V ont été d’abord modifiés par un
traitement mécanique, puis par un traitement acide. Dans un deuxieme temps, les échantillons ont subi
un traitement alcalin dans une solution de NaOH puis un traitement thermique, ce qui a provoqué la
formation d’une couche de titanate de sodium sur leur surface. Enfin, du phosphate de calcium a été
déposé soit par voie sol-gel, soit par voie autocatalytique, sur la couche de titanate de sodium pour
obtenir un revétement bioactif de titanate de sodium/ phosphate de calcium.

Apres le dépdt, la morphologie et la structure de la couche de phosphate de calcium ont été
analysées par diverses méthodes comme FTIR, Raman, DRX, MEB, MET, EDS-X et SAED. De plus, la coupe
transversale du revétement de titanate de sodium/ phosphate de calcium a été analysée par MEB/ EDS-X.
Et I'adhésion du dépo6t de phosphate de calcium au substrat a été qualitativement estimée par nano-
indenteur. La bioactivité in vitro du dép6t a été vérifiée par la méthode de Kokubo utilisant la solution
simulant le plasma sanguin (SBF). Et la cytotoxicité in vitro du dépot a été vérifiée par le test de viabilité
cellulaire utilisant les ostéoblastes MG63.

Les résultats ont indiqué que le dépot de phosphate de calcium est cytocompatible et bien lié au
substrat. De plus, le dépot de phosphate de calcium est stable en milieu physiologique (SBF) pour des
durées d’'immersion de 2 a 28 jours. La croissance d’apatite sur la surface des dépots a été observée
apreés 2 jours d’'immersion dans SBF.

Mots-clés : Ti-6Al-4V, hydroxyapatite, sol-gel, couche mince, titanate de sodium

Characterization and biocompatibility of calcium phosphate coatings

obtained by soft chemistry onto the Ti-6AIl-4V alloy

Abstract

Titanium and its alloys based biomaterials are more and more used for medical implants in
reconstructing of failed tissue. However to respond to the demand of orthopaedic and dental
application, their surfaces have to be modified to increase the osteointegration rate. In this study, the
Ti-6Al-4V alloy surface was firstly mirror polished and treated by an acid solution. Then, a thin film of
sodium titanate was formed on its surface via an alkaline-heat treatment. Finally, a calcium phosphate
was coated on the sodium titanate layer by using the sol-gel technique or the autocatalytic route. By this
process, a bi-phase bioactive sodium titanate/calcium phosphate layer was created on the titanium
substrate.

After coating, the morphology and the structure of calcium phosphate layer were analyzed by
various methods such as FTIR, Raman, XRD, SEM, TEM, EDS-X and SAED. Additionally, a cross-section
view of sodium titanate/ calcium phosphate layer was also realized by SEM/ EDS-X. And the adhesion of
calcium phosphate layer onto the substrate was verified qualitatively by nano-indenter. The in vitro
bioactivity of calcium phosphate coated samples was tested by Kokubo’s method using the simulated
body fluid (SBF). The in vitro cytotoxicity of calcium phosphate coated samples was estimated by cell
viability assay using the osteoblasts MG63.

The results showed that the calcium phosphate coating is cytocompatible and strongly bonds to
the substrate. In addition, the calcium phosphate coating was stable in SBF for different soaking periods
from 2 to 28 days. And the growth of apatite on the calcium phosphate coated sample surface was
identified after 2 days of immersion in SBF.

Key words: Ti-6Al-4V implant, hydroxyapatite, sol-gel, thin film, sodium titanate






Table des matieres

[ah Ao Yo [¥Tol dTo] o FORTT PP PTT P PPPPRTRPPPPIRt 1
Chapitre 1. ELat de Part c.occeicueieiiee ettt ettt teeeae e 8
1.1. Le titane et I'alliage Ti-6AI-4V : GENETalitES.......cuevieiiiieecee et e 10

1.2. Traitement de surface du titane ......cceeverieiieiie e 13

1.3. Les phases de phosphate de CalCiUm .......cccuiiiiiiie i e 20

1.4. Méthodes de dépdt du phosphate de CalCium ........cooviiiiiiiiiiniie e 20
1.4.1. Voie sol-gel pour déposer du phosphate de calcium sur du titane ..........cceceervieeenens 22

1.4.2. Dép6t de phosphate de calcium sur un polymeére par voie « autocatalytique ».......... 29

1.4.3. Dép6t de phosphate de calcium sur métal par la méthode « Reis modifiée »............. 31

1.4.4. Dép6t de phosphate de calcium par une méthode biomimétique ........ccccccecvveeeennneenn. 31

(0707 ol 1T T o [ PSSP 33

2] =T T g ol TSP 33
Chapitre 2. Méthodologies expérimentales ..........cocuviiiiiiiiiini i 41
2.1. Préparation des EChantilloNns .........cccueiiiiiiie it e e st e e e e aee e e s tbe e e esataeaeeaes 42
2.1.1. TrongoNNAge € POIISSAZE ...cceiuriiiiiee e ittt e e e e e s e e e e e s rbarr e e e e e e seearareeeeeeaan 42

2.1.2. Traitement acide (traitement Kroll) ..........cooooiieeeiiiiicciee e 43

2.1.3. Traitement alcalin utilisant 1a solution NaOH ..........cccecceeriiiiiiieniieeee e 43

b - 11 =T 0 o 1= o o 1T o 1o [ SR 43

2.1.5. DépOt de Ca-P par 1a VOIe SOI-GEI ......oee ettt et e 44

2.1.6. Dépot de Ca-P par la méthode Reis et al. .....cueeeeciiiiiciee e 45

2.2. Schéma des études et nom des chantilloNs ...........cooeerieiiiiiniinieeeeeee e 47

2.3. Les MEthOdES A’ aNaIYSE ......eiiieeiiie et e e s e e e s e e e enee e e snreeeesntreeenans 50
2.3.1. Microscopie électronique a balayage (MEB) ........c.vviveciiieiiiieeeceee e 50

2.3.2. Mesure d’énergie dispersive des rayons X (EDS-X)....cccovreiiuireeiirieeeeiieeeeiiee e 50

2.3.3. Microscopie électronique a transmission (MET) et diffraction d’aire sélectionnée des

E1ECEIONS (SAED) «.uutviiiiiee i ittt ettt e e e eeeb e e e e e eseab e e e e e e e eeseabaraeeeeeesesbaaeeeeeeesanstrareeeaeeaan 50
2.3.4. Diffraction des rayons X (DRX) ....cccccuiieeeiiieeeiiieeeciieeeeeite e e eeiteeeeeite e e eeaaeeeetaeeeenareeeeaneas 51
2.3.5. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) .....ccccvveieeiiieeecciiieeeciiee e, 52
2.3.6. Analyse thermique différentielle et thermogravimétique (ATD/ATG) ....ccovvvvevveeveennne. 53
2.3.7. MicrospectroSCOPIE RAMAN coceeeeeeeiiieieieeeeeeeee e 54



2.3.8. Etude de I'interface coUChe MINCE- SUBSTIAt c.cvveuieeereeeeeeeeeeeereeee s eeeeeeeeee st eneneenes 54

2.3.9. NaNO-INAENEATION. .c..eeriieiieiieteeieee ettt s s 55
2.3.10. Test de bioactivité in vitro utilisant un fluide corporel simulé (SBF) .........cccccvvveneen. 57
2.3.11. Dosage du phosphore par la méthode de BRIGGS ..........ccceveeririiinieniiieeneeeieeeeeee 58
2.3.12. Dosage du calcium par COlOrMELIIe ......c.eiiiiiriieiiieeeeeeeee e 59
2.3.13. In vitro cytocompatibility teSES ....cvveeieiiii e 60
2.3.14. Evaluation qualitative de la porosité de la couche de titanate de sodium................. 62

[ = =Y o ol TP P PRSP PRRRPROPRPRRORIN 63
Chapitre 3. Elaboration et caractérisation de I'inter-couche sur Ti-6Al-4V ............ 65
3.1. Caractérisation du substrat Ti-6Al-4V aprés le traitement acide (Kroll) .......ccccceevciveeieeicieeninennns 66
3.1.1. Analyse structurale du substrat Ti-6Al-4V par diffraction de rayons X (DRX)............... 66

3.1.2. Observation de la surface du substrat au MEB apreés le traitement Kroll .................... 67

3.2. Traitement alcalin-thermique pour Ti-BAI-AV ...........oooiiiieeciie e e 70

3.2.1. Formation d’une couche d’hydrogel de titanate de sodium sur la surface du Ti-6Al-4V

par uNn traitemMent @lCalin ........ocuiii i et e e e e e arees 70

3.2.2. Structure et morphologie de la couche de titanate de sodium apres le traitement

10 0 T=T 0 4o 1T U SRR USUPRSIN 74
3.2.3. Etude de I'interface titanate de SOdiUM-SUDSTIAt.....c..eveeveeeeeeeeeeeeee e e sneeenes 80

3.3. Etude de la formation de titanate de sodium par traitement alcalin-thermique pour

I"échantillon en PoUdre de titANE.......cccuiii e ettt e et e e et e e e e bb e e e eatee e eennes 80
CONCIUSIONS .ttt st e e st e st e s b e e st e esab e e s st e e sabeesmbeesaneesmbeesareesaneesas 85
REFBIENCES ...ttt et s e st st r e e e 86
Chapter 4. New Ca-P deposition process on sodium titanate ........cccceevvuveivvnnennnn... 88
4.1. Calcium phosphate (Ca-P) COAtING ...cviiiiiiiieccie ettt ettt e ser e e srr e e sraeeerae e s aaeenne s 89
4.1.1. Thermal behaviour of the Ca-P after drying of the sol-gel solution ...........ccccceevvveenns 89

4.1.2. Structure and chemical composition of the Ca-P coating.......ccccccceeevveciiieeieee e, 91

4.2 Morphology and structure of the Ti-6Al-4V/sodium titanate/Ca-P multilayer system ............. 100
4.2.1. Observation of the SUIace ........ccceciiriiiiene e 100

4.2.2. Structure of the INterfaces......ceicirieriereeeee e 102

4.3. Mechanical properties of Ca-P coatings scratch test.......cccccevcvierieciii e 106

4.4. Stability and in vitro bioactivity of HA coatings in physiological environment tested by using

3101 =T I oo Yo 1Y i LU SRS 111

4.5. Cell viability assay of calcium phosphate coatings.......cccceeveciiiiieiie i, 116



4.5.1. In vitro cytocompatibility.......coeeeieriiciie e e e 116

4.5.2. Cells number and proliferative ratio......c.cccceeeeceericciiie e 120
(00T ol U1 T T o L3S 122
0] =T =T ool T U UU SRRt 123

Chapitre 5. Dépo6t de phosphate de calcium obtenu par la voie autocatalytique 125

5.1. Dépbt de Ca-P en utilisant la méthode de Reis et al.......cooueerieeniiiiiiiiiieceee, 126
5.1.1. Préparation et caractérisation du dépot .........ccceeriiiriieiiiiiniieie e 126
5.1.2. Test de bioactivité des substrats immergés dans les bains autocatalytiques ............ 132

5.1.3. Bains « autocatalytiques » appliqués sur le sandwich 316L/Polypropyléne-

POIYETNYIENE (16) .eiueiieieeiiiee ettt ettt e et e e e st e e e s ata e e eeaataeessbeeeesstbeeeenssaeesnsens 134

5.2. Modification des bains de Reis et al. pour le dépot de Ca-P bioactif sur Ti-6Al-4V .................. 142
5.2.1. Présentation de 'artiCle. ..ot 142

5.2.2. PUBIICAION ..ttt e st st 143

(6o} 3Tl (V1Yo o L3 PP PSP P PPTOPPTOPPTO 150
REFEIENCES ...ttt st b ettt et s bt e bt e b e e b e e b e s b e sabesatesbeesbeenbeeneenee 151

(01 Yol [V E ToY a =] A o T=Y £ o 1T ot 4 17T 152

Annexe. Porosité de la couche de titanate de sodium sur Ti-6Al-4V aprés un

traitement alcalin-thermigque ... 160






Liste des figures

Figure 0.1. Schéma d’illustration du processus de dépot de Ca-P sur Ti-6AI-4V .........ccocveeeevciveeecceveee e, 3

Figure 0.2. Scheme of Ca-P deposition process onto Ti-BAI-4V ..........ccociiiiiiiiiiiiniiiiic e 5

Figure 1.1.1. Schéma d’illustration des substituts osseux : implant dentaire (a gauche), et prothése de

aF=TaTe o T = e [T 4= RS URS 9
Figure 1.1.2. Schéma des mailles cristallographiques des phases a (hcp) et B (bcc) (14) .ocvvvevveevveevieeeieeiieeeen, 10
Figure 1.1.3. Diagramme de phase a trois dimensions présentant les domaines de stabilité des alliages
de Ti CONTENANT AL €TV (15) .viiiiieeiie e etie sttt e e s te e et e s te e s ae e s teeesbeesateesaseesataeenseesaseesnseeans 12
Figure 1.1.4. Observation au microscope électronique a balayage (MEB) de la surface de Ti-6Al-4V poli

miroir avec une suspension de SiO2 (0,06 um), et immergé ensuite dans la solution HF-HNOs

pendant 10 min dans un bain d’ultrasons (19) ......ccceeeeciiie e e 12

Figure 1.2.1. Morphologie du titanate de sodium obtenu sur titane par traitement NaOH 5 M a 60°C
pendant 24 h, recuits a 550 et 600°C pendant 1 h. Apreés le traitement NaOH, un revétement de

titanate de sodium de porosité 10 a 100 nm est bien formé. Le réseau poreux se détériore a

2010 O 0 ) SRS 15
Figure 1.2.2. Profil de concentration de Ti, O et Na en fonction de la profondeur (36) ......cccceeeecurereneen. 17
Figure 1.4.1. Schéma des processus sol-gel et ses divers produits (63) .......cccevververeirrienieenieeneeneereereenes 22

Figure 1.4.2. Schéma des deux techniques de dépo6t d’une couche mince sur un substrat a partir d’'une

LYo ] [ULa oY o IR o] K =11 USRI 23
Figure 1.4.3. Influence du temps de conservation sur les impuretés observées dans I'HA (60)................ 26
Figure 1.4.4. Influence du traitement thermique sur la force d’adhérence du dép6t HA au substrat ...... 28

Figure 1.4.5. Schéma du processus de dépo6t du Ca-P sur des polymeres par autocatalyse (12) .............. 30

Figure 2.1.1. Barres de Ti-6Al-4V ELI commercial (a gauche) et disques de 20 mm de diameétre et 1,5 mm

A" EPAISSEUI (3 AIOITE) weeieiii ettt ettt eete e e e ettt e e e ette e e eetbaeaeeabaeeeesseeessseaaessseeananns 42

Figure 2.1.2. Matériels de polissage : papiers abrasifs, feutre et suspension de silice colloidale (a

gauche), machine de polissage (3 droite) ........coccuiiiieiiii ittt sbae e e 42



Figure 2.1.3. Microscope optique Olympus IX70 équipé un objectif X50 (a gauche), échantillons polis a la

silice colloidale et appareil ultrasonique utilisé pour le nettoyage des substrats (a droite)........... 43
Figure 2.1.4. Courbe de température du traitement thermique .........ccoccveriiiiniiiiine e 44

Figure 2.1.5. Délaminage du dépd6t de Ca-P a cause de traitement thermique a 700 (a gauche) et 800°C

[ I Lo 1 =) SRS 45
Figure 2.1.6. Schéma d’illustration du dép6t de Ca-P par les bains autocatalytiques ........cccccceeeeeivveeneee. 46
Figure 2.2.1. Schéma des travaux réalisés dans cette these .........ccecvvii e cciie e 47
Figure 2.3.1. Illustration de I'image au MET (a) et de I'image de diffraction d’électrons (b).......ccccce...... 51

Figure 2.3.2. Principe de la diffraction des rayons X : d est la distance interréculaire, 6 est I'angle de

diffraction, A est la longueur d’onde des rayons X et n =1, 2, 3, etc. ... 'ordre de la diffraction....52

Figure 2.3.3. Matériels (moule, broyeur et presse) utilisés pour préparer une pastille de KBr pour

[T aF= Y V2T o I 1 RSP 52
Figure 2.3.4. Schéma d’illustration d’un Microspectroscope Raman (8) .......cccveeeeviieeeriieeeciiee e 54

Figure 2.3.5. lllustration de la protection du dépot et de I'observation au MEB dans I'étude de I'interface
[o 1= oTo) B U] o 1Y 1 = USSR 55
Figure 2.3.6. Schématisation du test de NANOIAYUIE ........cccueeeiiiiieceiiie ettt e e e etae e e e ate e e e 56

Figure 2.3.7. Schéma représentatif de la charge des étapes de palpage initial, de rayure et de palpage

Figure 2.3.8. Morphologie de surface de I’échantillon TS-HA2 aprés une semaine dans la solution SBF

aux différentes échelles. Une couche homogene et uniforme de Ca-P est observée .................... 58

Figure 2.3.9. Schéma d’illustration de I'équation linéaire d’étalonnage du phosphore. La concentration
de I'’échantillon d’analyse est déterminée a partir de I'absorbance de cet échantillon en utilisant

[=Yo [ A To] oI W= =1 (o o[ o P - IO RS 59

Figure 2.3.10. Image d’illustration de la pixellisation de la porosité du titanate de sodium ..................... 63

Figure 3.1.1. Diagrammes de diffraction des Rayons X (DRX) sur les substrats Ti-6Al-4V « poli miroir » (a)
et aprés un traitement Kroll de 3 min (b). Pics de diffraction des phases Tiggs2Vo3sAlo102 (JCPDS 02-
8708) isomorphe de la phase a de titane (JCPDS 01-8963), phase [3 de titane (JCPDS 88-2321) et
Ti0,8V0,2 (JCPDS 03-2228) ...ttt sttt sie st ettt sb e bbbttt e b se e b sae bt et e s ennennennes 67

Figure 3.1.2. Observation au microscope électronique a balayage (MEB) de la surface du substrat Ti-6Al-

4V apres une immersion dans la solution Kroll a température ambiante pendant 1, 2, 3, 5 et 10



Figure 3.1.3. Spectre d’analyse dispersive en énergie (EDS-X) de la surface du Ti-6Al-4V apres un

traitement Kroll de 5 min. Les positions de I'analyse (S1 et S2) sont indiquées dans la Figure 3.1.2

Figure 3.2.1. DRX des échantillons : Ti-6Al-4V traité dans la solution Kroll (Kroll), et dans la solution NaOH
5 M 24 h a 60°C (M56024), 24 h a 80°C (M58024), 72 h a 60°C (M56072) et 72 h a 80°C (M58072)
(voir nomenclature dans le Tableau 2.2). Pics de diffraction du titanate de sodium Na2TisO13

(JCPDS 77-9461) et du rutile TiO2 (JCPDS 21-1276). Les pics du substrat sont notés « S »............. 70

Figure 3.2.2. DRX des échantillons : Kroll, M106024, M108024, M106072 et M108072 (voir Tableau 2.2).
Pics de diffraction du titanate de sodium Na2TisO13 (JCPDS 77-9461), Na2TisO19 (JCPDS12-6163) et
du rutile TiO2 (JCPDS 21-1276). Les pics du substrat Sont NOTES « S » ....ccccveevieeecieeiiiieeiiee e e, 71

Figure 3.2.3. Morphologie de la surface des substrats (voir Tableau 2.2) aprés un traitement alcalin dans

une solution NaOH 5 M (Echell@ 1 M) ..cuviiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e e ara e e eanes 72

Figure 3.2.4. Morphologie de la surface des substrats (voir Tableau 2.2) aprés un traitement alcalin dans

une solution NaOH 10M (EChelle 1 M) ...uuiieiciiie ettt et e e e are e e e st e e e e aree e eaaes 73

Figure 3.2.5. Couche obtenue sur un substrat Ti-6Al-4V poli a #400 dans une solution NaOH 5 M a 80°C
pendant 72 h : (a) selon Wei et al. (9), et (b) pour I’échantillon M58072 (échelle 1 um)............... 73

Figure 3.2.6. DRX des échantillons : Kroll, M56024-TT630, M58024-TT630, M56072-TT630 et M58072-
TT630 (voir Tableau 2.2). Pics de diffraction du titanate de sodium Na2TisO13 (JCPDS 77-9461) et
du rutile TiO2 (JCPDS 21-1276). Les pics du substrat sSont NOtES « S » ....ecccveeviieecieeviieeeiee e 74

Figure 3.2.7. DRX des échantillons: Kroll, M106024-TT630, M108024-TT630, M106072-TT630 et
M10807-TT630 (voir Tableau 2.2). Pics de diffraction du titanate de sodium NaTisO13 (JCPDS 77-
9461), Na2TisO19 (JCPDS12-6163) et du rutile TiO2 (JCPDS 21-1276). Les pics du substrat sont notés

Figure 3.2.8. Micrographies MET et clichés de diffraction en aire sélectionnée (SAED) du titanate de
sodium sur les échantillons traités dans une solution NaOH a la concentration de 5 oul0 M, ala
température de 60 ou 80°C pendant 24 ou72 h, suivi du traitement thermique a 630°C (voir

Tableau 2.2). Les distances interréticulaires mesurées par SAED sont présentées dans le Tableau

Figure 3.2.9. Morphologie du titanate de sodium sur Ti-6Al-4V apres un traitement alcalin (NaOH 5 M),

et apres recuit @ 630°C (VOIr TablEau 2.2) .....ueei ittt e et e et e e e ete e e e sbaeaeans 78

Figure 3.2.10. Morphologie du titanate de sodium sur Ti-6Al-4V aprés un traitement alcalin (NaOH 10

M), suivi d’un traitement thermique a 630°C (voir Tableau 2.2) .....ccccccvieeeiiiiiecieeecee e, 79

Figure 3.2.11. Coupe transversale de la couche de titanate de sodium de I'échantillon M106024-

TT630(a) €1 @NAlYSE EDS-X (D) cuveeieiiiiieeeeiie ettt eeee e e et e e e tte e e e et e e e e aaeeeeeabeeeeeasaeeeesraeann 80

vi



Figure 3.3.1. Observation au MEB et analyse EDS-X des échantillons en poudre de titane (a), et apres le

traitement NaOH 10 M et le traitement thermique a 630°C (b) (voir Tableau 2.2).......ccccceeueenee. 81

Figure 3.3.2. Analyse structurale DRX d’un échantillon en poudre de titane, ayant subi un traitement

Kroll puis traité dans la solution NaOH 10 M, et recuit a 630°C pendant 1 h (voir Tableau 2.2)....82
Figure 3.3.3. Analyse ATD/ATG de I'échantillon TPA (voir Tableau 2.2).......cccceceviereneneneeieeeieee e 83
Figure 3.3.4. Analyse ATD/ATG de I’échantillon TP (voir Tableau 2.2) .....cccccvvevveevrieiieeeie e 83

Figure 3.3.5. Schéma d’illustration du processus de traitement alcalin-thermique des particules de titane

Figure 3.3.6. Potentiel zéta d’'une poudre de titane, et des échantillons traités en milieu alcalin (voir

L] 1 [T 1V 12 S 85

Figure 4.1.1. TG/DTA curves of dried Ca-P gel sample heated in flowing air........cccccovveevvrevieecveecveenen. 89
Figure 4.1.2.XRD patterns of dried Ca-P gel annealed (a) at 400 and 500, and (b) at 600, 700 and 800°C.
Diffraction peaks from the JCPDS data base of HA (JCPDS 09-432), CaO (JCPDS 02-1088), CaCOs
(JCPDS 12-8783), Ca(NO3)2 (JCPDS 06-5679) and HaCa(P0O4)2H20 (JCPDS 11-5377) «..eeuveuveuvennennene 90
Figure 4.1.3. DRX of TT, TS-HA1, TS-HA2, TS-HA3, TD-HA1 and TD-HA2 samples. Phases diagrams from
the JCPDS data base of HA (JCPDS 09-432), CaCOs (JCPDS 12-8783) and Ca4Ti3010 (JCPDS 89-1385)

Figure 4.1.4. TEM observations and SAED image and EDS-X spectra of coatings on the samples: TS-HA1,
TS-HA2, TS-HA3, TD-HAL and TD-HAZ......ociieieeteeeeeeeteete ettt ste et et sta et et teenaesnnesnnas 93

Figure 4.1.5. FTIR analysis for the samples: TT, TD-HA1, TD-HA2, TS-HA1, TS-HA2, and TS-HA3 .............. 96

Figure 4.1.6. Typical Raman spectra of the surface of (a) a pre-treated titanium sample, and samples

enriched with Ca-P by (b, c and d) spin-coating, and (e, f) dip-coating .......c.cccceevvrevveerieerreenen, 98

Figure 4.1.7. Compositional mappings of the samples described in Figure 4.1.6 obtained by confocal
Raman microspectroscopy. Optical micrograph of the analyzed area (left), Raman intensity of the
Ca-P peak at 960-965 cm}(middle), Raman intensity in the 115-325 cm™ range corresponding to
the titanate phases (right). The bright area in the bottom right hand corner of the micrograph of

TD-HA1 corresponds to a scratch performed on the surface .......occcvveeeveeniiiiiiniiceeee e, 99

Figure 4.2.1. SEM observations of the TS-HA1, TS-HA2, TS-HA3, TD-HA1 and TD-HA2 samples.............. 101

Figure 4.2.2. EDS-X analysis of the spin- and dip- coated samples compared to the Kroll and TT ones,

recorded ON FEW MMZ @rEE .....cveviiriirie e eieeetete sttt e e e et et e aesteeseessessesaesneseesseeseensessessenees 102
Figure 4.2.3. Cross-section observation of the sample TS-HAL.........cccoiiiiiiii i 103
Figure 4.2.4. Cross-section of the sample TS-HAZ........o et 103

vii



Figure 4.2.5. Cross-section of the sample TS-HAS.........ooi e e e e e e e 103
Figure 4.2.6. Cross-section of the sample TD-HAZ .........ooo ittt et e e e e e e tree e 104

Figure 4.2.7. EDS-X analyses recorded (a) at S1, S2 and S3 points of Figure 4.2.3, (b) at S4, S5 and S6
points of Figure 4.2.4, (c) at S7 and S8 points of Figure 4.2.5 and (d) at S9, $S10 and S11 point of
FIGUIE 4,26ttt e et s e e e st e e e 104

Figure 4.3.1. Experimental scratch curves obtained on the samples (a) TT, (b) TS-HA1, (c)TS-HA2, (d) TS-
HA3, (e) TD-HA1 and (f) TD-HA2 using a spherical indenter (R =5 pm) for a normal applied load
varying from 10 £0 100 MN ..o..uiiiiiiiiiiiie ettt st et e st e e st e e st e e sabeesaneesaneesanee e 107

Figure 4.3.2. SEM observations of the residual groove on Ca-P coatings of samples (a) TT, (b) TS-HA1, (c)
TS-HA2, (d) TS-HA3, (e) TD-HA1 and (f) TD-HA2 after scratch experiments with a spherical
indenter (R=5 um) for a normal applied load varying from 10 to 100 MmN ........ccccceeeeiiieeeriiieeenns 108

Figure 4.3.3. Cross profile for a load of 50mN of TS-HA2 and TD-HA2 ..........cccoeeeeiiiiieeeciee e 109

Figure 4.3.4. The friction coefficient as a function of the normal applied load determined on samples (a)

TT, (b) TS-HA1, (c) TS-HA2, (d) TS-HA3, () TD-HAL and (f) TD-HAZ.....evverveeeeerereerereesereseeereseee 110

Figure 4.4.1. (a) SEM observations, (b) EDS-X analysis, (c) TEM observation and SAED analysis of the
sample TD-HA2 after immersion for 1 to 4 weeks in SBF. The same observations were obtained

for the other samples immersed for periods from 1 to 4 WeekK(S)......ccueeeeerrieeciieeeciiiee e 111

Figure 4.4.2. Ca concentration measured in SBF after soaking the TT, TD-HA1, TD-HA2, TS-HA1, TS-HA2,
and TS-HA3 samples for 0, 2,4, 7, 14 and 28 daysS.........cceccieeeiiiiieeeiieeeceiiee e eivee e stee e e vree e eiveee s 112

Figure 4.4.3. Phosphorus concentration measured in SBF after soaking the TT, TD-HA1, TD-HA2, TS-HA1,

TS-HA2, and TS-HA3 samples for 0, 2, 4, 7, 14 and 28 dayS.......cccceeeeerieeeeciieeeciieeecieeeeeiree e e 112
Figure 4.4.4. SEM surface morphology of samples after one week in SBF..........ccccccvviieeiieeieciiee e, 113
Figure 4.4.5. SEM surface morphology of samples after 2 weeks in SBF .........ccccceeeiviiieeiiee i, 114
Figure 4.4.6. Surface morphology of samples after 4 weeks in SBF.........ccccvivcieieevciie e 114

Figure 4.4.7. XRD patterns of (a)TS-HA1, (b) TS-HA2, (c) TS-HA3, (d) TD-HA1 and (e) TD-HA2 samples

after soaking in SBF solution for 1 and 2 WeeK(S) ...eeecviveieiiiriiiieeeeee et 115

Figure 4.5.1. Not direct cytotoxicity evaluation after 24 h. Bars represent means and standard
deviations. MTT assay reported very similar results between spin coated samples and controls (a)
and also between dip coated samples and controls (b). For spin coated series, cells viability
ranged from 97 to 99% compared with controls, while for dip coated series, the values were

between 99 and 101%. No statistical significant differences were noticed between test samples

viii



Figure

Figure

Figure

Figure

Figure

and controls (p>0.05); furthermore, morphological observations (c) confirmed MTT data as cells

presented similar morphology, spread and density. Bar scale = 100 um (magnification 20x) .....116

4.5.2. Not direct cytotoxicity evaluation after 72 h. Bars represent means and standard
deviations. MTT assays showed comparable results between spin coated samples and controls (a)
and also between dip coated samples and controls (b). For spin coated series, cells viability (TS-
HA1, TS-HA2 and TS-HA3) was calculated as 97 to 99% reported to controls, while dip coated
series values (TD-HA1 and TD-HA2) were between 99 and 101%. No statistical significant
differences were noticed between test samples and controls (p>0.05). Moreover, morphology
analysis (c) supported viability data as cells showed comparable morphology, spread and density

with controls. Bar scale = 100 um (mMagnification 20X) ......cccccvveereeeiirereeeiiieeseeereeeseeeieeesvee s 117

4.5.3. Direct cytocompatibility evaluation after 24 h. MTT assay showed no statistical differences
between control and spin coated series samples (a) and dip coated series (b) in term of cells
viability. Bars represent means and standard deviations. SEM observations (c) confirmed that
cells were able to adhere to coated surfaces as well as to the control (Ti-6Al-4V) one. Thus,
deposited Ca-P did not interfere with cells adhesion even in multilayer (TS-HA2, TS-HA3 and TD-
HA2); bar scale = 20 um. Finally, IF staining (d) confirmed that cells successfully spread as
cytoskeletons (in red, stained by phallodin) were comparable between control and test samples.

2 T or | LR 00 N VT o USSR 118

4.5.4. Direct cytocompatibility evaluation after 7 days. MTT assay showed a statistical significant
difference between TT samples values compared to control (indicated by *) and to TS-HA3 and
TD-HA2 samples (indicated by §). This could be related to the ability of a Ca-P multilayer to
protect cells from direct contact with sodium titanate. Bars represent means and standard
deviations. SEM observations (c) confirmed that cells were still attached to samples surface but
that Ca-P coating layers were metabolized by cells. Thus, deposited Ca-P protected cells from the
direct contact to the sodium titanate layer; bar scale = 20 um. Finally, IF staining (d) confirmed
that cells still attached to the surface presented cytoskeletons (in red, stained by phallodin)

comparable with controls. Bar SCAle = 50 M ..ccocviiiiiiiriiieiieeeiee ettt 119

4.5.5. Number of floating cells into the medium; general comparison (a), spin coated samples
detail (b) and dip coated series detail (c). In (d) are reported the percentage of lost cells vs day 0
number. In general cells spontaneously detached from all the samples. Control (Ti-6Al-4V)
resulted the material with the lowest cells detachment percentage. On the opposite, TT series
reported the highest number of lost cells. Regarding coated samples, the increase of Ca-P layer

decreased the number of detached cells. Graphics represent means and standard deviations..120

4.5.6 a-c. PCNA staining of proliferative cells. Bars represent means and standard deviations.
After the first 24 h, no statistical significant differences were noticed between the number of
proliferating cells in control (pure titanium) and the other groups that showed values between 95

and 97% for spin coated series (a, upper panel) and between 95 and 96% for dip coated series (b,



Figure

Figure

Figure

Figure

Figure

Figure

upper panel). Also TT specimens did not result as statistically different compared to control. Also
IF staining images (c, upper panel) showed that after 24 h the number of proliferative cells (co-
stained in red) was superior to the non proliferative ones (in blue, indicated by the arrow) after
24 h. Conversely, after 7 days of culture statistical significant differences (p<0.05) were noticed
between TT samples and controls (indicated by *) and between TT and TS-HA3 (a, lower panel,
indicated by §) and between TT and TD-HA2 specimens (b, lower panel, indicated by §).
Moreover, the presence of more non-proliferating cells was visually detected by IF (c, lower

panel, indicated by the arrow). Bar scale = 50 M ....cc.oiiiiiiiiiniieieeie et 121

5.1.1. DRX des échantillons : TT, AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd. Pics de diffraction du titanate de
sodium NazTisO13 (JPDCS 77-9461) et du rutile TiO2 (JPDCS 21-1276). Les pic du substrat sont

NOTES €S M 1eiiiiiiiiiiiii et e ee ettt e e et e se et e e et eeesesateeeeeeesesaabaaseeessesaabasaeeeesesassbasseesesssessssraseeeessassnren 127

5.1.2. Observation au MEB et analyse EDS de la surface des échantillons AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-

5.1.3. Analyse au MET avec SAED et EDS-X des échantillons AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd. Le
phosphore et le calcium sont toujours présents dans les échantillons. Le palladium est détecté sur
I’échantillon OXY-Pd. Les distances interréticulaires mesurées sur le SAED sont présentées dans
1€ TABIEAU 5.1 ..ttt et et b e b et e bt et satesaeesbeenbe e bt e bt eneeeneenbeenreens 129
5.1.4. Variation du Ca (a gauche) et du P (a droite) dans le SBF aprés une immersion de 2, 4 et 7
jours pour les échantillons AC1-Pd, ALK1-Pd €t OXY-Pd ......ccccviiiriieriiiieeeeiieee e seee e sieee e 132
5.1.5. DRX des échantillons : TT, AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd aprés une semaine dans SBF. Pics de
diffraction du titanate de sodium NaxTisO13 (JPDCS 77-9461) et du rutile TiO2 (JPDCS 21-1276). Les
Pic du SUDSTrat SONT NOTES € S M wuviiiiiiiiiiiiie e 132
5.1.6. Observation au MEB et analyse EDS des échantillons AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd apres une

SEMAINE HANS SBF ..cooeiiiiiiiiieieieeeieeeeeeeeeeeret e ee e erereeeeeeererererererereresererssesesarssssssssssssssesarsrsssssrererererees 133






Introduction







Introduction 2014

Introduction

Du fait du vieillissement de la population, les prothéses ou les implants connaissent un
développement croissant. Ils permettent de restaurer des fonctions biologiques et/ou d’améliorer la
qualité de vie de personnes agées, de patients gravement atteints lors d’accidents, ou encore de
patients souffrant d’arthrite ou de malformations (1). Implantés dans le corps, ils doivent remplir un
certain nombre de criteres selon I'application visée, bioinertes quand il s’agit de valves cardiaques ou
bioactifs et osteointégrables pour les protheses de hanche ou les implants dentaires. Les matériaux qui
les constituent sont appelés « biomatériaux », définis par la Société Européenne des Biomatériaux,
comme « matériau congu pour interagir avec les systémes biologiques, qu'il participe a la constitution
d'un dispositif a visée diagnostique ou a celle d'un substitut de tissu ou d'organe ou encore a celle d'un

dispositif de suppléance (ou d'assistance) fonctionnelle ».

Ainsi, les implants peuvent étre en polymeére, en céramique ou en métal (1-3). Toutefois, pour
répondre aux exigences de fabrication, de caractéristiques mécaniques et de biocompatibilité, la plupart
des implants sont métalliques. Parmi les métaux, le titane et ses alliages comme le Ti-6Al-4V sont
largement utilisés car ils présentent d’excellentes propriétés par rapport aux aciers inoxydables
classiques ou aux alliages nickel-chrome et cobalt-chrome : un module d’élasticité plus faible, une
meilleure biocompatibilité et une meilleure résistance a la corrosion (2). De plus, le titane et ses alliages
sont inertes in vivo et ont une bonne résistance a la corrosion grace a la couche mince de dioxyde de
titane présente a leur surface. Néanmoins, une fois implantés, ils sont séparés de I'os par une couche
mince non minérale et le lien de I'implant de titane a I'os est réalisé par un verrouillage (interlocking)

mécanique simple (4).

Ainsi, de nombreux travaux portent sur la modification de la surface des implants de titane pour
obtenir une adhésion forte a I'os et combiner les propriétés mécaniques du métal a la bioactivité de la
surface. Des traitements électrochimiques ont été utilisés pour créer une couche mince d’oxyde de
titane (5), ou des dépots par méthode physique ou chimique pour obtenir une couche de phosphate de
calcium (Ca-P) ou un mélange de Ca-P et d’oxyde de titane (6). Ces dépots ont de plus I'avantage de
créer une barriere contre I'éventuelle libération d’ions présents dans le substrat métallique, par

exemple du vanadium (V), chrome (Cr), nickel (Ni), aluminium (Al), etc. ...

Vers la fin des années 80, de Groot (7) a revétu des protheses métalliques avec de
I’hydroxyapatite (HA) en utilisant une torche a plasma. Ensuite, plusieurs techniques comme I'ablation
laser, la pulvérisation cathodique, I'électrophorese, le trempage (dip-coating), la tournette (spin-
coating), la voie biomimétique, etc. ... ont été utilisées. Les trois derniéres méthodes sont des procédés
de chimie douce que nous avons utilisés dans cette these. Alors que dans les deux premieres, le Ca-P est

obtenu a partir de précurseurs, la méthode biomimétique est un procédé physico-chimique inspiré du

1
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vivant. Le substrat métallique est trempé dans une solution qui simule le plasma sanguin, appelée
Simulated Body Fluid ou SBF, pendant une période de temps suffisante pour former une couche de Ca-P

(8-11).

C'est dans ce contexte que s’inscrivent les travaux réalisés au cours de cette thése. Notre

démarche, schématisée dans la Figure 0.1, a été la suivante :

- modifier la surface de I'alliage Ti-6Al-4V par un traitement chimique en milieu alcalin (NaOH) et
un traitement thermique afin de créer une couche de titanate de sodium liée au substrat métallique

(8,9,12)

- déposer ensuite une couche de Ca-P semblable a celle composant I'os, soit par voie sol-gel (13—
15), soit en utilisant la voie appelée « voie autocatalytique », proposée par Reis et al. (16,17) pour des
implants en polymére. La premiére solution (voie sol-gel) a été la plus largement étudiée, tandis que la

deuxiéme a été réalisée sur la fin de la thése et les résultats présentés sont préliminaires.

Ces deux étapes de traitement ont été utilisées par le passé, mais jamais simultanément.
L'originalité de la thése est de les combiner et d’obtenir comme nous le montrerons, une couche de

phosphate de calcium qui ne se délamine pas sous une contrainte mécanique.
Cette these est organisée en cing chapitres.

Elle débute par une étude bibliographique permettant de comprendre la démarche de ce travail.
Les propriétés structurales et physiques du titane et de ses alliages sont décrites. Ensuite, plusieurs
méthodes de modification de surface et de dép6t permettant d’améliorer I'utilisation a long terme des
implants métalliques in vitro et in vivo sont présentées. Et enfin, les procédés sol-gel et
« autocatalytiques » permettant d’obtenir un revétement de phosphate de calcium sur le substrat en

alliage Ti-6Al-4V sont décrits.

Le deuxieme chapitre présente les techniques expérimentales utilisées pour I'élaboration et la

caractérisation des échantillons.

Le troisieme chapitre montre comment nous obtenons une couche de titanate de sodium a la
surface du substrat apres polissage et traitements alcalin et thermique. La structure et la morphologie

du titanate de sodium sont aussi décrites.

Les dépots de Ca-P obtenus par voie sol-gel, soit par trempage (dip-coating), soit en utilisant une
tournette (spin-coating) font I'objet du quatrieme chapitre. Le phosphite de triéthyle (P(C2Hs0)3) et le
nitrate de calcium tétrahydraté (Ca(NOs)2.4H20) sont utilisés comme précurseurs. Les comportements

biologique et mécanique du Ca-P y sont présentés.
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Substrat Ti-6Al-4V

Polissage mécanique
Pour obtenir une surface de uniforme rugosité

Traitement acide (Kroll)
Pour enlever le film mince d’oxyde natif

Traitement alkalin
Pour former une couche de titanate de sodium bioactive

Traitement thermique
Pour stabiliser et cristalliser |la couche de titanate de sodium afin
d’améliorer I'adhésion Ti-6Al-4V/Ca-P

Dépot de Ca-P par chimie douce
Pour améliorer I'ostéointégration

Voie sol-gel Bains autocatalytiques
Par Par Bains de Bains
tournette trempage Reis modifiés

Figure 0.1. Schéma d’illustration du processus de dépét de Ca-P sur Ti-6Al-4V

Le chapitre 5 décrit les résultats obtenus en utilisant la méthode appelée « autocatalytique » et
proposée par Reis et al. (16,17). Trois bains différents ont été portés a une température comprise entre
60 et 80°C, un bain oxydant a pH 7, un bain acide a pH 5,3 ou un bain alcalin a pH 9,2. Ces trois bains
contiennent du chlorure de palladium (PdClz). Nous avons aussi utilisé du chlorure d’argent (AgCl) a
cause de ses propriétés antibactériennes (18). Nous avons pour la premiere fois aussi testé ces bains
« autocatalytiques » pour le développement de surface bioactive sur des composants du sandwich

316L/Polypropyléne-Polyéthyléne (19).

Enfin, une conclusion générale reprend les discussions et les conclusions de ce travail.
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Introduction

Nowadays, prosthesis and implants are more and more developed due to the ageing of the
population. They are used for body assistance to compensate the functions of the offended structures
and/or to improve the quality of life of aged people, of injured seriously patients by accident, or the
patients suffering from arthritis or deformations (1). They have to fulfil criteria according to the targeted
function. Heart valves have to be bioinert, while hip prosthesis or dental implants have to be bioactive
for a good biointegration. The material itself is called “biomaterial”. A biomaterial, as defined by the
European Society of Biomaterials, is any matter, surface, or construct that interacts with biological
systems, often used and/or adapted for a medical application, and thus comprises whole or part of a

living structure or biomedical device which performs, augments, or replaces a natural function.

Biomaterials can be fabricated utilizing polymers, ceramics or metals (1-3). However, most of the
implants are metallic in order to answer the requirements of mechanical characteristics and
biocompatibility. Among metals, titanium and its alloys such as Ti-6Al-4V are widely used because they
possess excellent properties compared with classic stainless steels or nickel-chromium and cobalt-

chromium alloys: a lower elastic modulus, a better biocompatibility and corrosion resistance (2).

In addition, titanium and its alloys are bioinert in vivo and with a good corrosion resistance
assigned to the thin titanium oxide layer on their surface. Nevertheless, once implanted, a non-mineral
layer separates the titanium implant from the bone and the implant-bone bond occurs by a simple

mechanical interlocking (4).

Therefore, a lot of works concerns titanium implants surface treatments in order to obtain a
strong adhesion with the bone and to combine the mechanical properties of metal with the surface
bioactivity. Several methods were developed, such as electrochemical treatment, to create a titanium
oxide thin film (5), or by physical or chemical method to coat calcium phosphate (Ca-P) or a mixture of
Ca-P and titanium oxide (6). These coatings create a barrier against a potential release of toxic ions from

the metallic substrate (e.g. V, Cr, Ni, Al, etc.)

In the late 80’s, de Groot (7) developed osteoconductive hydroxyapatite (HA) plasma spray
coatings on metallic hip total replacements. Then, several techniques such as pulsed laser ablation,
magnetron sputtering, electrophoresis, dip and spin coatings, biomimetic route, etc. were used. These
last three methods are “chimie douce” processes used in this thesis. Ca-P is obtained from precursors by
using dip and spin coating methods; while the biomimetic method is a physical-chemical process
inspired by the physiological conditions. Indeed the substrate is dipped into a Simulated Body Fluid (SBF)

solution for a period of time, long enough to form a Ca-P layer (8-11).
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In this context this thesis was carried out on according to the approach schematized in Figure 0.2

and as follows:

- modify the Ti-6Al-4V alloy surface by a chemical treatment using a NaOH solution and followed

by a heat treatment to create a sodium titanate layer bonded to the metallic substrate (8,9,12).

- coat a film of Ca-P similar to the bone composition by the sol-gel route (13—15), or by the so-
called “autocatalytic” route proposed by Reis et al. to treat polymer implants (16,17). The sol-gel
method is widely studied, whereas only preliminary results obtained with the autocatalytic one are
presented. The scheme describing new applied methodologies to coat the Ca-P layer is presented in

Figure 0.2.

Ti-6Al-4V substrate

Mechanical polishing
To control the surface roughness

Chemical etching
To remove native surface oxides

Alkaline pre-treatment
To make bioactive Ti-6Al-4V surfaces

Heat treatment
Crystallization of sodium titanate hydrogel film
to improve the adhesion Ti-6Al-4V/Ca-P

Ca-P layer by chimie douce
To improve the osteointegration

Sol-gel route Autocatalytic baths
Spin Dip Reis’ Modified
coating coating baths baths

Figure 0.2. Scheme of Ca-P deposition process onto Ti-6Al-4V

These two stages of treatments were reported in many papers and used by other authors, but
never simultaneously. The originality of the work is to combine these methods and to obtain a Ca-P

layer which does not delaminate under mechanical load.
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This thesis is organised in five chapters.

It begins with a bibliographical study allowing understanding our approach to develop a new
methodology. The structural and physical properties of titanium and its alloys are described. Then,
several methods of surface treatments and coating to enhance the long-term usage of metallic implant
in vitro and in vivo are presented. And finally, the sol-gel and "autocatalytic" processes, allowing

obtaining a Ca-P coating on Ti-6Al-4V alloy substrates, are described.

The second chapter presents the experimental methods used for sample elaboration and

characterization.

The third chapter shows the experimental procedure to obtain a sodium titanate layer onto the
substrate surface after mechanical polishing and alkaline-heat treatment. The structure and the

morphology are also described.

Ca-P layers obtained by sol-gel route, by either dip or spin coatings are presented in the fourth
chapter. The triethyl phosphite and the calcium nitrate tetra hydrate were used as precursors. The cell

viability and the mechanical behaviour are also presented.

The chapter 5 describes results obtained by using the method called "autocatalytic" and
proposed by Reis and al. (16,17). Three different baths were carried out and baths’ temperatures were
between 60 and 80°C, with a pH 5.3 for the acidic, 7 for the oxidant and 9.2 for the alkaline baths. The
baths contain palladium chloride (PdClz) and we also used silver chloride (AgCl) because of its
antibacterial properties (18). We applied for the first time these "autocatalytic" baths for developing a

bioactive surface on components of 316L / Polypropylene-Polyethylene sandwich structures (19).

Finally, a general conclusion resumes the discussions and the conclusions of this work.
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Les biomatériaux sont principalement utilisés pour restaurer des fonctions physiologiques ou
encore en vue d’améliorer la qualité de vie des personnes agées, des patients gravement blessés lors
d’accidents, ou souffrant d’arthrite, de malformation... (1). La Figure 1.1.1 illustre deux applications, des

implants en titane pour remplacer les dents et une prothése de hanche.

Figure 1.1.1. Schéma d’illustration des substituts osseux : implant dentaire (& gauche), et prothése de

hanche (a droite)?

Les matériaux utilisés sont classés en quatre groupes, les métaux et alliages métalliques, les
polymeéres, les céramiques et les composites tels que les « métal-céramique », « polymere-céramique »,

etc. (2).

En orthopédie, quelques polyméeres comme le polyéthylene de masse molaire trés élevée

(UHMWPE) et le polypropylene (PP) sont présents, malgré leur mauvaise résistance a l'usure (3).

Les céramiques, comme le triphosphate de calcium (TCP, Ca3(POa)2), I’hydroxyapatite (HA,
Ca10(P0s)s(OH)2) ou les bio-verres du systéme SiO2-P20s-CaO-Na:0 sont plus utilisées car elles
présentent une excellente résistance a la compression, une bonne biocompatibilité et une bonne
osteointégration (3). Toutefois, a cause d’une faible résistance a la rupture, 'utilisation des matériaux
céramiques dans les applications de prothéses de hanche est limitée. Aujourd’hui, ils sont surtout

utilisés en couches minces sur la surface métallique des prothéses de hanche.

Les aciers inoxydables, les alliages cobalt-chrome (Co-Cr), le titane (Ti) ou les alliages de titane
(Ti-6Al-4V) sont largement utilisés car ils ont de bonnes propriétés mécaniques en particulier une bonne
résistance a la rupture, a la corrosion, et une bonne biocompatibilité (4). Néanmoins, pour améliorer
I'ostéointégration, mais également pour empécher les ions métalliques de diffuser dans le corps, la

surface doit étre modifiée, par exemple par un dépét de phosphate de calcium (Ca-P) (5-9).

1 http://www.dents-beaute-sourire.com/implants-dentaires.php

2 http://www.chirurgie-orthopedique-nice.com/reprise_prothese hanche.html
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Nous présentons dans ce chapitre, les caractéristiques structurales et les propriétés physiques
générales du titane (Ti) et de ses alliages. Nous décrivons ensuite les travaux relatant les modifications
de composition et de structure de la surface aprés des traitements alcalin et thermique. Nous décrivons
enfin les différents composés de Ca-P et les méthodes de dépdt en couche mince, en particulier le dépot
par tournette (spin-coating) ou par trempage (dip-coating) d’une solution sol-gel, et le dép6t en bain

aqueux appelé « auto-catalytique » par Reis et al. (10-12).
1.1. Le titane et l'alliage Ti-6Al-4V : généralités

Le titane présente deux types de structures : une structure hexagonale pseudo-compacte (hcp)
appelée phase a, dont les parameétres cristallins sont a = b = 0,295 nm et c = 0,468 nm ; et une structure

cubique centrée (bcc) de parametre cristallin a =b = ¢ = 0,332 nm appelée phase B (Figure 1.1.2) (13,14).

0.468 nm

Figure 1.1.2. Schéma des mailles cristallographiques des phases a (hcp) et 8 (bec) (14)

La phase a se transforme en phase B par chauffage au-dessus de 882°C. Cette transition est
réversible. La température de transformation de a en B est appelée la transition B (Tg). Pour le titane, Tg
est égale a 882 + 2°C (14,15). A cette température, les plans les plus denses {0001} de la phase a se

transforment dans les plans de base {110} de la phase 3 (13).

La température de transition, Tg, du Ti est sensiblement modifiée en présence d’impuretés. Les
différentes qualités de titane sont répertoriées selon un grade de 1 a 4 (Tableau 1.1). Tg varie de 890°C
pour le titane commercial de grade 1, a 950°C pour le Ti du grade 4. L’ajout d’aluminium (Al) et/ ou
d’étain (Sn) stabilise la phase o par une augmentation de la température Tg, alors que le vanadium (V)
et molybdéne (Mo) stabilisent la phase 3, en diminuant Tg, ce qui conduit pour Ti-6Al-4V a un alliage

biphasé a et B. La température Tg est augmentée jusqu’a 995°C en ajoutant Al et V (13).

10
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Tableau 1.1. Compositions chimiques des différents grades (Gr.) de Ti (ASTM, F67, 1992)

, . Compositions chimiques (% en masse)
Eléments - - - -
TiGr.1 TiGr. 2 TiGr.3 TiGr. 4
N 0,05 0,05 0,03 0,05
C 0,10 0,10 0,10 0,10
H 0,015 0,015 0,015 0,015
Fe 0,50 0,30 0,30 0,50
0] 0,40 0,35 0,25 0,40
Ti Balance Balance Balance Balance
D’autres alliages de titane existent (Tableau 1.2):
- isomorphes de la phase a comme Ti-5Al-2,55n, ou proche de a comme Ti-8Al-1Mo-1V
- isomorphe de la phase B comme Ti-13V-11Cr-3Al, ou proche de B comme Ti-3Al-10V-2Fe
(13,14).

L’alliage Ti-6Al-4V est un alliage de titane qui cristallise dans les deux phases a (hcp) et B (bec). La
Figure 1.1.3 présente le diagramme de phase du systeme Ti-Al-V en fonction de la température. A la

température ambiante, sa structure est majoritairement celle de la phase o (hcp) avec un peu de phase

B (bcc) (14).

Tableau 1.2. Alliages de titane utilisés dans les applications biomédicales (16)

Alliage Micro Alliage Micro

structure structure

Titane; Gr. 1, 2, 3,4 (a) Ti— 13Nb-132r proche (B)

(ASTM F67)

Ti—6Al-4V ELI (o +B) Ti— 12Mo— 6Zr — 2Fe (B)

(ASTM F136 et ASTM F620)

Ti-6Al-4V (a+P) Ti- 15Mo (B)

(ASTM F1108)

Ti—6Al-7Nb (o +B) Ti— 16Nb— 10Hf (B)

(ASTM F1295)

Ti—5Al-2.5Fe (o +B) Ti— 15Mo— 5Zr — 3Al (B)

(1SO:DIS 5832 - 10) riche (B)

Ti-5Al-3Mo—-4Zr (a+B) Ti— 15Mo—3Nb (B)

Ti—155n—4Nb-2Ta—0.2Pd (o +B) Ti—35.3Nb—5.1Ta - 7.1Zr (B)

Ti—-15Zr—4Nb-2Ta—0.2Pd (o +B) Ti— 29Nb- 13Ta — 4.6Zr (B)

L'alliage Ti-6Al-4V existe dans le grade ELI (extra-low interstitial). Celle-ci est plus pure que
I'alliage Ti-6Al-4V commercial (Tableau 1.3). Ti-6Al-4V ELI contient au maximum 1300 ppm d’oxygene
(0) alors que Ti-6Al-4V en contient 1500 a 2000 ppm (17). La diminution du taux d’oxygéne a pour but
d’améliorer la ductilité et la ténacité de I'alliage. De plus, la résistance a la compression de I’alliage ELI
est aussi réduite. L'alliage Ti-6Al-4V ELI est le premier alliage de titane utilisé comme matériau d’implant
dans le systeme de standard ASTM (18). Le Tableau 1.3 présente la composition en masse des deux

grades de Ti-6Al-4V commercial et ELI (18).
11
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Tableau 1.3. Composition des alliages Ti-6Al-4V (Gr. 5) et Ti-6Al-4V ELI (Gr. 23)

Alliage Impureté limite Composition nominale
Ti-6Al-4V (% en masse, max.) (% en masse)
N (o H Fe (0] Al \"
(Gr.5) 0,05 0,10 0,0125 0,30 0,20 6,0 4,0
ELI (Gr. 23) 0,05 0,08 0,0125 0,25 0,13 6,0 4,0

Les deux phases o- et B- de lalliage Ti-6Al-4V peuvent étre observées en microscopie
électronique a balayage (MEB) aprés un traitement de la surface par une solution acide HF-HNOs. En
effet, Sittig et al. (19) et Lee et al. (20) ont observé une phase majoritaire riche en Al (phase a), et une

phase minoritaire riche en V (phase B) formant des ilots sur la surface (Figure 1.1.4).

[i allays

near ol o metastable i p

Baz2

.|

Temperature [°C]

e Ti G%Al —_— Ti 205V
g wt. %V
[t-stabilizing

Figure 1.1.3. Diagramme de phase a trois dimensions présentant les domaines de stabilité des alliages

de Ti contenant Al et V (15)

Figure 1.1.4. Observation au microscope électronique a balayage (MEB) de la surface de Ti-6Al-4V poli
miroir avec une suspension de SiOz (0,06 um), et immergé ensuite dans la solution HF-HNO3 pendant 10

min dans un bain d’ultrasons (19)

Dans le Tableau 1.4, nous présentons quelques caractéristiques mécaniques des titanes de
structure a (Tia) ou B (Tig), ou présentant les deux structures. Nous observons que les caractéristiques

du module élastique (E), de la limite d’élasticité (Yield Strength, YS) et de la résistance a la traction

12
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(Tensile Strength, TS) du Ti-6Al-4V sont toujours plus élevées que celles du Ti commercial. Mais
I’élongation (El) de cet alliage est plus faible que celle du Ti commercial. Les alliages isomorphes de Tig

ont le module élastique le plus bas.

Tableau 1.4. Quelques caractéristiques mécaniques pour divers alliages de titane (16)

o Ti commercial | Ti-6alav | oAV | eAl7ND | Ti-15Mo | Ti-13Nb-13zr
Caractéristique ELI
(a) (o +B) (a+B) (o +B) (B) (B)

Module élastique 102,7 (Gr. 1)

ou de Young, E 110-114 | 101-110 114 78 79-84
104,1 (Gr. 4)

[GPa]
Limite d"élasticité, | 170(Gr. 1) 825-869 | 795-875 | 880-950 544 836-908
YS [MPa] 485 (Gr. 4)
Re5|s.tance a la 240 (Gr. 1)
traction, 550 (Gr 4) 895-930 | 860-965 | 900-1050 | 874 973-1037
UTS [MPal :
Elongati 24 (Gr. 1

ongation, (Gr. 1) 6-10 10-15 8,1-15 21 10-16
El [%] 15 (Gr. 4)

1.2. Traitement de surface du titane

La surface des implants est généralement traitée pour améliorer la bioactivité, c’est-a-dire la
capacité de I'implant a favoriser la croissance cellulaire. Un traitement mécanique est souvent utilisé
pour modifier la topographie de la surface des implants (21,22). Par exemple, Anselme et al. (22) ont
indiqué qu’une surface polie miroir de rugosité 0,16 um conduit a une prolifération cellulaire plus élevée
gu’une surface de rugosité 0,3 um. La topographie de la surface des implants peut aussi étre modifiée
par un traitement acide (23). En pratique, celui-ci est souvent utilisé pour éliminer de I'oxyde et de la
contamination sur la surface du substrat, afin d'obtenir une surface finie propre, uniforme et rugueuse

(24,25).

Les méthodes chimiques et physiques sont utilisées pour former une couche bioactive d’oxyde de
titane, de titanate de sodium ou de phosphate de calcium. Par exemple, une couche d’hydroxyapatite a
été déposée sur la surface par voie sol-gel (26—28), par procédé électrochimique (microarc oxidized) (29)
ou par voie physique comme la torche a plasma (plasma spray method) ou I'ablation laser (pulsed laser

deposition) (30-32).

Les matériaux peuvent étre traités en surface par une solution oxydante de peroxyde
d’hydrogene (H20:2) puis chauffés a la température de 200 a 600°C (33), ou par un procédé
électrochimique (34) pour former une couche d’oxyde de titane bioactive (TiO2) sur la surface des
implants. Le traitement alcalin-thermique est une des méthodes les plus récentes pour traiter la surface
des implants de titane afin d’obtenir une couche bioactive pouvant se lier directement a I'os. Un

traitement alcalin utilisant la solution NaOH suivi d’un recuit a des températures de 400 a 800°C permet

13
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une meilleure ostéointégration. Une couche de titanate de sodium (NaxTiyO;) se forme sur la surface des
implants de titane (35,36). Nishiguchi et al. (37,38) ont utilisé un traitement thermique a 600°C pour
former la couche de titanate de sodium et ont montré que cette couche peut se lier directement a I'os

du chien apres une implantation de 4 semaines et du lapin aprés une implantation de 8 semaines.

Les réactions entre NaOH et le titane sont décrites par les équations suivantes :

Ti + 30H- — Ti(OH)3" + 4e” (Eq.1.1)
Ti(OH)s* + OH <> Ti(OH)4 (Eq.1.2)
Ti(OH)s* + & — Ti02H,0 +0.5H, T (Eq.1.3)
TiO2nH20 + OH" <> HTiOs -nH20 (Eq.1.4)

La couche d’hydrogel de titanate de sodium est sous forme amorphe ou microcristalline (39,40).
Elle favorise la croissance d’apatite en milieu de fluide corporel simulé (ou Simulated Body Fluid, SBF).
En effet, Kim et al. (39) ont indiqué que, aprés un traitement dans des solutions de NaOH de
concentration 5 ou 10 M a des températures de 40 a 60°C, pour des durées de 24 a 96 h, de I'apatite se
forme sur la couche d’hydrogel de titanate de sodium aprés seulement 24 h dans le SBF. Toutefois, si les
échantillons n’ont pas subi de traitement alcalin ou ont subi un traitement dans des solutions alcalines
de concentration plus faible (pour des durées et des températures identiques), aucune croissance d’'HA

n’est observée dans une solution SBF (39).

Jondsova et al. (41) ont développé une surface bioactive sur du Ti par un traitement en deux
étapes : 1) prétraitement de la surface de Ti par une solution HCl sous atmosphére inerte de CO:; et 2)
traitement alcalin par une solution NaOH 10 M a 60°C pendant 24 h, suivi d’'un séchage a 100°C. Le
résultat a indiqué qu’une couche poreuse d’hydrogel de titanate de sodium est bien formée. La

bioactivité de cette couche est vérifiée aprés immersion dans la solution SBF.

Wen et al. (25) ont utilisé un mélange de HCl et de H2SO4 pour I'étape de prétraitement (étape 1),
et une solution NaOH 0,2 M a 140°C pendant 5 h pour I'étape de traitement alcalin (étape 2). Une
couche microporeuse d’hydrogel de titanate de sodium est aussi créée, mais la croissance d’apatite dans
le SBF est plus rapide. Des échantillons en Ti-6Al-4V ont été traités par une solution NaOH de
concentration de 0,001 a 0,01 M pour les échantillons poli miroir, de 0,2 a 0,4 M pour des échantillons
non polis, et a la température de 140°C pendant 5 h sous une pression de 3 bar (42). La couche
d’hydrogel de titanate de sodium présente une bioactivité dans la solution de Hank (HBSS, Hank's

Buffered Salt Solution).

Cependant, les ions Na* présents dans I’hydrogel de titanate de sodium peuvent étre éliminés
facilement par lavage. Jonasova et al. ont cherché a diminuer la concentration de sodium de la couche
d’hydrogel de titanate de sodium par plusieurs nettoyages a I'eau distillée. lls ont observé des vitesses

de formation d’apatite semblables, pour des échantillons ayant des concentrations de sodium

14
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différentes (43). Uchida et al. ont indiqué qu’un traitement supplémentaire par I'eau distillée a la
température de 40 a 80°C pendant 24 a 48 h enléeve les ions de sodium de la couche d’hydrogel de
titanate (44). Pattanayak et al. ont nettoyé I’hydrogel de titanate de sodium par une solution d’HCI

diluée (45). L'hydrogel de titanate de sodium (NaxH2xTisO7; 0<x<2) s’est alors transformé en HaTisO7.

= with

43

Figure 1.2.1. Morphologie du titanate de sodium obtenu sur titane par traitement NaOH 5 M a 60°C
pendant 24 h, recuits a 550 et 600°C pendant 1 h. Apres le traitement NaOH, un revétement de titanate

de sodium de porosité 10 a 100 nm est bien formé. Le réseau poreux se détériore a 600°C (40)

Un traitement thermique apres le traitement alcalin permet la stabilisation de la couche de
titanate de sodium et augmente I'adhésion au substrat. Kim et al. (40) ont traité le titane par une
solution NaOH de concentration 5 M a 60°C pendant 24 h, et un recuit a des températures entre 400 et
800°C avec une montée de 5°C/min. lls ont obtenu un titanate de sodium amorphe entre 400 et 500°C,
peu cristallin a 600°C et du titanate de sodium cristallin (Na2TisO11) avec du rutile (TiO2) au-dessus de
700°C. La Figure 1.2.1 présente la morphologie de la surface du titane aprés un traitement alcalin,
sans/et suivi d’'un traitement thermique. Takadama et al. (46) ont utilisé I"analyse par Microscopie
Electronique a Transmission équipé d’un spectromeétre d’analyse dispersive en énergie (MET-EDS) pour

étudier la formation du titanate de sodium et du rutile. Yamaguchi et al. (47) ont indiqué que I'hydrogel
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de titanate de sodium de composition NaxH24Tiz07, formé apres un traitement alcalin dans une solution
NaOH 5 M a 60°C pendant 24 h se transforme en Na:TisO13, anatase et rutile aprés un traitement
thermique a 600°C pendant 1 h. Wei et al. (48) ont observé par Diffraction de Rayons X (DRX) la
formation de Na:TisOu11 sur la surface de Ti-6Al-4V aprés un traitement NaOH de 3 a 10 M entre 60 et

80°C pendant 1 a 7 jour(s).

Néanmoins, selon Ravelingiene et al. (49), lorsque la couche d’hydrogel de titanate de sodium est
traitée thermiguement, la bioactivité du titanate de sodium diminue. La décomposition thermique est

décrite par la réaction (Eq.1.5) suivante :
NaxH2xTi307.nH20 — TiyO; + Na20 + H20 (Eq.1.5)

La croissance d’apatite dans la solution SBF sur ces échantillons est retardée par le traitement
thermique. Dans le cas d’un échantillon non traité thermiquement, I’'HA se forme aprés 24 h dans le SBF.
Pour des échantillons de titane recuits entre 400 et 600°C, I'apatite se forme apres 72 h dans le SBF.
Avec un traitement thermique a 700°C et plus, il faut 7 jours dans le SBF pour observer cette croissance

de I'apatite (40).

Wel et al. (48) ont utilisé différentes conditions, une concentration de NaOH de 3 a 15 M avec
une température de 60 a 80°C pour une durée de 24 a 72 h et un traitement thermique de 500 a 700°C.
La croissance de |'apatite est la plus rapide sur I'échantillon traité par la solution NaOH 5 M a 80°C
pendant 72 h et le traitement thermique a 600°C, alors qu’aucune croissance d’apatite n’est observée

aprées 72 h dans le SBF sur les échantillons ayant subi un traitement thermique a 700°C.

D’un autre co6té, Kim et al. (36) ont mesuré la pénétration de I'oxygéne et du sodium dans la
couche de titanate de sodium sur des substrats immergés dans une solution NaOH 5 M a 60°C pendant
24 h, et soumis a un traitement thermique de 400 a 800°C pendant 1 h avec une montée de 5°C/min
(Figure 1.2.2). La profondeur de pénétration de I'oxygéne et du sodium est environ de 1 um pour
I’échantillon de traitement NaOH, et plus de 1,5 um pour I"échantillon de traitement NaOH suivi d’'un
traitement thermique a partir de 600°C. Le titanate de sodium sous forme Na;TisO11 et rutile sont aussi

observés par DRX.

Pour étudier I'adhésion de la couche de titanate de sodium, Wei et al. (48) ont utilisé un ruban
adhésif et montré que I’échantillon traité a 600°C est plus résistant au décollement que celui ayant subi
un traitement a 500°C. De plus, Krupa et al. (50) ont montré que la résistance a la corrosion est plus

élevée apres un traitement thermique a 700°C.

Yan et al. (51) ont fabriqué des implants en deux étapes : 1) les implants ont tout d’abord été
traités dans une solution NaOH 10 M a 60°C pendant 24 h et recuits a 600°C ; ensuite ils ont été
immergés dans une solution SBF pendant 4 semaines pour obtenir une couche d’apatite a la surface
avant de les implanter dans des tibias de lapin. Une augmentation significative de la couche d’apatite a

été observée.
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Figure 1.2.2. Profil de concentration de Ti, O et Na en fonction de la profondeur (36)

Le lien implant-os a été évalué in-vivo. Des implants de titane, de Ti-6Al-4V et d’autres alliages de
titane ont été insérés dans les fémurs canins. Nishiguchi et al. (38) ont indiqué que les échantillons qui
ont subi le traitement NaOH a la concentration de 5 M pour le titane et 10 M pour I'alliage, a 60°C
pendant 24 h, suivi par un traitement thermique a 600°C se lient directement, plus vite et plus
fortement a I'os sans l'intervention de tissu fibreux, ce qui n’est pas le cas des implants n’ayant pas subi

de traitement alcalin-thermique.

Ils ont aussi montré que les échantillons ayant subi un traitement alcalin sans traitement

thermique ne se lient pas a I'os a cause de la surface réactive instable (37).

Dans le Tableau 1.5, nous avons récapitulé les études récentes sur le traitement alcalin-
thermique des implants de titane. Dans la plupart des travaux, un traitement alcalin dans une solution
NaOH a la concentration de 5 ou 10 M, chauffée 60°C a été utilisé sur des substrats de titane ou de Ti-
6Al-4V. Ces substrats peuvent étre polis au papier abrasif de grade de rugosité #400 ou non polis. Les

échantillons sont en général traités thermiquement a 600°C pendant 1 h.
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Tableau 1.5. Application du traitement alcalin-thermique au développement de la surface bioactive du Ti et du Ti-6Al-4V
(TT=traitement thermique)

Citation Substrat Méthodes de traitement Résultats principaux
Polissage Trait. acide Trait. alcalin Trait. thermique
(1) (2) (3) (4)
Couche poreuse de titanate de sodium pour I"échantillon sans TT ;
Kim et al., Ti Papier Non 5 M NaOH, 600 / 800°C, couche dense pour les échantillons de TT a 600/800°C
(36) abrasif #400 60°C, 24 h 1 h, 5°C/min L’épaisseur de la couche de titanate de sodium est environ 1 a 1,5 um et
proportionnellement a la température de TT
600°C, - ) o - N ] .
Nishiguchi . Papier 5 M NaOH, ‘ ' PIaqugs |mplantees.dans les tibias des. Iap|n§ ma.Ies adultes ,‘apfes
Ti . Non 1 h, 5°C/min le traitement alcalin et le TT, le Ti se lie directement a l'os
etal, (37) abrasif #400 60°C, 24 h . . s ..
Traitements essentiels pour la capacité de liaison osseuse
Pas de fissure dans la couche de titanate de sodium (MEB) ;
couche poreuse de titanate de sodium pour les TT < 550°C; couche
Kim et al., . Papier 5 M NaOH, 400 a 800°C, dense pour les TT > 600°C (au MEB)
Ti . Non . R . 3 . . R
(40) abrasif #400 60°C, 24 h 1 h, 5°C/min Présence de rutile, Na2TisO11 pour les TT > 400°C (DRX)
Croissance de Ca-P dans SBF pour les TT <600°C pendant 3 jours ;
pour les TT > 600°C pendant 7 jours (SBF)
Coupé d’une (100 mL HCl 18% Couche poreu,se de ‘Fitanate de sodi.um . . o
Wen et al., Ti grande +100 mL H2S04 48 0,2 M NaOH, Non Surfaces des échantillons ayant subi un traitement acide, suivi d’un
4 . . . . ey s . ™
(25) plaque, non %), 30 min 140°C,5h traitement alcalin plus bioactives que celles traitées soit en milieu
. (Y ’ . . oy .
polis acide, soit en milieu alcalin
Yan et al, Ti Papier Non 10 M NaOH, 600°C, 1 h, Plaques en Ti implantées en bilatéral dans les tibias des lapins
(51) abrasif #400 60°C, 24 h 5°C/min méles adultes
2 % H3PO4 en
C & d’ d , I
Wen et al., . oupe dune m:?sse ans 0,1 N NaOH, 140°C, Croissance de Ca-P dans la solution sursaturée de calcification
(52) Ti grande dimethyl- sh Non (5CS) 4 37°C
plaque formamide (DMF),
a 150°C
Jondsova et 10 M NaOH,
Ti - Non ou HCI 100°C Croissance de Ca-P dans SBF pendant 5 jours
al., (41) 60°C, 24 h P :
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Citation Substrat Méthodes de traitement Résultats principaux
Polissage Trait. acide Trait. alcalin Trait. thermique
(1) (2) (3) (4)
1/ 5 M NaOH Couche poreuse de titanate de calcium (le sodium est remplacé
' 60°C, 24 h 600/ 700°C, complétement paf le c'aIC|um) aprés TT a 600/700°C ; croissance de
Fukuda et Ti Papier t oui 1h, 5°C/min Ca-P dans SBF aprés 1 jour
al., (53) abrasif #400 .e puis ’ Tous les Ti traités se lient directement a I'os dans les tibias des
solution CaCl2 100 . A R . . .
lapins males adultes aprés 4 semaines sauf le Ti sans traitement
mM, 40°C, 24 h . .
alcalin-thermique
Nishiguchi Tiet Papier NaOH 60°C, 24 h, 5 M 800°C, 1h,
& . p Non pour Ti et 10 M pour 5°C/min Les implants sont implantés dans un fémur canin
et al., (38) Ti-6Al-4V | abrasif #400 )
Ti6Al4V
Kim et al, Tiet Papier Non 10 M NaOH, 60°C, 24 600°C, 1 h, Traitement alcalin-thermique améliore la capacité de liaison
(54) Ti-6Al-4V | abrasif #400 h 5°C/min osseuse du Ti et de I'alliage de titane
600°C, 1 h,
: 3°C/min, . o . . o
Papier . . Dans 1,5 SBF: HA uniforme est déposé sur les échantillons traités
Adawy et | _ , 5 M KOH, Et puis solution B . .
Ti-6Al-4V abrasif Non . dans la Ca(OH): surpersaturée, mais HA non uniforme sur les
al., (55) 60°C, 24 h NaH2PO4 ou , . s
#1000 . échantillons traités dans NaH2PO4
solution Ca(OH)2
super-saturée
Perez Papier 5 M NaOH, 60°C, 24 h 600°C, 3 h,
Teixeira et | Ti-6Al-4V abrasif Non ou 20 M NaOH, 90°C, 5°C/min Croissance de Ca-P dans 1,5 SBF apres 3 jours
al., (56) #1000 30 min
Wei et al,, . papier 3315 M NaOH, 500 a 700°C, 1 h, | Ti-6Al-4V traité en NaOH 5 M 72 h, 80°C suivi d’'un TT a 600°C, 1 h
Ti-6Al-4V . Non .. o . . .
(48) abrasif #400 137 jour(s), 60-80°C 5°C/min «est le plus bioactif» dans SBF
Wen et al,, Ti-6Al-aV dian:);r:fée 6 Non 0,001 3 0.4 N NaOH, Non Croissance de Ca-P dans la solution sursaturée de calcification
[10] um 140°C, 5 h, 3 bar (SCS) a 37°C
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1.3. Les phases de phosphate de calcium

Le terme « phosphates de calcium » est un terme générique regroupant les composés des cations
Ca?, et des anions PO+ (ortho-), POs™ (meta-), P207* (pyro-) ou (PO3).™ (poly-), en présence ou non du
groupe OH". Nous présentons dans le Tableau 1.6 les composés d’orthophosphate de calcium qui se
forment dans le systéme Ca(OH)2-H3PO4-H.0 ou CaO-P.0s-H.O (58). Du pyrophosphate de calcium
(Caz2P207) peut se former a partir de la transformation de la brushite (CaHPO4-2H20) ou du CaHPOQ4 par
un traitement thermique a une température inférieure a 800°C (59) ou par la voie sol-gel (60). Cette
phase est I'un des produits de Ca-P intermédiaire dans le processus de bio-minéralisation de I'os (59). La
phase B-Ca:P207 est aussi formée dans les biomatériaux vitrocéramiques pour améliorer I'usinabilité

(61). Une bibliographie compléte sur les Ca-P est disponible dans la référence (58).

Tableau 1.6. Composés d’orthophosphate de calcium et leurs propriétés (58)

Ca/P Composé Formule Solubilité a Stable au
chimique 25°C, (g/L) pH
0,5 Phosphate monocalcique hydraté Ca(H2P04)2-H20 ~ 18 0,0a2,0
(MCPM)
0,5 Phosphate monocalcique anhydre Ca(H2P0a4)2 ~17 [a]
(MCPA)
1,0 Phosphate  bicalcique  hydraté CaHPO4-2H20 ~ 0,088 2,0a6,0
(DCPD, brushite)
1,0 Phosphate dicalcique anhydre CaHPO4 ~ 0,048 [a]
(DCPA)
1,33 Octaphosphate de calcium (OCP) Cag(HPO4)2(P04)4:5H20 ~0,0081 55a7,0
1,5 Phosphate tricalcique-a (a-TCP) a-Cas(P0O4), ~0,0025 [b]
1,5 Phosphate tricalcique-B (B-TCP) B-Caz(PO4)2 ~ 0,0005 [b]
1,2 Phosphate de calcium amorphe CaxHy(POa)2:nH20 ~5a12
2,2 (ACP) n=3a4,5; [c]
1,5 Hydroxyapatite de calcium- Ca10x(HPOa)x(POa)6x ~0,0094 6,539,5
1,67 déficient (CDHA) [d] (OH)2x (0<x < 1)
1,67 Hydroxyapatite (HA) Ca10(P0Os)s(OH)2 ~0,0003 9,5a12
1,67 Fluorapatite (FA) Ca10(POa)eF2 ~ 0,0002 7312
2,0 Phosphate tétracalcique (TTCP) Cas(P04)20 ~ 0,0007 [b]

2le composé est stable a une température supérieure a 100°C.

b les composés ne peuvent pas se former par précipitation dans une solution aqueuse.
¢ le composé est métastable.

9 le composé peut &tre nommé «hydroxyapatite précipitée (precipitated HA)».

1.4. Méthodes de dépot du phosphate de calcium

Parmi les méthodes de modification de la surface des implants de titane, le dépot de Ca-P, en

particulier d’'HA, permet de développer une surface bioactive et biocompatible, de composition

20



Chapitre 1. Etat de I'art

2014

chimique proche de celle de I'os. Le Tableau 1.7 présente les méthodes qu’on peut utiliser pour le dépot

de Ca-P sur les implants (62).

Tableau 1.7. Techniques de dépét de phosphate de calcium

électrochimie

application pour les substrats de
forme complexe ;
dépot rapide ; faible colt

Technique Epaisseur Avantages Désavantages
(um)
Torche a plasma 3023200 | Vitesse de dépot élevée ; Décomposition de Ca-P a cause
bas colt de la haute température ;
Production d’un dép6t amorphe
par refroidissement rapide
Pulvérisation 0,5a3 Epaisseur uniforme ; Co(t élevé; durée de dépot
cathodique couche dense élevée ; couche amorphe
Ablation laser 0,05a5 Couche en phase cristalline et Haute température
pulsé amorphe ; couche dense et
poreuse
Dépot par 50 a 500 Economique ; procédé rapide ; Haute température ; coefficient
trempage application pour les substrats de d’expansion thermique différent
forme complexe entre la couche et le substrat
Dépot par voie <1 Application pour les substrats de | Nécessité d’un traitement
sol-gel forme complexe ; thermique dans un
température basse; capacité a environnement spécial : argon,
former une couche trés mince azote, ou air
Dépot par 100 a 2000 | Couche uniforme ; dépot rapide ; | Haute température
électrophorese application pour les substrats de
forme complexe
Dépot par <30 Température basse ; possibilité Dépot lent ; nécessité d’un pH
biomimetisme de former de I’'HA ; application constant du SBF
(SBF) pour les substrats de forme
complexe
Pression 0,2a20 Couche dense Non applicable aux substrats
isostatique complexes ; coefficient
a chaud d’expansion thermique différent ;
co(t élevé
Dépbt par 50a500 | Couche uniforme ; Pas trés bonne adhérence

Méthode
autocatalytique

Publiée dans la littérature pour les polymeres. C'est une méthode utilisée pour les

implants de titane par notre groupe de recherche

Dans les paragraphes suivants, nous présentons plus en détail la voie sol-gel et la méthode

«autocatalytique» que nous utiliserons dans cette thése pour le dépot de Ca-P sur les substrats de Ti-6Al-4V.
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1.4.1. Voie sol-gel pour déposer du phosphate de calcium sur du titane

La méthode «Sol-gel» est une méthode permettant de produire des matériaux amorphes ou
cristallins a partir d’'un état liquide a température ambiante. Cette méthode est connue depuis le début

du 198 siécle pour fabriquer des matériaux céramiques et des matériaux en verre (63).

En principe, le processus sol-gel implique la transition d'un systeme a I'état liquide «sol» (pour la
plupart un colloide) a la phase solide «gel» (63,64). Le schéma du procédé sol-gel est présenté dans la

Figure 1.4.1 pour la fabrication de couches de Ca-P.

En regle générale, la solution sol-gel est fabriquée par une dissolution des composés métallo-
organiques dans une solution d’alcool. Ces composés sont des alcoxydes de métal M(OR)n ou M
représente les éléments métalliques comme Si, Ti, etc. et R est une chaine hydrocarbonée (CHs*, C2Hs",
CnH2n+1*, etc.). Une petite quantité d’eau est ajoutée a la solution sol-gel pour réaliser les réactions

d’hydrolyse des composés métallo-organiques et les réactions de condensation (63,65).

Solution alkoxyde de Ca
Couche mince dense et de P dans alcohol (2) Broyage
. Hydrolyse et Séchage
Traitement condensation
thermique

Trempage,

f— 2

== Presse ala
temperature Frnttage
€ amblante
vaporisage ==
Xérogel
Bulk Ceramlque

dense

Secha e Frittage |

supercrmque

Couche mince sur le substrat

(1)

Filage

N -

Fibres

Gel Bulk (4) Aem%e'

Figure 1.4.1. Schéma des processus sol-gel et ses divers produits (63)

Les réactions d’hydrolyse peuvent étre réalisées en milieu acide, alcalin ou neutre, en présence

d’eau ou d’alcool (63,65).

M(OR)s + H20 — M(OH)s+ ROH (réaction d’hydrolyse) (Eq.1.6)
=M-OH + HO-M= — =M-0O-M= + H.0 (condensation d’eau) (Eq.1.7)
=M-OR + HO-M= — =M-0O-M= + ROH (condensation d’alcool) (Eq.1.8)

Actuellement, la voie sol-gel est largement utilisée pour synthétiser I'HA. La réaction est facilitée

par les structures cristallines identiques entre [PO4] > et [MOa4]*.

22



Chapitre 1. Etat de I'art 2014

Dans cette thése, nous avons utilisé la voie sol-gel pour déposer une couche mince de Ca-P sur la
couche de titanate de sodium a la surface du substrat Ti-6Al-4V. Nous avons également étudié la
formation d’"HA en poudre par un séchage et un traitement thermique de la solution sol-gel (fleches 1 et

2 de la Figure 1.4.1).
a) Formation d’une couche mince sur le substrat par voie sol-gel

Pour déposer une solution sol-gel sur la surface des implants et former ainsi une couche de Ca-
P, nous pouvons procéder de deux maniéres: par trempage (dip-coating) ou par tournette (spin-
coating). La Figure 1.4.2 présente le schéma d’illustration des deux techniques de dépot par le procédé

sol-gel sur le substrat.

A -
Substrat ¥ Film mince ya
Vs Solution Film mince
Solution )
CaP
(1) (2)
Trempage Tirage (1) Avant tournette (2) Aprés tournette
a) Trempage (dip-coating) b) Tournette (spin-coating)

Figure 1.4.2. Schéma des deux techniques de dépdt d’une couche mince sur un substrat

a partir d’une solution sol-gel

Dans la technique de trempage, le substrat est immergé dans la solution sol-gel et retiré
verticalement de cette solution a une vitesse constante (66). Le liquide sol-gel est concentré sur la
surface du substrat par le drainage de la gravitation avec I’évaporation et les réactions de condensation
(65). Donc, I'épaisseur de la couche est dépendante de : 1) la trainée visqueuse vers le haut du liquide
sol-gel en raison de déplacement du substrat, 2) la force de gravité du liquide, 3) la force résultant de la
tension superficielle dans la forme de ménisque concave, 4) la force inertielle a la frontiére substrat-

liquide, 5) le gradient de tension superficielle et 6) la pression de disjonction (67).

Landau et Levich ont proposé une équation pour calculer I'épaisseur de la couche mince (H) en
fonction de la vitesse du retrait de I'échantillon et des caractéristiques du liquide sol-gel comme la

viscosité et la densité (65) :
Haip =0,94(nUo)%/yv*(pg)¥2 (Eq.1.9)

ouU : m est la viscosité du liquide, U, la vitesse de retrait, yiv le rapport de la trainée visqueuse sur
la tension superficielle liquide-air, p la densité du liquide, g est égal a 9,81 m/s2. Ainsi, 'épaisseur de la

couche dans un systéme varie en fonction de la vitesse de retrait du substrat.
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En ce qui concerne la tournette, le dépot se forme en quatre étapes : 1) le dépot de la solution
sol-gel sur la surface du substrat par la force centrifuge. Suite a cette opération, une mince couche
d’épaisseur initiale Ho est obtenue; 2) la rotation a haute vitesse, le substrat tourne a une vitesse
croissante jusqu’a atteindre la vitesse maximale ; 3) la rotation a vitesse constante et 4) I'évaporation du

solvant (68,69).
Avec cette technique, I'épaisseur de la couche est décrite par I’équation suivante (68,69):
Hspin (t) = Ho/ (1+4p@?Ho’t/3n)¥? (Eq.1.10)

ou : Ho est I'épaisseur initiale, t est la durée de la tournette, ® est la vitesse angulaire, p et 1 sont

respectivement la densité et la viscosité du liquide.

Dans le cas de la tournette, I'épaisseur de la couche sol-gel est fonction de la vitesse de rotation
de la tournette. De plus, dans plusieurs applications, le dép6t est contrélé par un processus des

variables couplées (coupled process variables) (68).

Un des avantages de la technique de la tournette est d’obtenir une couche uniforme. Et si le
dépbt n'est pas complet, le processus peut étre répété plusieurs fois. De plus, I'opération est rapide et

peu colteuse (68).
b) Produits et préparation de la solution sol-gel de phosphate de calcium

La solution sol-gel de Ca-P (hydroxyapatite) est un mélange de deux solutions: 1) une solution de
calcium contenant des ions de calcium dans I'alcool, et 2) une solution de phosphate fabriquée a partir
des composés de phosphore dans I'alcool avec une petite quantité d’eau jouant le réle d’agent de la
réaction d’hydrolyse. De plus, le rapport molaire Ca/P dans la solution sol-gel est toujours

approximativement égal a 1,67 (70-72).

Précédemment, deux produits chimiques ont été utilisés comme précurseurs dans la préparation
de la solution sol-gel ; ce sont le phosphate ester PO(OR)s et I'acide phosphorique HsPOa. Toutefois, leur
applicabilité est limitée car, pour le phosphate ester, I'hydrolyse est trés lente et pour |'acide

phosphorique, une précipitation se produit au lieu de la gélation (73).

Actuellement, plusieurs précurseurs ont été utilisés pour la préparation de la solution sol-gel.
Weng et Baptista (74) ont utilisé I'acétate de calcium ((CH3sCOO):Ca) pour fabriquer la solution de
calcium dans I'éthyléne glycol et le pentoxyde de phosphore (P20s) pour préparer la solution de
phosphate dans le n-butanol. Toutefois, la solution sol-gel mixte obtenue de cette maniére n’est pas
stable et il faut utiliser le nitrate d’ammonium pour la stabiliser. Au final, une solution contenant du B-
Ca-P, du carbonate de calcium (CaCOs) et de I'oxyde de calcium (CaO) est obtenue. Dans d’autres
travaux, Weng et Baptista ont utilisé une solution de glycoxyde de calcium (CsH402Ca) dans I'éthyléne
glycol (C2H4(OH)2) et une solution de P20s dans I'éthanol pour fabriqguer une solution sol-gel mixte. Dans

ce cas, de I'acétate de calcium est ajouté pour éviter la précipitation du liquide sol-gel (75). Les résultats
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ont montré qu’une poudre plus homogene d’hydroxyapatite est obtenue aprés un traitement thermique
a 500°C.

En ce qui concerne la préparation des solutions de calcium et de phosphate, le CaO ou
I’'hydroxyde de calcium ((Ca(OH)2) dans I’éthanol (76,77) et I'acide phosphorique (HsPO4) dans I'éthanol
(78) ou dans le méthanol (79,80) ou le sel de phosphate de diammonium (NH4)2HPOs dans le
méthylcellulose (81) sont étudiés. De plus, quelques composés de phosphore comme POCIs, CsHs-PCl2

(73,82) sont aussi utilisés pour synthétiser la solution sol-gel.

Parmi les précurseurs de phosphore, le phosphate ester (PO(OR)s), le pentoxyde de phosphore et
I’acide phosphorique sont moins utilisés car le phosphate ester (PO(OR)3) et le pentoxyde de phosphore
sont difficilement hydrolysés, tandis que la réaction de formation d’HA est trop rapide, et un précipité se

forme.

La solution sol-gel peut aussi étre fabriquée a partir de I’'HA commercial dans I'éthanol (83-85).
Toutefois, ces derniéres années, le nitrate de calcium (Ca(NOz)2.4H20) dans I'éthanol et le phosphite de
triéthyle dans I'éthanol sont les plus largement utilisés (8,28,60,86—91). Le phosphite de triéthyle est

hydrolysé tres rapidement (73,92) et le nitrate de calcium est facilement dissous dans I'alcool (C2HsOH).

Dans le cas de la formation de la solution sol-gel d’"HA a partir du phosphite de triéthyle et du
nitrate de calcium, Liu et al. (60,90,93) ont proposé le processus suivant pour les étapes d‘hydrolyse et

de condensation:

Au cours de la réaction d’hydrolyse du phosphite de triéthyle, le groupe alkyle (ChH2n+107) est

remplacé par le groupe d’hydroxyle (OH") :

P(C2Hs0)s3+ H20 = H-P(=0)(OCzHs)2-x(OH)x + C2HsOH (Eq.1.11)
ou P(C2Hs0)3 + H20 = H-P(=0)(OC2Hs)(OH) + HPO(OH)2 + C2HsOH (Eq.1.12)
P(C2Hs0)s+ H20 = H-P(=0)(OC:zHs)2 + CaHsOH (Eq.1.13)
P(C2Hs0)s3+ H20 = P(OC2Hs)3-x(OH)x + C2HsOH (Eq.1.14)

La réaction de dissolution de Ca(NO3)2.4H20 dans I'éthanol se réalise selon la réaction :
Ca(NOs3)2.4H,0 + C2HsOH > Ca(OCzHs)y(NO3)2.y (Eq.1.15)

Dans le mélange contenant la solution de calcium et la solution de phosphate, les réactions de

condensation de Ca-P peuvent étre les suivantes :

P(OC2Hs)3x(OH)x+ Ca(OC2Hs),(NO3)2-y = (OC2Hs)y(NO3)2-y-Ca-0-HPO(OC2Hs)3.x + H20 + C2HsOH
(Eq.1.16)

ou P(OC2Hs)3«(OH)x + Ca?* + NOs’ - NO3(OH)-Ca-0- P(OCzHs)3.¢ + H*+ H20 + C2HsOH
(Eq.1.17)
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ou HPO(OC2Hs)2-x(OH)x +Ca?* - [(OCzHs)2xO(H)P-0]2Ca + 2H* (Eq.1.18)
ou HPO(OC2Hs)2x(OH)x +Ca%* + NO3 = Ca-Pintermédiaire + H* (Eq.1.19)
ou nH-P(=0)(0C2Hs)(OH) + nCa = [HPO(OC2Hs)O-Ca-O(0OC2Hs)OPH]n + nH20 (Eq.1.20)
et/ou HPO(OH)2 +2nCa - [HP(0=)(-0-Ca)2]n + nH20 (Eq.1.21)

Le séchage et/ou le traitement thermique augmente la polymérisation/condensation. Les

liaisons/réseaux de (-Ca-O-P-) se forment (73,94).

Un autre parameétre est le temps de vieillissement du liquide sol-gel entre le moment de mélange
des deux solutions de phosphate et de calcium et le moment d’application de cette solution sol-gel sur
la couche mince. En principe, le vieillissement augmente I'homogénéité du mélange. Le temps de
vieillissement est de quelques h a quelques jours, selon la température. En théorie, plus la température
est élevée, plus le temps de vieillissement est court (95). Liu et al. (60,96) ont indiqué que, selon les
conditions de conservation de la solution sol-gel, des phases comme CaO, Caz2P207, Cas3(P0Oa)2, CaCO3
peuvent étre présentes en majorité dans le matériau final. La Figure 1.4.3 illustre I'influence du temps et

de la température sur les phases observées aprés un procédé sol-gel.

1200

1000
(1) :Ca0 et hydroxyapatite
(1) : Hydroxyapatite homogéne

200 (I11) : Hydroxyapatite avec Ca,P,0,, Ca;(PO,); et CaCO;si
la calcination a 400°C. A la température plus haute,
hydroxyapatite et Ca,(PO,); et/ou Ca,P,0, sont obtenus

600

Temps (min)

400

200

25 35 45 55 65 75 85

Température (°C)
Figure 1.4.3. Influence du temps de conservation sur les impuretés observées dans I’HA (60)

La Figure 1.4.3 nous montre que, a la température ambiante, le temps de conservation de la solution
sol-gel pour obtenir le produit d’HA homogene est de 8 a 16 h. Toutefois, plusieurs travaux ont montré que la

solution sol-gel doit étre conservée pendant au moins 24 h et jusqu’a quelques jours.

Par exemple, en utilisant les mémes produits de départ Ca(NO3)2:4H20 et P(C2HsO)s pour la
synthése de la solution sol-gel, Cameron et al. (97) ont indiqué que le temps de conservation de la
solution sol-gel doit étre d’au moins 24 h a la température ambiante pour obtenir une couche mince
d’hydroxyapatite monophasique. Avec une durée plus courte, I'HA est polluée par I'oxyde de calcium

(Ca0). Cependant, Wen et al. (86) ont indiqué que le temps de conservation pour obtenir une solution
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sol-gel stable et homogéne est au moins 48 h. Li et al. (89) ont conservé la solution sol-gel pendant 5

jours a la température ambiante avant de réaliser le dépot d’HA sur le substrat.
¢) Conditions expérimentales du dépét de phosphate de calcium par voie sol-gel

Pour former une couche mince d’HA sur les implants, la solution sol-gel est déposée soit par
trempage, soit avec une tournette (Figure 1.4.2). Puis, les échantillons sont recuits a la température de
400 a 900°C. Ces étapes sont répétées 1 a 10 fois pour augmenter I'épaisseur de la couche d’HA.

Evidemment, I'épaisseur du dépét dépend de la concentration du Ca-P dans la solution sol-gel (98).

Les paramétres de la réaction sol-gel utilisée pour obtenir une couche mince sur un substrat

métallique sont indiqués dans le Tableau 1.8 suivant (99-104).

Tableau 1.8. Paramétres du processus sol-gel pour une couche mince

\ Par une Parun
Parameétres
tournette trempage
Concentration de HA, [mol/L] 1,5a4
Rapport molaire de H,O/ P 3312
Rapport molaire de Ca/ P 1,67
Parametres de dépot
1500 a 4000/
Vit d tati t i let -
itesse de rotation (tr/min) /le temps (s) 10340
Vitesse de tirage (mm/min) - 5a300
. . o 400 3 900,
Température du traitement thermique (°C) .. ,
atmosphére inerte/d’air
Répétition (Reproductibilité) 1a10

Le traitement thermique favorise la réaction entre le titane du substrat ou I'oxyde TiO2 de la
surface du substrat et le dépot de Ca-P (70,105,106). L'adhésion entre le dépot et le substrat est
augmentée. Par exemple, Weng et Lopes Baptista (107) ont mesuré la force d’adhérence (adhesive
strength) du dépo6t en HA sur le substrat en Ti-6Al-4V poli par une pate diamantée de 1 um et aprés un
traitement thermique & 500°C. lls ont indiqué que la force d’adhérence’® est de 14 MPa. Dans d’autres
travaux, Hsieh et al. (105) ont montré que I'ladhérence entre un substrat de Ti-6Al-4V sablé et un dépot

de Ca-P obtenu par tournette est de 60 MPa (90 MPa) apres un recuit a 600°C (400°C).

Les études d’adhérence entre le dépo6t d’apatite (HA) et le substrat en Ti ou en Ti-6Al-4V ne sont
pas nombreuses. L'adhésion entre un métal (substrat) et une couche céramique (HA) dépend du
traitement thermique. En effet, la différence de dilatation thermique (ou expansion thermique) entre
les deux composants peut diminuer I'adhérence entre les deux matériaux. Pour améliorer I'adhésion
entre un dépot céramique (Ca-P) obtenu par la voie sol-gel et un substrat en titane, il faut produire une
couche de TiO2 a la surface du substrat de titane. Pour cela, il existe deux méthodes : 1) une premiere

couche de TiO2 est déposée sur le substrat, puis une couche d’HA; et 2) un mélange de TiO2 et

3 Force d’adhérence : normalisée par rapport a une surface unitaire (N/mm? ou MPa)
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d’hydroxyapatite est déposé sur le substrat. Dans le deuxiéme cas, la solution sol-gel TiO2/HA est

produite a partir d’'une solution sol-gel de TiOz et d’une solution sol-gel d’"HA (85,88).

Selon Gan et Pilliar (70) et Huaxia et al. (108), la réaction entre les ions Ca?* et TiO: a lieu a 500°C

dans une atmosphere d’air ou sous traitement plasma.

Ca10(P0Oas)s(OH)2 + 4TiO2 > Cas(POa)2 + CaTi20s + H20 (Eq.1.22)
Ca?* +Ti02 +0; - CaTi20s (Eq.1.23)
Ergun et al. (109) ont indiqué que, a l'interface Ti-HA, le titane est oxydé par I'oxygéne pour

former I'oxyde de titane, ensuite I'oxyde de titane réagit avec I’'HA pour former le titanate de calcium.

Ti+02 =>Ti0: (Eq.1.24)
TiO2 + Ca10(PO4)s(OH)2 - Ca3(POa4)2 + CaTiOs +H,0T (Eq.1.25)

Dans plusieurs études, les échantillons sont chauffés a I’air (70,78,79,110,111), mais quelquefois,
dans une atmosphére inerte d’azote ou d’argon (26,81,86,112). De plus, la montée en température est
aussi variable, les échantillons sont mis soit directement dans le four a haute température (113), soit
dans le four a la température ambiante, chauffés avec une montée lente de 2 a 10°C/min jusqu’a la

température prévue (26,93,110,114)
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Figure 1.4.4. Influence du traitement thermique sur la force d’adhérence du dépét HA au substrat

Kim et al. (88) ont indiqué que grace a l'interaction chimique entre TiO; et I'HA, I'adhérence du
dépot au substrat est augmentée de 35 MPa pour le dép6t HA a 55 MPa pour le dép6t composite TiO2
+HA (Figure 1.4.4 a). Cependant, Kim et al. (115) ont montré que la force d’adhérence du dépét au
substrat est influencée par la température du traitement thermique. L'adhésion est meilleure quand

I’échantillon est traité a une température supérieure a 500°C (Figure 1.4.4 b).

Dans cette thése, nous avons fait un dépét de Ca-P sur la couche tampon de titanate de sodium.

Plus précisément, une couche poreuse de titanate de sodium est formée sur la surface de I'alliage Ti-
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6Al-4V par un traitement alcalin-thermique. Les étapes de la préparation de la couche de titanate de
sodium seront présentées dans le Chapitre 3. Le dépot de la couche de Ca-P sera présenté dans le

Chapitre 4.
1.4.2. Dépbt de phosphate de calcium sur un polymeére par voie « autocatalytique »

Leonor et Reis (10) ont proposé en 2003, des bains autocatalytiques permettant de produire une
couche mince bioactive de Ca-P sur quelques polyméres bioinertes. Les bains utilisent un
activateur/catalyseur et/ou une réaction redox en solution. Dans leurs travaux, un dépét de Ca-P est

obtenu sur trois types de polyméres bioinertes :
- un polyéthyléne a haut module (high molecular weight polyethylene -HMWPE);
- un mélange d’amidon et d’éthyléne-alcool vinylique (starch/ethylene vinyl alcohol blend- SEVA-C);
- un mélange d'acétate d'amidon et de cellulose (starch/cellulose acetate blend-SCA).

Dans les bains acide ou alcalin, définis par Reis (Tableau 1.9), le chlorure de palladium (PdClz) est
utilisé comme activateur (catalyseur selon Reis et al.) pour créer une différence de charge entre le
substrat et la solution, tandis que I’hypophosphite de sodium (NaH2PO2) joue le role d’un réducteur
dans une réaction redox. De plus, NaH2PO: est utilisé uniquement comme précurseur de phosphate
dans le bain acide. Dans le bain alcalin, les ions PO4> sont donnés par le pyrophosphate de sodium
(NasP207-10H20). Dans les deux bains, les ions Ca%* sont donnés par le chlorure de calcium (CaClz). De
cette maniere, le dépot de Ca-P est induit sur la surface de ces polymeres. La composition et les

conditions d’opération de ces bains sont montrées dans le Tableau 1.9 (bains acide I et alcalin 1).

Deux ans plus tard, Oliveira et al. (11), d’'une part, ont modifié la composition des bains acide et
alcalin, appelés bain acide Il et bain alcalin Il (Tableau 1.9). D’autre part, ils ont proposé un nouveau
bain, appelé bain oxydant (Tableau 1.9). En principe, il y a toujours, dans ces bains, un réducteur
(NaH2PO2, pour les bains acide |, Il et les bains alcalin I, Il) ou un oxydant (H202, pour le bain oxydant)

pour une réaction redox et du PdCl2 qui agit comme un activateur.

Nous observons (Tableau 1.9) que la quantité de CaCl: a beaucoup diminué (de 21 ou 25 g/L
respectivement dans les bains acides | et alcalin I, a 5,6 g/L dans les bains acides Il et alcalins Il), la
concentration du NasP207:10H20 est réduite, de 50 g/L dans I'ancien bain alcalin (bain alcalin 1) a 6,7 g/L
dans le nouveau bain alcalin (bain alcalin I1). De plus, I'acide succinique (CsHsO4) est remplacé par I'acide
ortho-phosphorique (HsPOa4) dans le bain acide II. Pourtant, ils n’ont pas expliqué I'avantage des nouveaux

bains par rapport aux premiers bains.
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Tableau 1.9. Résumé des compositions des bains de Reis et al.
. L Composition du bain (g/L) (10-12,116)
Produits chimiques - - - - -
Acidel | Alcalinl | Acidell | Alcalinll | Oxydant | Acidelll
Chlorure de calcium, CaCl2 21 25 5,6 5,6 5,6 5,6
Fluorure de sodium, NaF 5 5
Pyrophosphate de sodium,
NasP.07.10H20 >0 6,7 6,7
Hypophosphite de sodium,
NaH2P02.H.0 24 21 24 21
Acide succinique, CsHeO4 7
Acide ortho-phosphorique,
HsPOs 3,4 3,4
Chlorure de palladium, PdCl2 0,885 0,885 0,9 0,9 0,9 0,9
Peroxyde oxygéne, H20: 34
pH 53 9,2 5,3/6 9,2 7,0 6,0
Température (+2°C) 80 60 80 60 60 -
Rapport molaire de Ca/P 0,84 0,53 0,19 0,22 1,68 1,45

En méme temps, dans d’autres travaux, Oliveira et al. ont utilisé le bain acide Il et le bain oxydant

pour la synthese d’un composé hybride de carboxyméthylchitosane (CMC) et de Ca-P (12).

Polymeére
pdcl, |H% OH-
202
P28+ pd25+
c a- c- -
| |
P Pd pds* Po*
O (:)fJ Of’ oﬂ

Polymeére

Etape 1 : Chimisorption des ions Pd?* dans différents milieux;
atome O peut étre remplacé par P ou N

@

pd2+ pd2s+

o o o e
) Ptl:l"* Pd®* ) PLS* pdo
Polymeére

Etape 2 : Dépét des ions Ca?* et PO,
sur le site Pd”? * pour former la couche de Ca-P

Figure 1.4.5. Schéma du processus de dépét du Ca-P sur des polyméres par autocatalyse (12)

Concernant la voie autocatalytique, Oliveira et al. (12) ont proposé un bain acide simple (nommé

bain acide Ill, dans le Tableau 1.8) pour synthétiser le composite hydroxyapatite-carboxyméthyl

chitosane. De plus, ils ont schématisé le mécanisme du dépot de Ca-P sur les polyméres dans les bains

autocatalytiques comme le montre la Figure 1.4.5.

Le dépdt de Ca-P se produit en deux étapes : 1) la chimisorption des ions Pd?* sur la surface des

polyméres aux points riches en électrons, et 2) les ions PO4s* et Ca’* se déposent sur le «site» du

palladium grace a l'interaction électrostatique entre la surface du substrat et la solution de Ca-P.
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1.4.3. Dépébt de phosphate de calcium sur métal par la méthode « Reis modifiée »

Les travaux présentés ci-dessus concernent le dépdt « autocatalytique » réalisé sur des
polyméres, et non pas dans le cas d'alliages métalliques ou de métaux®. L'idée d’utiliser cette méthode
pour des métaux a été proposée dans la thése de Hadeer |. Mohammed?® pour les métaux et alliages Ti

et Ti-6Al-4V.

Au cours de ces travaux, nous avons proposé que I’Ag puisse étre substitué au Pd comme agent
d’activation de ces bains, c’est-a-dire de remplacer le PdCl> par le AgCl. Cette idée est basée sur les
propriétés anti-bactériologiques de I'’Ag et de ses composés (composés d’argent avec F, Cl, Brou l) (117-
119). lls sont utilisés en tant qu’agent anti-bactériologique dans les couches minces bioactives telles que

Ag-HA, Ag-HA/TiO2 déposées sur des implants (118,120,121).
1.4.4. Dépét de phosphate de calcium par une méthode biomimétique

Une derniere méthode largement utilisée est la croissance de Ca-P dans un milieu aqueux a 37°C,
simulant le milieu corporel. Ces milieux sont couramment appelés SBF pour Simulated Body Fluid. Les

compositions de plusieurs de ces solutions sont présentées dans le Tableau 1.10.

Des échantillons sont immergés dans une solution SBF a la température de 37°C. Le Ca-P se

dépose sur la surface des implants aprées une durée de quelques jours a quelques semaines.

Dans cette thése, nous avons utilisé la composition c-SBF donnée par Kokubo et Takadama (122)
et largement utilisée pour déterminer la bioactivité des implants. Nous avons ainsi évalué la stabilité in

vitro des dépots de Ca-P que nous avons préparés.

4 A. Carradd, G. Pourroy, W. |. Abdel-Fattah. Matériaux métalligues présentant une couche superficielle

de phosphate de calcium, et procédés pour le préparer, Pub. No. : WO/2013/068591 ; International Application
No. : PCT/EP2012/072407, 2013

5 Hadeer I. Mohammed. “Compound coatings of Ca-phosphates and/titanate on metallic implants
for medical applications”, Université de Strasbourg et Ain Shams University (Egypte) 10 septembre 2013.
dirigée par A. Carrado et M. El-Sayed.
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Tableau 1.10. Composition du plasma sanguin et de quelques types de fluide corporel simulé

Concentrations (mM)

Solution Na* K* Mg ca* cr HCO:x | HPOZ | SO PH Ca/P
:c‘)‘r'::‘aé”pakr"(olc;i))p'asma (Gamble, 1967, | 1150 5,0 1,5 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5 7,4 2,5
EBSS (Earle, 1943, donné par (123)) 1435 5,37 0,8 1,8 1235 26,2 1,0 0,8 - 1,8
HBSS (Hanks and Wallace, 1949; Hanks,

1975) (( 120.125) 142,1 5,33 0,9 1,26 146,8 4,2 0,78 0,41 - 16
Ringer (Ringer,1883, donné par (123)) 130 4,0 - 1,4 109,0 -- -- - -- -

Original SBF (Kokubo et al., 1990) (126) 142,0 5,0 1,5 2,5 148,8 4,2 1,0 0 7,4/TRIS 2,5
c-SBF (Kokubo, 1991) (127,128) 142,0 5,0 1,5 2,5 147,8 4,2 1,0 0,5 7,4/TRIS 2,5
Tas-SBF (Tas, 2000) (129) 142,0 5,0 1,5 2,5 125,0 27,0 1,0 0,5 7,4/TRIS 2,5
Bigi-SBF (Bigi et al., 2000) (130) 1415 5,0 1,5 2,5 1245 27,0 1,0 0,5 7,4/HEPES 2,5
r-SBF (Oyane et al., 2003) (131) 142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5 7,4/HEPES 2,5
m-SBF (Oyane et al., 2003) (131) 142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 10,0 1,0 0,5 7,4/HEPES 2,5
i-SBF (Oyane et al.,2003) (131) 142,0 5,0 1,0 16 103,0 27,0 1,0 0,5 7,4/HEPES 16
n-SBF (Takadama et al., 2004) (132) 142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 4,2 1,0 0,5 7,4/TRIS 2,5
SBFX5 (Barrere et al., 2000) (133) 714,8 - 7,5 12,5 723,8 21,0 5,0 - - 2,5
SBFx5 (Habibovic et al., 2002) (134) 704,2 - 1,5 12,5 711,8 10,5 5,0 - - 2,5

HEPES : 2-(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethanesulfonic acid;

EBSS : Earle's Balanced Salt Solution

SBF : Simulated body fluid

TRIS : Tris(hydroxylmethyl)aminomethane

HBSS : Hank's Balanced Salt Solution
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Conclusions

Le traitement alcalin-thermique est une technique connue pour former une couche de titanate
de sodium sur la surface des implants de titane. Ce traitement améliore la biocompatibilité. Le
traitement thermique qui suit le traitement alcalin a pour but de stabiliser la couche de titanate de
sodium et d‘augmenter I'adhésion de cette couche au substrat. Toutefois, le traitement thermique

diminue la bioactivité de la couche de titanate de sodium.

Le dépot de Ca-P formé par voie sol-gel (tournette et trempage) est une méthode connue pour
déposer une couche mince d’HA sur les implants de Ti et de Ti-6Al-4V. Toutefois, I'adhésion entre la
couche d’HA (céramique) et le substrat (métal) est faible. C'est pourquoi plusieurs chercheurs ont utilisé
une couche tampon de dioxyde de titane (TiO2) pour augmenter I'adhésion entre la couche céramique

d’apatite et le substrat.

Le dépot de Ca-P avec les bains autocatalytiques de Reis et al. est une nouvelle méthode, et n’a
jamais été appliquée pour une surface de céramique telle que le titanate de sodium. Cette technique est
simple, elle n’utilise pas de traitement thermique aprés le dépdt et est applicable pour des formes

complexes comme celles des implants.

Dans cette these, nous avons associé les différentes techniques que nous venons de décrire. Les
substrats de Ti-6Al-4V sont traités en milieu alcalin puis recuits pour stabiliser la couche de titanate de
sodium. Le Ca-P est déposé sur la couche de titanate de sodium soit par la voie sol-gel, soit en utilisant
les bains dit « autocatalytiques », et stabilisé ensuite par traitement thermique. Ces dép6ts sont ensuite
recuits. Nous montrerons l'intérét de cette nouvelle méthode pour réaliser des implants avec une

ostéointégration améliorée.
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2.1. Préparation des échantillons
2.1.1. Trongonnage et polissage

Des substrats de 20 mm de diametre et de 1,5 mm d’épaisseur sont coupés dans des barres de
Ti - 6Al-4V ELI (Figure 2.1.1). lls sont tout d’abord fixés sur un support utilisant la colle Super Glue-3 et
polis au papier abrasif, initialement avec une graduation #120 (taille de grain 125 um), puis #240, #1000,
#2500 et #4000 (taille de grain 2,5 um). Puis, ils sont polis avec un feutre imprégné d’une suspension de
silice colloidale (taille de grain : 0,05 um) (Figure 2.1.2). Apreés le polissage, la surface des échantillons est
observée avec un microscope optique Olympus IX70. La surface est lisse comme un miroir, sans rayure
visible au grandissement 50. Cet état de polissage est appelé “poli miroir”. Les échantillons sont
nettoyés pendant 30 min avec de I'acétone, puis 30 min avec de I’éthanol et enfin 30 min avec de I'eau

distillée sous ultrasons (Figure 2.1.3).

Figure 2.1.1. Barres de Ti-6Al-4V ELI commercial (a gauche) et disques de 20 mm de diamétre

et 1,5 mm d’épaisseur (a droite)

Silice colloidale

('/_

Papiers [~ #
abrasifs

&

Substrat

Figure 2.1.2. Matériels de polissage : papiers abrasifs, feutre et suspension de silice colloidale (a

gauche), machine de polissage (a droite)

Aprés les étapes ci-dessus, les substrats sont traités successivement en milieu acide (appelé
traitement Kroll), et dans une solution NaOH de concentration 5 ou 10 M (traitement alcalin), puis

soumis a un traitement thermique a 630°C. Ensuite un dép6t de Ca-P est réalisé par « chimie douce ».
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Figure 2.1.3. Microscope optique Olympus IX70 équipé un objectif X50 (a gauche), échantillons

polis a la silice colloidale et appareil ultrasonique utilisé pour le nettoyage des substrats (a droite)
2.1.2. Traitement acide (traitement Kroll)

Une solution acide contenant 2 mL d’acide fluorhydrique HF 40 % (équivalent a 0,046 mol) et
4mL d’acide nitrigue HNOs 65 % (équivalent a 0,058 mol) dilués dans un litre d’eau distillée est utilisée
pour le traitement Kroll. Ce mélange est appelé « solution Kroll ». Ce traitement Kroll est réalisé a la

température ambiante.

Les échantillons « polis miroir » sont tout d’abord plongés dans la solution Kroll pendant 1 a
10 min. Puis, les échantillons sont lavés a I'eau distillée pendant 30 s et séchés a 'air a température
ambiante. Dans le Chapitre 3, nous montrerons que le traitement Kroll de 3 min est optimisé et donc

utilisé pour les études suivantes.
2.1.3. Traitement alcalin utilisant la solution NaOH

Pour le traitement alcalin, les échantillons qui ont été traités dans la solution Kroll sont plongés
dans une solution NaOH a la concentration de 5 ou 10 M, a la température de 60 ou 80°C pendant 24 ou
72 h. Ensuite, les échantillons sont lavés a I'eau distillée pendant 30 s et séchés a I'air a température

ambiante.
2.1.4. Traitement thermique

Le traitement thermique permet de stabiliser la couche de titanate de sodium. Pour cela, les
échantillons de traitement alcalin sont mis horizontalement dans le four. Ils sont ensuite chauffés sous
air avec une montée de 5°C/min jusqu’a 630°C. Les échantillons sont gardés a cette température

pendant 1 h avant d’étre refroidis dans le four (Figure 2.1.4).
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Température (°C)

630

20 Temps
0 122 182 (min)

Figure 2.1.4. Courbe de température du traitement thermique
2.1.5. Dépét de Ca-P par la voie solgel
a) Préparation de la solution sol-gel de Ca-P

Nous avons tout d’abord préparé deux solutions : (1) 0,09 mole phosphite de triéthyle (P(Cz2Hs0)s,
Aldrich) est dissous dans I’éthanol, de I'eau distillée (rapport molaire H,O/P = 4) y est ajoutée pour
hydrolyser le phosphite (environ 50 mL de solution); et (2) 0,15 mole de nitrate de calcium tétrahydraté
(Ca(N0O3)2.4H20, Aldrich) est aussi dissous dans I’éthanol (environ 50 mL de solution). Ensuite, la solution
de calcium est versée peu a peu dans la solution de phosphite sous une agitation magnétique. Enfin, le
volume de la solution sol-gel est ajustée jusqu’a 100 mL et agité en continu pendant 10 min. La solution

sol-gel est conservée sans agitation sous température ambiante pendant 1 semaine avant d’étre utilisée.
b) Méthode de dépot

Les échantillons sont recouverts d’une couche de Ca-P soit avec une tournette (spin coating), soit

par un trempage (dip coating) (voir la Figure 1.4.2, Chapitre 1).

Pour le spin coating, I"échantillon est d’abord fixé sur la tournette. Ensuite, une quantité de
200 pL de la solution sol-gel est déposée au centre de I’échantillon. Puis, la tournette est soumise a une
rotation a la vitesse de 3000 tr/min pendant 30 s. Une couche mince de gel de Ca-P est alors déposée

sur la couche de titanate de sodium.

Pour le dip coating, I’échantillon est plongé dans la solution sol-gel pendant 15 s. Ensuite, il est
retiré verticalement de la solution avec une vitesse de 40 mm/min. Une couche mince de gel de Ca-P

recouvre alors la couche de titanate de sodium.
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c) Traitement thermique apres le dépot

Apres le dépdt, les échantillons sont mis horizontalement sur un support en alumine et chauffés
a 400, 500, 600, 700 et 800°C pendant 20 min dans un four électrique, sous air. Quand le dép6t de Ca-P
est traité a 700 et 800°C, il n’adhére pas sur le substrat a cause de la dilatation thermique (26) comme
illustré par la Figure 2.1.5. Nous avons donc choisi la température de 600°C afin d’obtenir une couche de

Ca-P parfaitement cristalline avec une bonne adhésion au substrat.

Figure 2.1.5. Délaminage du dépét de Ca-P a cause de traitement thermique

a 700 (a gauche) et 800°C (a droite)

Aprées le traitement thermique, les échantillons sont nettoyés 30 s dans I'acétone, 30 s dans
I’éthanol, et 30 s dans I'eau distillée sous ultrasons. Le processus dépot-traitement thermique est répété

de 1 a 3 fois pour augmenter I'épaisseur de la couche.
2.1.6. Dépét de Ca-P par la méthode Reis et al.

a) Préparation de la solution autocatalytique

Dans cette méthode que nous appelons comme Reis et al. (1,2) la voie « autocatalytique ». La
composition et les paramétres d’opération des bains « autocatalytiques » sont présentés dans le
Tableau 2.1. Les bains AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd sont proposés par Reis et al. Les bains AC1-Ag, ALK1-
Ag et OXY-Ag sont les nouveaux bains dans lesquels le PdCl2 est remplacé par AgCl. Et les bains ACM1 et
ACM?2 sont les nouveaux bains proposés par notre équipe et obtenus par une légére modification des

bains de Reis.

Pour préparer les solutions « autocatalytiques », les produits chimiques sont d’abord pesés et mis
un a un dans un bécher en téflon contenant de I'eau distillée sous agitation magnétique a 500 tr/min et
a la température prévue du bain. Le pH des solutions est ajusté par I'ajout de NaOH 0,1 a 1 M jusqu’a la
valeur prévue. La solution est toujours agitée par un barreau magnétique enrobé par du téflon. La
température de la solution est fixée a 80 = 2°C pour le bain acide (AC) et 60 + 2°C pour les bains alcalins

(ALK) et oxydants (OXY).
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b) Réalisation du dépot par les bains autocatalytiques

Aprés le traitement alcalin utilisant la solution NaOH 10 M a 60°C pendant 24 h, puis le
traitement thermique a 630°C pendant 1 h comme décrit dans le Chapitre 3, §3.2, les échantillons ont
été immergés verticalement pendant 3 h dans des bains comme l'illustre la Figure 2.1.6. Les échantillons

sont nommés comme le bain dans lequel ils sont plongés.

Aprés 'immersion, les échantillons sont ensuite lavés a la pissette d’eau distillée pendant 30 s et

séchés a la température ambiante.

Tableau 2.1. Composition des bains, pH et température d’utilisation

Composition des bains (g/L)
Réactifs AC1- | ALK1- | OXY- | ACl- | ALK1l- | OXY-
Pd Pd Pd Ag Ag Ag ACM1 | ACM2
Chlorure de calcium, CaClz 21 25 5,6 21 25 5,6 5,6 5,6
Fluorure de sodium, NaF 5 5
Pyrophosphate de sodium,
NasP207.10H20 >0 67 >0 6.7
Hypophosphite de sodium,
24 21 24 21
NaH2P0O2.H.0
Acide succinique, CsHsO4 7 7
Acide ortho-phosphorique,
H3POs 2,94 2,94
Chlorure de palladium, PdCl> 0,9 0,9 0,9 0,9
Chlorure d’argent, AgCl 0,9 0,9 0,9 1,45
Peroxyde d’oxygene, H202 34 34
pH 53 9,2 7,0 5,3 9,2 7,0 5,3 5,3
Température (£2°C) 80 60 60 80 60 60 80 80
Rapport molaire de Ca/P | 0,84 0,53 1,68 0,84 0,53 1,68 1,67 1,67

J Thermocouple
Bécher en téflon =21
Echantillon
/ / Solution
— — autocatalytique

Barreau T . = = . /
magnétique . . ‘ / Eau
—_—] - \ — B\ oy« /

R s et el G
L J
[ [
{ ] Chauffage
— et
Agitateur

Figure 2.1.6. Schéma d’illustration du dépdt de Ca-P par les bains autocatalytiques
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2.2. Schéma des études et nom des échantillons

La figure 2.2.1 décrit la méthodologie suivie dans cette these. Les méthodes d’analyse utilisées

sont décrites dans la suite de ce chapitre. Les noms des échantillons et les traitements réalisés pour

chaque échantillon sont récapitulés dans les Tableaux 2.2 et 2.3.

Analyses
ATD/ATG, DRX

T

Séchage et traitement
thermique pour le gel

Substrat Ti-6Al-4V
(Polissage)

?

!

(Chapitre 4)

Dépot de Ca-P sur la couche
de titanate de sodium.
Voie sol-gel

16—

(Chapitre 3)

Formation d’une couche de
titanate de sodium
Traitement acide (Kroll),
alcalin (NaOH), et thermique

Traitement thermique
pour “le dépot”

(Chapitre 5)
Dépot de Ca-P sur la couche
de titanate de sodium.
Voie «auto-catalytique»

FTIR

Raman

Test de
nano-rayure

Analyse
MEB/EDS

Analyse
MET/EDS/SAED

Analyse
DRX

Interface couche-
substrat

Comportement de CaP
dans SBF

Figure 2.2.1. Schéma des travaux réalisés dans cette thése
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Tableau 2.2. Nom des échantillons de traitement alcalin-thermique

Traitement alcalin (solution NaOH) Traitement
Nom Matériau (HFE:::&) Concentration (M) Température (°C) Durée (h) thermique Présenté
5 10 60 80 24 72 (630°C, 1 h)
Kroll Ti-6Al-4V X Chap. 3,4
M56024 Ti-6Al-4V X X X X Chap. 3
M58024 Ti-6Al-4V X X X X Chap. 3
M56072 Ti-6Al-4V X X X X Chap. 3
M58072 Ti-6Al-4V X X X X Chap. 3
M106024 Ti-6Al-4V X X X X Chap. 3
M108024 Ti-6Al-4V X X X X Chap. 3
M106072 Ti-6Al-4V X X X X Chap. 3
M108072 Ti-6Al-4V X X X X Chap. 3
M56024-TT630 Ti-6Al-4V X X X X X Chap. 3
M58024-TT630 Ti-6Al-4V X X X X X Chap. 3
M56072-TT630 Ti-6Al-4V X X X X X Chap. 3
M58072-TT630 Ti-6Al-4V X X X X X Chap. 3
M106024-TT630 Ti-6Al-4V X X X X X Chap. 3
M108024-TT630 Ti-6Al-4V X X X X X Chap. 3
M106072-TT630 Ti-6Al-4V X X X X X Chap. 3
M108072-TT630 Ti-6Al-4V X X X X X Chap. 3
TP Ti poudre Chap. 3
TPA Ti poudre X X X X Chap. 3
TPAT Ti poudre X X X X X Chap. 3
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Tableau 2.3. Nom des échantillons du dépét de Ca-P

Nom Kroll NaOH T Dépot de Ca-P par bains autocatalytiques Dépot de Ca-P par Présenté
10M, | 630°C, voie sol-gel
60°C, 1h Bains de Reis et al. Bains modifiés Tournette Trempage
24h AC1- | ALK1- | OXY-Pd | ACl- | ALK1- |OXY-Ag | ACM1 | AcM2 | 1 | 2 | 3 | 1 2
Pd Pd Ag Ag fois | fois | fois | fois | fois
T X X X Chap. 4,5
TS-HA1 X X X X Chap. 4
TS-HA2 X X X X Chap. 4
TS-HA3 X X X X Chap. 4
TD-HA1 X X X X Chap. 4
TD-HA2 X X X X Chap. 4
AC1-Pd X X X X Chap. 5
ALK1-Pd X X X X Chap. 5
OXY-Pd X X X X Chap. 5
AC1-Ag X X X X Chap. 5
ALK1-Ag X X X X Chap. 5
OXY-Ag X X X X Chap. 5
ACM1 X X X X Chap. 5
ACM2 X X X X Chap. 5
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2.3. Les méthodes d’analyse
2.3.1. Microscopie électronique a balayage (MEB)

Théoriquement, quand un faisceau de sonde électronique balaie la surface de I’échantillon,
divers phénomeénes ont lieu comme : la diffusion et la diffraction d’électrons, I'émission d’électrons
secondaires et d’électrons Auger, I'émission de photons X et de photons lumineux, I'absorption
d’électrons, la création de défauts et de phonons, la formation de champs électriques ou de champs
magnétiques, etc. Chacun de ces effets peut former une « image ». On a besoin de disposer d’un

détecteur correspondant pour transformer I'effet « objet » en signal électrique.

Dans la méthode de microscopie électronique a balayage (MEB), un détecteur a scintillation est
utilisé pour transformer I'effet de I’émission d’électrons secondaires en signal électrique. Ce signal est

ensuite utilisé pour former I'image MEB.

Dans la these, un microscope électronique a balayage environnemental de type JEOL6700F
équipé d’un spectromeétre d’analyse dispersive en énergie (EDS-X) a été employé pour I'acquisition des
images de morphologie de surface des échantillons aprés chaque étape de traitement. Ces images de
grandissement variant de X350 a X25000 sont obtenues avec les électrons secondaires a 3 kV et les
spectres EDS-X sont réalisés a 10 kV. La morphologie de surface de I'échantillon est observée en
plusieurs endroits de la surface avec des grandissements de X350 a X25000. Par cela, les changements
morphologiques de la surface grace aux traitements acides, alcalins et thermiques, ainsi que le dépot de

Ca-P sont visibles.
2.3.2. Mesure d’énergie dispersive des rayons X (EDS-X)

Cette technique est généralement associée a la microscopie électronique a balayage. En principe,
c’est une méthode d’analyse utilisant I'effet de I’émission de photons X pour déterminer la nature des
éléments chimiques présents. Dans la theése, cette technique est appliquée pour analyser
qualitativement des éléments de la surface des échantillons. Une tension de 10 kV a été employée pour

réaliser les mesures.

2.3.3. Microscopie électronique a transmission (MET) et diffraction d'aire sélectionnée des électrons

(SAED)

L’observation des revétements et la détermination qualitative de leur composition chimique ont
été réalisés a I'aide d’un microscope électronique a transmission TOPCON 002B opérant a 200kV, équipé

d’une caméra CCD et d’un spectrometre EDS-X.

Pour I'analyse au MET, une poudre (de titanate de sodium ou de Ca-P) est grattée a la surface de
I’échantillon par un stylo diamanté et récupérée sur une grille en cuivre de diamétre environ 3 mm.

L'image formée est une image stigmatique formée simultanément en tous les points par focalisation,
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selon les lois de I'optique classique. En pratique, deux modes de formation de I'image peuvent étre

distingués :

1) I'image en champ clair est une image formée seulement par les rayons transmis sans
diffraction. Pour cela, un diaphragme d’un objectif est placé dans le plan focal de maniere a sélectionner

uniguement le faisceau transmis en ligne droite par I'échantillon;

2) I'image en champ sombre est formée avec un faisceau diffracté hkl et la position du
diaphragme objectif situé dans le méme plan que le diagramme de diffraction. Ce diaphragme ne
permet qu’aux rayons qui correspondent a la réflexion sélective hkl du cristal de contribuer a la

formation de I'image. Le cristal apparait donc clair sur un fond sombre.
La présence des éléments chimiques de I’échantillon est identifiée par analyse EDS-X.

La cristallinité d’'un matériau est vérifiée par la diffraction d’électrons d’une région sélectionnée
(SAED). Les distances de diffraction en rayon mesurées sur I'image SAED (Figure 2.3.1 b) sont liées aux
distances interréculaires dna par la relation dm =K/Rm (ou K est la constante de diffraction, Rm est le
rayon mesuré sur le SAED, dm est la distance réticulaire correspondant au Rm) (3). Ces valeurs sont

comparées aux valeurs données par la base standard (JPDCS) pour déterminer les phases en présence.

K20 nm \‘
100 nm }‘a \\

Image MET Image de diffraction d’électrons

Figure 2.3.1. Illlustration de I'image au MET (a) et de I'image de diffraction d’électrons (b)
2.3.4. Diffraction des rayons X (DRX)

La structure des matériaux est évaluée par la technique de diffraction des rayons X a I'aide d’un

appareil D5000 SIEMENS Briicker (radiation Cu K, A= 0,15406 nm).

Le principe de la diffraction des rayons X est basé sur la réflexion d’un faisceau monochromatique
de rayons X par le réseau cristallin d’'un échantillon. La diffraction des rayons X par un matériau
cristallisé suit la loi de Bragg (Figure 2.3.2). Dans le cas des matériaux cristallisés, cette méthode permet
de déterminer les distances entre les plans réticulaires du cristal par la mesure des positions des pics de

diffraction sur le diagramme (3).
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Tube a rayons X
(RXincident, 1)

Détecteur des rayons X
(RX diffracté, 1)

/7

Loi de Bragg:
2dsinO=ni

Figure 2.3.2. Principe de la diffraction des rayons X : d est la distance interréculaire, 6 est I'angle de

diffraction, A est la longueur d’onde des rayons X et n =1, 2, 3, etc. ... I'ordre de la diffraction

Pour les études du revétement sur les substrats, les balayages ont été réalisés sur une plage

angulaire variant de 10 a 60° par pas de 0,03° avec un temps de comptage de 20 s.
2.3.5. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La spectroscopie infrarouge, hombre d’onde moyen de 4000 a 400 cm™, est appliquée pour
déterminer les groupes fonctionnels comme PO4> du dépét de Ca-P. Du dépbt de Ca-P (~1 mg) obtenu
sur la surface des échantillons est récupéré et dispersé dans du KBr sec (~100 mg) et broyé (Figure
2.3.3). Ensuite, des pastilles d’environ 0,5 mm en épaisseur sont produites sous une pression de
800 MPa et introduites dans le spectrophotomeétre IR Digilab FTS 3000. Les spectres ont été enregistrés

en absorbance et d’'une maniére quantitative.

Les spectres obtenus sont comparés avec le spectre infrarouge standard de I'HA. Dans le
Tableau 2.4, nous présentons les modes vibrationnels plus importants de I’'HA qui sont rapportés

précédemment par différents travaux.

Figure 2.3.3. Matériels (moule, broyeur et presse) utilisés pour préparer une pastille de KBr

pour I'analyse FTIR
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Tableau 2.4. Les modes vibrationnels importants de I'apatite (4—7)

Pic (cm?) Mode

1087 v3a (triply degenerated asymmetric stretching mode) de la liaison P-O du groupe
fonctionnel PO4* de I'HA

1046 vap (triply degenerated asymmetric stretching mode) de la liaison P-O du groupe
fonctionnel PO4*> de I'HA

1032 vac (triply degenerated asymmetric stretching mode) de la liaison P-O du groupe
fonctionnel PO4* de I'HA

962 v1 (nondegenerated symmetric stretching mode) de la liaison P-O du groupe
fonctionnel PO4* de I'HA

875 v2 (bending mode) du groupe fonctionnel COs* du Ca-P

631 vi (librational mode) du groupe fonctionnel OH™ de I'HA

602 vaa (triply degenerated bending mode) de la liaison O-P-O du groupe fonctionnel
PO.* de I'HA

574 vap (triply degenerated bending mode) de la liaison O-P-O du groupe fonctionnel
PO.* de I'HA

561 vac (triply degenerated bending mode) de la liaison O-P-O du groupe fonctionnel
POs* de 'HA

472 v2a (double degenerated bending mode) de la liaison O-P-O du groupe fonctionnel
POs* de 'HA

462 vab (double degenerated bending mode) de la liaison O-P-O du groupe fonctionnel
POs* de 'HA

2.3.6. Analyse thermique différentielle et thermogravimétique (ATD/ATG)

L’analyse thermique différentielle (ATD) et I'analyse thermogravimétrique (ATG) sont utilisées
pour étudier la transformation du titanate de sodium (Chapitre 3) ainsi que du gel de Ca-P (Chapitre 4)

en fonction de la température.

L’ATD est une technique expérimentale qui permet la caractérisation d’un matériau par mesure
en continu de la différence de température entre I'échantillon et une référence, en fonction de la
température. Par ATD, les processus de la transformation de phase comme la cristallisation, I'oxydation
du métal ou la combustion des composés organique si sont identifiés. La mesure de la température est

réalisée a I'aide d’un thermocouple ou d’une sonde de platine.

L'ATG est une technique qui permet la caractérisation d’'un matériau par mesure en continu de la
variation de sa masse lorsque celui-ci est soumis a un changement de température. La déshydratation,
la décomposition ou la combustion des matériaux sont détectés. La mesure de la masse est effectuée a

I’aide d’une balance spécialement congue pour ce type d’analyse.

L’analyse ATD/ATG est réalisée sur un appareil SDT Q600, avec des creusets en platine ; la

sensibilité de la balance est de 0,1 ug et la sensibilité en température de 0,001°C.
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2.3.7. Microspectroscopie Raman

Aprés d’avoir déposé du phosphate de calcium par voie sol-gel, les échantillons sont analysés en
micro spectroscopie Raman. Ces analyses ont été effectuées par M Guy Ladam du Laboratoire de

Biophysique et Biomatériaux (La2B), Université de Rouen - Centre Universitaire d'Evreux.

Théoriquement, le spectre Raman de I’'HA monocristal est dominé par un pic @ 960 cm™ qui
correspond au mode étirement symétrique (vi, stretching mode) du groupe PO4* et trois pics faibles et
larges & 1070 cm™® (v1, mode stretching de PO4*), 590 cm™ (vs, mode bending de PO4s*) et 430 cm™ (v,,
mode stretching de POs*). La surface de I'échantillon est observée simultanément par un microscope
dans le domaine de longueur d’onde 900 & 1000 cm. La présence de Ca-P a la surface des échantillons
est mise en évidence par des pixels de luminosité plus au moins intense. Par cette technique, la densité
de Ca-P sur la surface peut étre évaluée qualitativement. La Figure 2.3.4 présente le schéma d’un

microspectroscope Raman.
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Figure 2.3.4. Schéma d’illustration d’un Microspectroscope Raman (8)
2.3.8. Etude de linterface couche mince- substrat

Des coupes des échantillons ont été réalisées par la technique du « cross-polisher » pour étudier
I'interface de la couche mince avec le substrat. La surface de I’échantillon est d’abord protégée par un
morceau de wafer de silice d’environ 200 um collé avec une colle époxyde (Garan G2). Ensuite, un
couteau en acier délimite la zone bombardée par un faisceau d’ion Ar*. Ces coupes ont été réalisées par
M Stéphane Mathieu, Surface et Interface : Réactivité Chimique des Matériaux, Institut Jean Lamour

Nancy, Vandceuvre-lés-Nancy avec un polisseur ionique JEOL IB-9010 CP.
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La coupe transversale ainsi préparée peut alors étre observée au MEB et analysée par EDS-X. La
figure 2.3.5 illustre la protection du dép6t par un morceau de silice et I'interface de la couche mince-

substrat observée au MEB avec un grandissement de X5000.

Plaque ensilice

Substrat \ Plaque en silice

Colle

JEOL 1B-9010CP

Figure 2.3.5. lllustration de la protection du dépét et de I'observation au MEB dans I'étude

de l'interface dépét-substrat

2.3.9. Nano-indentation

Le test de nanorayure est utilisé pour évaluer la capacité de la résistance a I'abrasion sans
fracture de la couche mince de Ca-P. Ce test est réalisé par M Thierry Roland, Institut Charles Sadron de
Strasbourg. Dans ce test, un nano-indenteur sphérique de 5 um de rayon est utilisé. La charge appliquée
est augmentée de 10 a 100 mN. Le profil initial de la surface, le profil de la rayure durant le test et le
profil résiduel apres le test sont enregistrés automatiquement. De plus, le coefficient de frottement

(1 = Fr/Fn) est également enregistré (9,10).

Aprés la rayure, l'observation au MEB de la microrayure est effectuée pour vérifier

qualitativement la stabilité de la couche de phosphate de calcium.

Le Tableau 2.5 présente les parametres du test. La Figure 2.3.6 présente le schéma d’illustration
d’un nano-indenteur. La Figure 2.3.7 montre le schéma de charge appliqué pour les étapes de palpage

initial, de rayure et de palpage final.

Tableau 2.5. Paramétres expérimentaux appliqués pour le test de nanorayure

Longueur de la rayure Charge min. Charge max. Position du profil
(m) (mN) (mN) transversal
(nm) (mN)
500 10 100 350 50
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Figure 2.3.6. Schématisation du test de nanorayure
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Figure 2.3.7. Schéma représentatif de la charge des étapes de palpage initial,

de rayure et de palpage final
Le test comprend les 4 étapes suivantes:

Etape 1 : Palpage initial. Il donne la topographie de surface. Le profil initial de la surface est
vérifié par un rayage a une charge tres faible (environ 50 uN). Pour cela, une topographie de 700 um en

longueur du profil de la surface est enregistrée.

Etape 2 : Exécution de la rayure. D’abord, le profil de la surface est déterminé sur une longueur
de 100 um avec une charge de 0,05 mN. Ensuite, une rayure est réalisée par le nano-indenteur a partir
de la position de 100 um jusqu’a la position de 600 um du profil de la surface (qui est déterminé a
I’étape 1). La charge est augmentée de 10 a 100 mN. En terminant, le profil de la surface est aussi vérifié

a la charge de 0,05 mN sur une distance de 100 um (Figure 2.3.7).

Etape 3 : Vérification du profil résiduel de la rayure par le palpage final. Aprés le rayage, en raison
de I’élasticité du matériau, la rayure peut étre rétablie. Cette étape est réalisée pour déterminer le profil

résiduel de la rayure aprés le test. Pour cela, une charge tres faible (environ 50 uN) est appliquée.
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Etape 4 : Vérification du profil transversal. La charge est de 50 % de la charge finale appliquée, i.e.

50 mN. Elle est positionnée a 350 pm du début de la rayure.
2.3.10. Test de bioactivité in vitro utilisant un fluide corporel simulé (SBF)

Le fluide corporel simulé (SBF, § 1.4.4 Chapitre 1) est une solution contenant des ions comme
ceux qui existent dans le corps humain. Il est utilisé largement pour déterminer la bioactivité osseuse

des implants (11-13).

Dans la these, nous avons utilisé cette méthode (11,14) pour vérifier la bioactivité du dépot de
Ca-P obtenu par la voie sol-gel et par les bains « autocatalytiques ». La composition du SBF est
présentée dans le Tableau 2.6 et les produits chimiques avec les quantités utilisées pour préparer un

litre de la solution SBF sont donnés dans le Tableau 2.7.

Dans cette expérience, les échantillons sont immergés dans la solution SBF a 37°C (11,14),

pendant 1, 2 ou 4 semaine (s). La solution SBF est renouvelée tous les 7 jours.

Tableau 2.6. Concentration des ions du plasma de corps humain et dans la solution de SBF dite de type c

(c-SBF) (11)

Concentration des ions (mM)
Na* K* Mg*  Ca* cr HCOs HPOs* SO4* pH
Plasma du corps 142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5 7,2-7,4
humain

SBF (type c) 1420 50 15 25 1478 4.2 1,0 0,5 7,4

Tableau 2.7. Produits et quantités utilisées pour préparer 1L de solution SBF

Ordre Produit chimique Pureté (%) Quantité (g/L)
#1 Chlorure de sodium, NaCl 99,5 8,035
#2 Bicarbonate de sodium, NaHCO3 100 0,353
#3 Chlorure de potassium, KCI 99 0,226
#a Phosphate de potassium, K2HPO4.3H20 99 0,231
#5 Chlorure de magnésium, MgCl2.6H20 99 0,308
#6 Chlorure d’hydrogéene, HCI 1M 100 39 mL
#7 Chlorure de calcium, CaCl2.2H20 99 0,371
#8 Sulfate de sodium, Na2SOa 99,99 0,071
49 Tris-(hydroxyméthyl) aminométhane, tampon 6,057

(CH20H)3CNH2
#10 HCl 1M ajustant pH 1mL

Les concentrations de calcium et de phosphore dans la solution SBF sont analysées aux

différentes périodes comme 2, 4, 7, 14, et 28 jours. Ces analyses ont été faites par colorimétrie et ont
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été réalisées par Mme Céline Kiefer, technicienne chimiste a I'lPCMS, avec un spectrométre UV-Visible

Lambda 950 UV/VIS (Perkin Elmer).

La morphologie de la surface des échantillons apres 1, 2 et 4 semaine(s) dans la solution SBF est
observée au MEB/EDS-X. De plus, I'analyse structurale est réalisée par DRX et MET. A titre d’exemple en
Figure 2.3.8, nous présentons la croissance d’HA aprés 1 semaine dans la solution SBF sur la surface de

I’échantillon TS-HA2.

IBCMS A0im WD 152mm

LT SRy Yy WD 15 2mm

Figure 2.3.8. Morphologie de surface de I’échantillon TS-HA2 aprés une semaine dans la solution SBF

aux différentes échelles. Une couche homogéne et uniforme de Ca-P est observée
2.3.11. Dosage du phosphore par la méthode de BRIGGS

La méthode de BRIGGS est un dosage colorimétrique qui permet de déterminer la concentration
du phosphore dans une solution (15). Cette analyse est utilisée pour vérifier la concentration du

phosphore dans la solution SBF aux différentes périodes d’'immersion de I'échantillon.

En principe, en milieu acide les ions phosphates libres comme H2PO4, HPO4* et POs* forment
avec les ions molybdates un complexe phosphomolybdique jaune instable. Ce complexe est réduit pour
former un complexe phosphomolybdique-molybdeux stable qui a une couleur bleu. Ce complexe

absorbe le rayonnement ultraviolet a 700 nm.

Aprés construction d’'une équation linéaire de la concentration de phosphore en fonction de
I'absorbance UV a 700 nm a partir des solutions de concentration connue, on peut faire une
interpolation pour calculer la concentration du phosphore dans la solution d’analyse. Les étapes

d’analyse sont réalisées comme suit.
Préparation de la gamme d’étalonnage :
Etape 1 : Etalonnage

A partir d’'une solution étalon a 1 mM de phosphate, on réalise une gamme de 6 tubes

numérotés de 0 a 5 comme décrit dans le Tableau 2.8.
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Tableau 2.8. Préparation des solutions d’étalonnage

Tube 0 1 2 3 4 5 Echantillon
d’analyse

Volume (mL) de solution étalon 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0
a 1 mM de phosphate
Volume (mL) d’eau distillée 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0 0
Volume (mL) de solution d’analyse 0 0 0 0 1,0
Réactif molybdique (mL) 1 1 1 1 1
Hydroquinone a 10 g/L (mL) 1 1 1 1 1
Sulfite de sodium a 200 g/L (mL) 1 1 1 1 1
Absorbance UV a 700 nm AO Al A2 A3 A4 A5 Aaznalyse

Etape 2 : Détermination de I'équation linéaire de la concentration de phosphore en fonction de
I’'absorbance UV a 700 nm. La Figure 2.3.9 illustre I’équation linéaire de la concentration en phosphore
en fonction de I'absorbance UV, y = ax + b oU x est la concentration en phosphore en mM, y est

I’'absorbance UV et a et b sont des constantes.

Par remplacement de la valeur d’absorbance mesurée sur I'échantillon d’analyse (Aanaiyse) dans

I’équation étalon, on peut calculer la concentration du phosphore de I’échantillon d’analyse.

A +x\0
- 2

8 Aanalyse p

c - - - - == 5

[14] |

2 A3 A

o i

2 |

< a1~ A2 !

AD ] >

Concentration

Figure 2.3.9. Schéma d’illustration de I'équation linéaire d’étalonnage du phosphore. La concentration de
I"échantillon d’analyse est déterminée a partir de 'absorbance de cet échantillon en utilisant

I’équation d’étalonnage
2.3.12. Dosage du calcium par colorimétrie

Cette méthode d’analyse est appliquée pour déterminer la concentration du calcium dans la

solution SBF aux différentes périodes d’'immersion de I'échantillon.

En milieu acide, le calcium forme avec le bleu de méthylthymol un complexe bleu dont I'intensité
de coloration est proportionnelle a la concentration en calcium. Ce complexe absorbe le
rayonnement ultraviolet a 610 nm. En présence d’hydroxy-8-quinoléine linterférence due au

magnésium est éliminée. Des solutions étalons sont préparées :

Etape 1 : Préparation des solutions
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Les solutions de calcium sont préparées a partir d’'une solution de CaCOs dans I'eau distillée a la

concentration de 250 mg/L en CaCOs, correspondant a 2,5 mM en Ca, comme décrit dans le Tableau 2.9.

Tableau 2.9. Préparation des solutions de calcium pour la droite d’étalonnage

Solution de calcium 0 1 2 3 4 5 6
Volume (mL) a prélever de la
solution mére [Ca?*] =2,5 mM
Volume (mL) d’eau distillée 20 19,2 18 16 14 12 10

Concentration en calcium pour les
solutions étalons (mM)

0 0,8 2 4 6 8 10

0 01 |025| 05 |075| 10 | 1,25

Solution tampon : 1,55 mg NaOH et 12,02 mg KCl dans 1000 mL d’eau distillée, pH=12,6.

Réactif colorimétrique : 0,104 mg bleu de méthylthymol et 1,5 mg hydroxy-8-quinoléine dans

1000 mL d’eau distillée.

Etape 2. Détermination de I'équation linéaire de la concentration en calcium en fonction de

I’absorbance UV a 610 nm. Le Tableau 2.10 présente les solutions étalons pour le dosage du calcium.

Tableau 2.10. Préparation des solutions étalons

Tube 0 1 2 3 4 5 6 Echantillon a

analyser

Volume de solution de calcium 50 50 50 50 50 50 50 0

(ut)

Volume (uL) de solution a 0 0 0 0 0 0 0 50

analyser

Volume (mL) de solution 25 25 25 25 25 25 25 25

tampon

Volume (mL) de réactif 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

Absorbance UV a 610 nm A0 Al A2 A3 Ad A5 A6 Aanalyse

Etape 3. La détermination de la concentration du Ca est réalisée comme pour 'analyse de la

concentration du phosphore.
2.3.13. In vitro cytocompatibility tests

After depositing the Ca-P layer, some specimens were sent at Universita del Piemonte Orientale
"Amedeo Avogadro", Department of Health Sciences, Laboratory of Biomedical and Dental Materials,

Italy) to test the in vitro cytocompatibility of the coating as well as the cell viability.

Human osteoblasts-like osteosarcoma cells were used for experiments (MG63, ATCC CRL-1427).
Cells were cultivated in Dulbecco Modification Eagles Medium (DMEM, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) supplemented with 10 % foetal bovine serum (FBS, Sigma) and 1 % antibiotics (penicillin-
streptomycin) at 37°C, 5 % CO.. Cells were cultivated until 80-90 % confluence, detached with trypsin-

EDTA solution (0.05 % in phosphate buffered saline (PBS), Sigma), collected, and used for assays.
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Cylinders of 15 mm diameter and 2 mm thickness were used for in vitro cytocompatibility assays.
All specimens were sterilized by ethanol (70 % in PBS) immersion overnight (0.n.) and washed 3 times

with PBS (10 min each) prior to use with cells.
a) Indirect cytocompatibility evaluation

All specimens were separately placed into the wells of a 12 multiwell plate (CellStar, VWR-PBI
International, Milan, Italy) and submerged 1 week with 3 mL of fresh serum-free medium (DMEM) at
37°C, 5 % COa. Afterwards, surnatants were collected, supplemented with FBS (10 %) and used to
cultivate cells. Osteoblasts were seeded at a final density of 1x10* cells/well and cultivated with

specimen surnatants (1 mL each); cells cultivated with fresh medium were used as control.

After 24 and 72 h, cells viability was evaluated by the colorimetric metabolic 3-(4,5-
dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphanyltetrazolium bromide assay (MTT, Sigma). Briefly, 100 uL of MTT
solution (3 mg/mL in PBS) were added to each well and plate was incubated 4 h at 37°C, 5 % CO: in the
dark; afterwards, liquid was removed from each well and the formazan crystals were dissolved with 100

plL of dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma).

Solutions were collected into 1.5 mL tubes and centrifuged in order to remove eventually debris;
then 50 uL were collected from each tube and spotted into a 96 wells plate. Samples optical density
(o.d.) was measured at 570 nm with a spectrophotometer (Spectra Count, Packard Bell, Chicago, USA).
Controls optical density was considered as 100 % viability and test samples as function of it. Experiments

were performed in triplicate.

As further control of cells state, the morphology was daily visually checked with a light

microscope (Leica AF 6500, Leica Microsystems, Basel, Switzerland).
b) Direct cytocompatibility evaluation

Specimens were placed into the wells of 12 multiwell plate and cells were seeded in a defined
number (1x10* cells/ sample) directly onto specimen surface (1 mL each). Cells were cultivated in DMEM
10 % FBS 1% antibiotics at 37°C, 5 % COg; the viability was checked after 1 and 7 day(s) after seeding by
the MTT assay as described for the not direct assay. The o.d. of cells cultivated onto not-treated

titanium was considered as control.

After each medium-change (days 1-3-7), surnatants were collected and the presence of detached
necrotic cells was evaluated by the trypan blue staining; briefly, a defined volume (200 pL) of each
surnatant was mixed with an equal volume of trypan blue and dead cells number was evaluated by

counting with a Burker-Turk camera. Experiments were performed in triplicate.
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c) Cells morphological analysis

The morphology of cells cultivated directly onto specimen surface was evaluated by

immunofluorescence staining (IF) and scanning electron microscopy (SEM).

For IF staining, cells were fixed with formaldehyde (3.7 % in PBS supplemented with 3% (w/v)
sucrose) 20 min at 4°C and then washed carefully with PBS; cells were stained with phalloidin (AbCam,
1:500 in PBS, 45 min) to visualize cytoskeleton F-actins filaments and then co-stained with DAPI (Sigma,
1:200 in PBS, 20 min) in order to visualize nuclei. Samples were visualized with a fluorescence

microscope (Leica AF 6500, Leica).

For SEM analysis, samples were fixed with glutaraldehyde (Sigma, 2.5 % in PBS) 20 min at room
temperature, dehydrated with alcohols scale (70-90-100 %, 10 min each) and finally treated with
hexamethyldisilazane (Sigma). Samples were then mounted onto SEM aluminium stubs, using a
conductive carbon tape, coated with a thin carbon layer (10 nm) and observed using a StereoScan 360

SEM (Cambridge) at 10 kV with various magnifications, using secondary electrons.
d) Cells proliferation

The proliferative state of cells seeded directly onto specimens was evaluated by the Proliferative
Cell Nuclear Antigen (PCNA, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) staining following
manufacturer’s instructions. Briefly, after fixing samples with formaldehyde (2.5 % in PBS, 20 min at
4°C), DNA was denaturated by incubation with 2N HCI 1 h at 37°C; then, samples were neutralized with
sodium borate (0.1 M, 20 min, room temperature) and cells permeabilised with Triton x100 (0.2 % in
PBS, 20 min at 4°C). The primary anti-PCNA antibody (1:150 in PBS 1 % Normal Goat Serum (NGS) 0.05 %
Tween 20) was added for 1 h at room temperature to each samples and, after carefully washing with
PBS, the appropriate secondary antibody (anti-rabbit TxRed, 1:250 in PBS 1 % NGS) was used in order to
stain the proliferating cells. Specimens were visually analyzed by fluorescent microscope (Leica AF

6500).
e) Statistical analysis of data

Statistical analysis was performed using Statistical Package for Social Sciences (SPSS v20.0, IBM
Co., Armonk, NY, USA). Analysis was done using Levene’s test and ANOVA one-way followed by Sheffe

post-hoc. Significance level was considered to be p<0.05.
2.3.14. Evaluation qualitative de la porosité de la couche de titanate de sodium

Dans le Chapitre 3, nous présenterons la morphologie poreuse du titanate de sodium obtenu par
un traitement alcalin et un traitement thermique. De fagon expérimentale, nous avons évalué
qualitativement le taux de porosité de la surface de titanate de sodium (Chapitre 3) en utilisant le

logiciel de traitement d’'images, Imagel. Nous avons mesuré la taille moyenne de tous les pores de la
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couche de titanate de sodium visibles sur les images MEB de grossissement X12000 et X25000. Pour
cela, nous avons d’abord choisi deux régions de 1x1 um? sur chaque échantillon (Figure 2.3.10). Ensuite,
nous avons mesuré la taille de tous les trous dans ces régions. Le nombre de trous par région a été
compté. Enfin, la porosité a été calculée comme le pourcentage de la superficie des trous par unité de

surface.

Figure 2.3.10. Image d’illustration de la pixellisation de la porosité du titanate de sodium
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Ce chapitre a pour but de caractériser la morphologie de la surface de Ti-6Al-4V ELI apres le
traitement acide, et aprés le traitement alcalin-thermique (Chapitre 1, §1.2). Celui-ci permet la
formation d’une couche de titanate de sodium sur la surface du substrat. Pour mieux comprendre les
réactions impliquées dans la formation de la couche de titanate de sodium, un traitement alcalin-

thermique identique a été effectué sur une poudre de titane métal.

Dans la premiere partie du chapitre, nous caractérisons la structure de I'alliage Ti-6Al-4V que
nous utilisons dans cette thése et présentons l'influence du traitement acide (appelé Kroll) sur la

morphologie de la surface du substrat.

Dans une deuxiéme partie, nous caractérisons la couche formée apres I'immersion dans la soude
(traitement alcalin, NaOH) et sa transformation aprés le traitement thermique. Plusieurs parametres,

comme la concentration de la soude, sa température, la durée d’immersion sont étudiés.

Dans une troisieme partie, nous comparons ces résultats aux phases observées dans les mémes

conditions a partir de poudre de titane.
3.1. Caractérisation du substrat Ti-6Al-4V apres le traitement acide (Kroll)

Les échantillons de 20 mm de diametre et de 1,5 mm d’épaisseur sont d’abord coupés et polis
comme décrit dans le Chapitre 2, §2.1.1. Puis ils sont traités dans la solution Kroll pendant 1, 2, 3, 5 et
10 min (voir Chapitre 2, §2.1.2). Dans cette partie, nous avons étudié la structure cristalline du substrat

avant et aprés le traitement Kroll, ainsi que sa morphologie.
3.1.1. Analyse structurale du substrat Ti-6AI-4V par diffraction de rayons X (DRX)

Les diffractogrammes sont enregistrés pour les substrats avec un diffractometre dans la plage
angulaire en 20 de 5 a 80° par pas de 0,03° et avec un temps de comptage de 4 s. Les diagrammes
observés avant et apres traitement Kroll sont identiques (Figure 3.1.1). En les comparant aux
diagrammes donnés dans la base JCPDS, nous pouvons conclure que la phase isomorphe de la phase a
(Tia) est majoritaire mais texturée. En effet, les intensités des pics 100 et 101 sont inversées. Cette phase
majoritaire correspond a la phase Tioss2Vo,036Al0,102 C’est-a-dire a l'alliage Ti-6Al-4V de composition
massique Ti: 90% Al : 6 % V : 4 %. Le pic le plus intense de la phase B (Tig) est aussi présent (1,2). Le pic

(20) a 39,4° correspond au pic le plus intense de la phase Tio,gVo,2.
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Figure 3.1.1. Diagrammes de diffraction des Rayons X (DRX) sur les substrats Ti-6Al-4V « poli miroir » (a)
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et aprés un traitement Kroll de 3 min (b). Pics de diffraction des phases Tioss2Vo036Al0,102
(JCPDS 02-8708) isomorphe de la phase a de titane (JCPDS 01-8963), phase (3 de titane (JCPDS 88-2321)
et TiosVo2 (JCPDS 03-2228)

3.1.2. Observation de la surface du substrat au MEB apres le traitement Kroll

La Figure 3.1.2 présente des images observées au microscope électronique a balayage (MEB) et
les spectres d’analyse dispersive en énergie (EDS-X) de la surface du Ti-6Al-4V avant le traitement Kroll
(Figure 3.1.2 a) et aprés 1, 2, 3, 5 et 10 min d’immersion dans la solution Kroll (Figure 3.1.2 b a f). Nous
avons constaté qu’une couche mince est retirée de la surface du substrat, et qu’une nouvelle

morphologie de la surface apparait aprés le traitement acide.

Aprés 1 min d’immersion dans la solution Kroll (Figure 3.1.2 b), nous avons remarqué que le
substrat Ti-6Al-4V a été attaqué (noté région attaquée), et a fait apparaitre de petites zones visibles a la
surface (« flots »). Ces zones sont de plus en plus visibles quand la durée d’immersion augmente (Figure
3.1.2 c a f). La surface de I'échantillon traité dans la solution Kroll pendant 3 min (Figure 3.1.2 d)

présente deux morphologies différentes :
1) une surface comportant des petits trous et ressemblant a des « nids d’abeille » (région S1) ;
2) des reliefs isolés de quelques centaines de nanomeétres a quelques micrometres (région S2).

Pour les échantillons traités dans la solution Kroll pendant 5 et 10 min (Figure 3.1.2 e et f), les

trous de type « nids d’abeille » ont disparu (région S1).

Sur la Figure 3.1.3, nous présentons les spectres d’analyse dispersive en énergie (spectre EDS-X)
enregistrés sur la surface de I'échantillon Kroll pendant 5 min, sur les « flots » (région S2) et sur le
« fond » (région S1). Nous avons constaté que le vanadium n’est pas détecté sur le fond (région S1)

parce que la concentration est trop faible. Les « ilots » (région S2) sont plus riches en vanadium que la
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région S1. Le pic de I'aluminium est plus faible que pour la région S1, mais peut provenir de la zone qui

se trouve au-dessous de I'flot.

WD 10.7mm -~ =~

(c) aprés 3 min (d) aprés 5 min

um WD 80mm

(e) apres 10 min
Figure 3.1.2. Observation au microscope électronique a balayage (MEB) de la surface du substrat Ti-6Al-

4V apres une immersion dans la solution Kroll a température ambiante pendant 1, 2, 3, 5 et 10 min
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Figure 3.1.3. Spectre d’analyse dispersive en énergie (EDS-X) de la surface du Ti-6AIl-4V aprés un

traitement Kroll de 5 min. Les positions de I'analyse (S1 et S2) sont indiquées dans la Figure 3.1.2 d

Les diagrammes DRX et les observations MEB permettent de conclure que le substrat de Ti-6Al-
4V est formé de trois phases, une phase majoritaire isomorphe de la phase a et texturée, et deux phases
minoritaires, I'une isomorphe de la phase B et I'autre de composition Tio,gVo,2. Cette derniere forme les
flots qui apparaissent apres I'attaque Kroll (1). Les réactions chimiques entre le substrat de titane et la
solution Kroll ont été décrites par Say and Tsai (3). La couche passive TixOy qui recouvre le substrat réagit
avec HF et HNOa. Cette couche épaisse d’environ 3 a 7 nm (4) comporte des imperfections structurales,
des lacunes et des interstices. Plusieurs réactions se produisent et conduisent a la formation de H2TiFs

qui se détache de la surface a cause du dégagement gazeux.
TixOy + 6XHF — HaTiFs + y/202(g) + 2xH2(g) (Eq.3.1)
TixOy + 6x HF + 2x HNO3 — x H2TiFs +3x H20 +2x NO(g) +1/2(x+y)O2(g) (Eq.3.2)
Ensuite, le Ti du substrat est attaqué par les acides:
Ti + 6HF +4HNO3 — 3HaTiFs +4H20 +4NO: (g) (Eq.3.3)
3Ti + 12HF +4HNO3 — 3TiF4+8H20 +4NO> (g) (Eq.3.4)

Au lavage de I'échantillon, les produits de réaction quittent la surface. Une surface propre est
donc obtenue. Le traitement Kroll a 6té la couche mince passive d’oxyde de titane et les contaminations
sur la surface du substrat. Nous utiliserons dans la suite un traitement Kroll de 3 min qui permet de

nettoyer la surface sans que les « ilots » soient trop marqués.
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3.2. Traitement alcalin-thermique pour Ti-6Al-4V

Apreés le traitement Kroll de 3 min, les échantillons sont ensuite traités dans une solution NaOH
comme décrit dans le Chapitre 2, §2.1.3 pour former a la surface une couche de titanate de sodium.
Pour stabiliser la couche de titanate de sodium, les échantillons sont traités thermiquement a 630°C
pendant 1 h avec une montée de 5°C/min. Les noms des échantillons et les traitements réalisés sont

donnés dans le Chapitre 2, Tableau 2.2.

3.2.1. Formation d’une couche d’hydrogel de titanate de sodium sur la surface du Ti-6Al-4V par un

traitement alcalin

Comme observé par plusieurs auteurs (5—8) aprés un traitement alcalin, une couche de titanate
de sodium (NaxTiyO;) se forme sur la surface des implants de titane. La structure du revétement de
titanate de sodium a été analysée par DRX. Les balayages ont été réalisés sur une plage angulaire variant
de 10 a 60° par pas de 0,03° avec un temps de comptage de 20 s . Deux régions de 34,6 a 35,7° et de
39,9 a 40,8° qui correspondaient aux pics les plus intenses de la phase de Tiq, ont été coupées pour ne

pas endommager le détecteur.

Les Figures 3.2.1 et 3.2.2 présentent les DRX des échantillons traités dans une solution NaOH 5 et

10 M respectivement avant recuit a 630°C pendant 1 h.
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Pt Aot A WJ*’ bbbt ot M56024

L TI—— WJL it Mhottrisatod] Kol
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Figure 3.2.1. DRX des échantillons : Ti-6Al-4V traité dans la solution Kroll (Kroll), et dans la solution NaOH
5M 24 h a 60°C (M56024), 24 h a 80°C (M58024), 72 h a 60°C (M56072) et 72 h a 80°C (M58072) (voir
nomenclature dans le Tableau 2.2). Pics de diffraction du titanate de sodium Na:TisO13 (JCPDS 77-9461)

et du rutile TiO2 (JCPDS 21-1276). Les pics du substrat sont notés « S »
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Figure 3.2.2. DRX des échantillons : Kroll, M106024, M108024, M106072 et M108072 (voir Tableau 2.2).
Pics de diffraction du titanate de sodium Na:TisO13 (JCPDS 77-9461), NazTisO19 (JCPDS12-6163) et du
rutile TiO2 (JCPDS 21-1276). Les pics du substrat sont notés « S »

Apreés le traitement alcalin, la couche est amorphe ou formée de grains nanométriques (9). Des
pics de titanate de sodium sont visibles sur les diagrammes des échantillons traités 72 h et/ou a 80°C

(Figures 3.2.1 et 3.2.2).

Les analyses EDS-X ont indiqué que la couche poreuse obtenue sur la surface du substrat aprés
un traitement alcalin est composée des éléments Ti, Na et O. Ces résultats sont conformes aux travaux
antérieurs qui montrent que les réactions entre Ti et NaOH produisent une couche de gel de Ti(OH)4 et
HTiOs-nH20 (10), ou de NaxH24Tiz07 (11). Ces gels forment un réseau poreux avec des trous de quelques

centaines de nanometres.

Sur la Figure 3.2.3, nous présentons la morphologie de la surface des échantillons traités avec la
solution NaOH 5 M a différentes températures, pendant une durée de 24 et 72 h. Pour I’échantillon
M56024, nous avons observé sur sa surface quelques trous de 420 a 550 nm de largeur et 2 a 3 um de
longueur. Cependant, aucun trou n’est visible sur les autres échantillons. Cela s’explique peut-étre par le
fait que la couche d’hydrogel de titanate de sodium sur I’échantillon M56024 est trés mince, des trous
sont donc visibles car cette couche d’hydrogel de titanate de sodium n’a pas encore enrobé toute la
surface du substrat. Toutefois, a température plus élevée (80°C), les réactions entre Ti et NaOH se
produisent plus rapidement. Avec une durée plus longue (72 h), la couche d’hydrogel de titanate de

sodium devient plus épaisse et recouvre alors toute la surface du substrat.
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(c) M56072 (d) M58072

Figure 3.2.3. Morphologie de la surface des substrats (voir Tableau 2.2) apres un traitement alcalin dans

une solution NaOH 5 M (échelle 1 um)

Sur la Figure 3.2.4, nous montrons la morphologie de la surface des échantillons traités par une
solution NaOH 10 M pendant une durée de 24 ou 72 h, a 60 ou 80°C. Pour les échantillons M106024 et
M108024, on observe un réseau de longues fissures. La taille des fissures est de 320 a 380 nm de largeur
pour I'échantillon M106024, et de 240 a 340 nm de largeur pour I'échantillon M108024. Cela peut
s’expliquer par le fait que dans la solution NaOH 10 M, les réactions entre Ti et NaOH se sont produites
plus vite que dans la solution NaOH 5 M. La couche de gel est alors plus épaisse. Lorsque les échantillons
sont conservés en milieu ambiant ou mis sous vide dans le MEB, la couche d’hydrogel de titanate de
sodium se contracte, ce qui provoque des fissures a la surface. Toutefois, pour les échantillons ayant
subi un traitement alcalin de 72 h (Figure 3.2.4 c et d), le réseau de fissures n’apparait pas clairement.
Lorsque la couche d’hydrogel de titanate de sodium est plus épaisse, I'évaporation de I'eau est plus
lente et la contraction est donc plus faible. C'est la raison pour laquelle la fissure sur I"échantillon

M106024 est plus grande que sur les autres.
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Figure 3.2.4. Morphologie de la surface des substrats (voir Tableau 2.2) apres un traitement alcalin dans

une solution NaOH 10M (échelle 1 um)

Les morphologies observées sont différentes de celles obtenues par Wei et al. (9) (Figure 3.2.5).
Toutefois, ils ont utilisé un substrat Ti-6Al-4V poli a #400 (la surface est trés rugueuse), alors que nous
avons utilisé du Ti-6Al-4V ELI poli a la silice colloidale (la surface est « polie miroir »). Nous obtenons une

couche avec des tailles de pores plus faibles.

Figure 3.2.5. Couche obtenue sur un substrat Ti-6Al-4V poli a #400 dans une solution NaOH 5 M a 80°C
pendant 72 h : (a) selon Wei et al. (9), et (b) pour I'échantillon M58072 (échelle 1 um)

73



Chapitre 3. Elaboration et caractérisation de I’inter-couche sur Ti-6Al-4V 2014

3.2.2. Structure et morphologie de la couche de titanate de sodium apres le traitement thermique

L’analyse DRX est réalisée dans les mémes conditions que celles décrites dans la partie 3.2.1. Les
figures 3.2.6 et 3.2.7 présentent les DRX des échantillons traités dans une solution NaOH 5 et 10 M

apres recuit a 630°C pendant 1 h.
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Figure 3.2.6. DRX des échantillons : Kroll, M56024-TT630, M58024-TT630, M56072-TT630 et M58072-
TT630 (voir Tableau 2.2). Pics de diffraction du titanate de sodium Na:TicO13 (JCPDS 77-9461) et du rutile
TiO2 (JCPDS 21-1276). Les pics du substrat sont notés « S »

Aprés le traitement alcalin, la couche est amorphe ou formée de grains nanométriques (9). Suite
au traitement thermique a 630°C, la couche est cristallisée (Figures 3.2.6 et 3.2.7) et des pics de
diffraction apparaissent surtout dans le cas du traitement NaOH 10 M. Les pics de titanate de sodium
sont plus intenses, en particulier le pic (202) de Na2TisO13 (11). Les pics (110) et (101) du TiO2 sont
visibles pour les échantillons ayant subi un traitement NaOH 10 M pendant 24 h. De plus, la phase
Na2TisO19 est détectée sur les échantillons traités dans la solution NaOH 10 M et recuits, comme le

montre la Figure 3.2.7.

Il faut noter que la DRX est faite sur la surface. Si la couche de titanate de sodium est épaisse, les
phases présentes sous cette couche sont moins visibles aux rayons X a cause de |'effet de I'absorption.
Les pics de la phase TiO2 apparaissent faiblement ou pas du tout pour une attaque de 72 h, alors qu'’ils

sont visibles pour une attaque de 24 h.
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Figure 3.2.7. DRX des échantillons : Kroll, M106024-TT630, M108024-TT630, M106072-TT630 et
M10807-TT630 (voir Tableau 2.2). Pics de diffraction du titanate de sodium Na:TisO13 (JCPDS 77-9461),
NazTisO19 (JCPDS12-6163) et du rutile TiOz (JCPDS 21-1276). Les pics du substrat sont notés « S »

Pour confirmer la présence de phases cristallisées dans la couche de titanate de sodium, nous
avons réalisé une analyse au microscope électronique a transmission (MET) et une diffraction des
électrons en aire sélectionnée (selected area electron diffraction ou SAED) pour tous les échantillons

apres le traitement alcalin-thermique (Chapitre 2, §2.2.3).

Les Figures 3.2.8 a a h présentent les images et la diffraction des électrons au MET sur tous les

échantillons ayant subi le traitement alcalin-thermique décrit dans la partie ci-dessus.

L’analyse structurale montre que le titanate de sodium sous forme de cristal Na:TisO13 se trouve

dans tous les échantillons, comme I’avait montré |’analyse par DRX.

La Figure 3.2.8 a indique que le titanate de sodium sur I’échantillon M56024-TT630 se présente
sous forme majoritaire en particules et minoritaire en batonnets. Ces derniers mesurent jusqu’a 500 nm

de longueur et quelques dizaines de nanometres d’épaisseur.

La Figure 3.2.8 b montre que les batonnets de titanate de sodium sont bien formés sur

I’échantillon M58024-TT630 et que leur épaisseur moyenne est de 20 a 25 nm.

Les Figures 3.2.8 c (M56072-TT630) et 3.2.8 d (M58072-TT630) présentent des cristaux de
titanate de sodium sous forme de batonnets de 20 a 40 nm d’épaisseur et de quelques dizaines de
nanometres jusqu’a 1 um de longueur. Toutefois, il semble que les longs cristaux ont été cassés lorsque
nous avons gratté pour les récupérer sur la grille et les analyser au MET. La mesure de la longueur des

cristaux n’est donc pas précise.
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Figure 3.2.8. Micrographies MET et clichés de diffraction en aire sélectionnée (SAED) du titanate de
sodium sur les échantillons traités dans une solution NaOH & la concentration de 5 oul0 M,

a la température de 60 ou 80°C pendant 24 ou72 h, suivi du traitement thermique a 630°C

(voir Tableau 2.2). Les distances interréticulaires mesurées par SAED

sont présentées dans le Tableau 3.1
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Tableau 3.1. Distances interréticulaires mesurées par diffraction en aire sélectionnée (SAED)

NazTisO13 (ICDD 77-9461) TiO2 (ICDD 21-1276) Distances interréticulaires, dexp (* 0,005 nm)
dtheo | (hkl) dtheo | (hkl) M56024 | M58024 M56072 M58072 M106024 M108024 M106072 M108072
(nm) (nm) -TT630 -TT630 -TT630 -TT630 -TT630 -TT630 -TT630 -TT630
0,745 | 100 | 200
0,626 | 50 -201
0,373 | 4 400 0,373 0,379 0,375 0,374
0,363 40 202/110 0,365 0,365 0,368/0,362 0,360 0,360
0,327 1 401 0,325 | 100 | 110 0,326 0,320
0,313 3 -402 0,314/0,308
0,299 46 310 0,300 0,297 0,305 0,302 0,299 0,303
0,297 45 -203
0,292 37 -311 0,290 0,287
0,278 11 112 0,277 0,282
0,276 0,281
0,276 9 311 0,273
0,268 36 402 0,267 0,267 0,264
0,249 12 -601 0,249 | 50 101 0,246
0,237 4 -113 0,230 | 8 200 0,238
0,219 2 -512 0,219 | 25 111
0,209 28 -603/-404 0,208 0,208 0,207 0,208 0,209
0,205 21 602 0,205 | 10 210
0,197 3 -513 0,195 0,194 0,192 0,195 0,191
0,187 30 020 0,193 0,187 0,188
0,173 13 -514 0,169 0,172
0,170 2 205 0,169 | 60 211
0,163 16 802/712 0,162 | 20 220 0,161 0,166
0,149 3 803 0,148 | 10 002 0,148
0,146 2 911/-622 0,145 | 10 310
0,139 10 -715/-424 0,136 | 20 301 0,140
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Sur les Figures 3.2.8 e (M106024-TT630) et 3.2.8 f (M108024-TT630) les cristaux sont en forme de
particule tandis que sur les Figures 3.2.8 g (M106072-TT630) et 3.2.8 h (M108072-TT630) des batonnets

et des particules sont également visibles.

Aprés le traitement thermique, la couche d’hydrogel de titanate de sodium est déshydratée. Les
phases obtenues d’apres la littérature sont des cristaux de titanate de sodium (comme Na:TisO11 ou

NazTisO13) et de dioxyde de titane (TiO2 rutile ou anatase) (6,9,12).

| 1PEMS R Ry b 7 sl A TTm¥ /. WD 8.0mm
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(c) M56072-TT630 (d) M58072-TT630
Figure 3.2.9. Morphologie du titanate de sodium sur Ti-6Al-4V apreés un traitement alcalin (NaOH 5 M),

et apres recuit a 630°C (voir Tableau 2.2)

Sur la Figure 3.2.9, nous montrons la morphologie du titanate de sodium obtenu en utilisant la
solution NaOH a la concentration 5 M, suivi d’un traitement thermique a 630°C pendant 1 h. Aucune
fissure n’est observée dans la couche de titanate de sodium. Pour les échantillons M56024-TT630 et
M58024-TT630, la couche de titanate de sodium est cristallisée (voir Figure 3.2.9). Les cristaux se
présentent sous forme de fils ou de dendrites (Figures 3.2.9 a et b). Sur les échantillons M56072-TT630
et M58072-TT630, les fils et dendrites forment un réseau dont les mailles ont des tailles entre 100 nm et

1pm.

Des fissures sont visibles sur tous les échantillons traités dans une solution NaOH 10 M (Figure

3.2.10). Pour les échantillons M106024-TT630 et M108024-TT630 (Figures 3.2.10 a et b), le réseau décrit
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précédemment n’est pas observé. La couche est formée de particules allongées d’environ 100 nm ; elle
semble plus dense. Des fils et des dendrites sont visibles sur les échantillons M106072-TT630 et

M108072-TT630 (Figures 3.2.10 c et d).

Tlam | WD 80mm

(c) M106072-TT630 (d) M108072-TT630

Figure 3.2.10. Morphologie du titanate de sodium sur Ti-6Al-4V aprés un traitement alcalin

(NaOH 10 M), suivi d’un traitement thermique a 630°C (voir Tableau 2.2)

En comparant les deux types d’échantillons (Figures 3.2.9 et 3.2.10), nous avons constaté que des
fissures sont apparues apreés le traitement thermique sur tous les échantillons préparés dans la solution
NaOH 10 M, contrairement aux échantillons préparés dans la solution NaOH 5 M. Nous avons mesuré la
taille en largeur des fissures, et les résultats ont indiqué qu’elle augmentait en fonction de la
température ou de la durée du traitement alcalin. La largeur des fissures est de 300 a 400 nm pour
I’échantillon M106024-TT630, de 500 a 650 nm pour I'échantillon M108024-TT630, de 500 a 850 nm
pour I’échantillon M106072-TT630 et de 800 a 1000 nm pour I'échantillon M108072-TT630. La
contraction thermique est donc plus forte pour I’échantillon M108072-TT630, puis viennent les
échantillons M106072-TT630 et M108024-TT630, et enfin M106024-TT630. Lorsque la couche
d’hydrogel de titanate de sodium est plus épaisse, I'effet de la contraction thermique est plus fort. C'est

pourquoi les fissures sur I’échantillon M108072-TT630 sont les plus grandes.
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3.2.3. Etude de l'interface titanate de sodium-substrat

La coupe transversale est préparée comme décrit dans le Chapitre 2, §2.2.8. L'observation au

MEB et I'analyse EDS-X de la couche de titanate de sodium sont présentées dans la figure 3.2.11.
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Figure 3.2.11. Coupe transversale de la couche de titanate de sodium

de I’échantillon M106024-TT630(a) et analyse EDS-X (b)

Nous constatons que la couche de titanate de sodium adhére au substrat Ti-6Al-4V. L’analyse
EDS-X (Figure 3.2.11 b) montre la présence des éléments Ti, Na et O sur la couche de titanate de
sodium ; le pic de carbone (C) provient de la colle utilisée pour fixer la plaque de silice qui protége la

surface.

La couche de titanate de sodium est composée de deux parties : la premiére est compacte, sans
fissure, d’'une épaisseur de 100 a 150 nm, elle se lie directement au substrat ; la deuxieme, d’une
épaisseur de 800 a 850 nm, est poreuse et présente des fissures de 300 a 350 nm. La couche mince de
titanate de sodium adhere directement au substrat et les fissures observées sur la Figure 3.2.10 ne

provoquent pas de décollement de la surface.

3.3. Etude de la formation de titanate de sodium par traitement alcalin-thermique pour 'échantillon en

poudre de titane

Dans la partie 3.2, nous avons indiqué qu’une couche poreuse et homogene de titanate de
sodium s’était formée sur la surface du substrat Ti-6Al-4V. Dans cette partie, nous présentons l'influence
du traitement thermique sur le changement de structure du titanate de sodium. Pour cela, le procédé
utilisé précédemment, a savoir la succession des traitements Kroll, alcalin et thermique a été appliqué a

une poudre de titane de structure a.
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Deux grammes de poudre de titane (Ti, Prolabo) est ajoutée a 100 mL de solution Kroll dans un
bécher en téflon. Apres 30 s, la poudre est filtrée et nettoyée 5 fois avec de I'eau distillée dans un

centrifugeur. Puis cette poudre est séchée a la température de 40°C.

La poudre obtenue est ensuite mise en suspension dans 100 mL de NaOH 10 M a 60°C par une
agitation magnétique pendant 10 min. La suspension est conservée a 60°C pendant 24 h. Puis, la poudre
est filtrée, nettoyée et séchée comme pendant I'étape du traitement Kroll. Enfin, la poudre est recuite a
630°C pendant 1 h avec une montée en température de 5°C/min. Tous les processus de traitement et les

noms des échantillons (TP, TPA et TPAT) sont indiqués dans le Chapitre 2, Tableau 2.2.

Ti
Ti
3
8
%]
o
>
S)
(@]
Ti
WD 8.0mm 0 »i é :'3 4'1 t") 6
Energie (keV)
(@) TP
o
3
S Na
2
>
5]
(@] Ti
Ti
_pT s
: J\_/\ S1
S i
% WO 151 0 1 2 3 4 5 6
Energie (keV)
(b) TPAT

Figure 3.3.1. Observation au MEB et analyse EDS-X des échantillons en poudre de titane (a), et apres le

traitement NaOH 10 M et le traitement thermique a 630°C (b) (voir Tableau 2.2)

Nous avons constaté que les particules de titane mesurant quelques micrometres (Figure 3.3.1 a)
ont réagi avec la solution NaOH pour former sur leur surface une couche de titanate de sodium (Figure
3.3.1 b). Le spectre EDS-X de I’échantillon TPAT indique que les pics de Na, O et Ti ont été détectés

simultanément, alors que sur le spectre EDS-X du titane, seuls des pics de Ti apparaissent.

Le titanate de sodium se forme sous deux morphologies (Figure 3.3.1 b): des feuillets
submicroniques de titanate de sodium qui enrobent la surface des particules de titane ; des plaquettes

longues et minces mesurant quelques micromeétres de largeur et quelques micrométres de longueur.
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L’analyse EDS-X réalisée sur les deux types de particules montre que les deux phases contiennent Na, O

et Ti.

Pour comprendre quelle phase de titanate de sodium est obtenue, nous avons réalisé une
analyse structurale par DRX sur les échantillons TP, TPA et TPAT. La Figure 3.3.2 présente les
diffractogrammes de ces échantillons. Nous observons des pics de titanate de sodium correspondant a
ceux de la phase NasTisO12 (ICDD 52-1814) et des pics de rutile TiO2 (ICDD 21-1276) sur I’échantillon
traité thermiquement a 630°C. Pour I’échantillon non-traité thermiquement, aucun pic de titanate de

sodium ou de dioxyde de titane n’est détecté. Sur les trois échantillons, des pics de Tiq sont visibles.

Dans le cas du substrat Ti-6Al-4V, ce méme traitement alcalin-thermique conduit a la formation
de rutile en plus du titanate de sodium. Toutefois, la composition du titanate de sodium est différente :
Na2TisO13 pour le substrat Ti-6Al-4V c’est-a-dire un rapport Na/Ti égal a 0,33, et Na4TisO12 pour la poudre
de titane correspondant a un rapport Na/Ti égal a 0,80. Nous pouvons expliquer cette différence par un
rapport surface/volume plus élevée pour la poudre de titane. Celle-ci est composée de particules
microniques ayant une bonne capacité d’absorption des ions Na* en surface. De plus, ces particules
s’agregent, favorisant la rétention d’un exces de soude. En revanche, il est plus facile de retirer la
solution de soude par un lavage a I'eau sur le substrat de Ti-6Al-4V. Nous obtenons donc un rapport
Na/Ti plus faible sur le Ti-6Al-4V. De plus, le substrat contient 6% d’Al et 4% de V. L’Al réagit avec NaOH
pour former NaAl(OH)a (13,14). Ce composé se dissout bien dans la solution. Le vanadium a une bonne
résistance a la corrosion dans un milieu alcalin (15). Il est donc peu probable que la composition et la

morphologie du titanate de sodium soient modifiées par la présence d’Al et de V.
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Figure 3.3.2. Analyse structurale DRX d’un échantillon en poudre de titane, ayant subi un traitement Kroll

puis traité dans la solution NaOH 10 M, et recuit a 630°C pendant 1 h (voir Tableau 2.2)
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Figure 3.3.3. Analyse ATD/ATG de I’échantillon TPA (voir Tableau 2.2)

Une analyse thermique ATD/ATG a été réalisée sous air jusqu’a 900°C, avec une montée de
5°C/min pour I"échantillon TPA (Figure 3.3.3) et la poudre de titane (Figure 3.3.4). Pour le premier, une
perte de poids de 3,4 % due a la déshydratation de I’échantillon, est observée entre 100 et 300°C et une
augmentation de 145 % au-dessus de 600°C. Le titane qui n’a pas réagi avec NaOH s’oxyde en TiO.. La
réaction est exothermique comme le montre le pic observé a 810°C sur la courbe d’analyse thermique

différentielle (ATD) (16,17).
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Figure 3.3.4. Analyse ATD/ATG de I’échantillon TP (voir Tableau 2.2)
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Par contre, aucune perte de poids n’est observée pour la poudre de titane non traitée car le
titane est sec (Figure 3.3.4). Comme précédemment, le titane s’oxyde au-dessus de 500°C, donnant lieu
a un pic exothermique a 740°C sur la courbe ATD. L'oxydation du titane se produit sur I’échantillon de
titane plus tot que sur I'échantillon de titanate de sodium. Ce phénomeéne peut étre expliqué par le role
de « protection» joué par la couche de titanate de sodium a la surface des particules de titane. Ce
processus est schématisé dans la figure 3.3.5 pour I'échantillon TPA. Aprés le traitement alcalin, une
couche de titanate de sodium se forme sur la surface des particules de titane. Quand I'échantillon est

chauffé, I'oxygene de I'air pénétre via la couche de titanate de sodium pour réagir avec le titane.

Na-Th-O-H
f . l Alcalin vy f Ti 1 Chauffage
{ I { : ELN 2 o
* / (NaOH10Ma60°C) - :--\___},;' (max. 630°C)
N yd ol Al
Particule Enrobage par hydrogel de Vaporisation de I'eau et
Ti titanate de sodium pénétration de I'oxygéne

Figure 3.3.5. Schéma d’illustration du processus de traitement alcalin-thermique des particules de titane

La charge de surface est un bon indicateur pour estimer I'interaction entre particules en solution.
Cette expérience est réalisée pour vérifier la charge de surface du titanate de sodium. Cette étude
permettra d’expliquer des mécanismes du dépo6t de Ca-P en milieu aqueux, par exemple dans les bains
autocatalytique (étudié dans le Chapitre 5) ou des ions de phosphate (PO4*) et de calcium (Ca?*) sont

présents.

Pour cela, un peu de poudre de titane (Ti) ou poudre de titanate de sodium ayant subi un
traitement alcalin (échantillon TPA) suivi du traitement thermique a 630°C (échantillon TPAT) est dilué
dans de I'eau distillée. Ensuite, la charge de surface de la poudre est mesurée pour différents pH,
d’abord avec un pH de 1,5, ensuite le pH est augmenté jusqu’a un pH de 10. Les solutions HCl et NaOH

sont utilisées pour ajuster le pH.

La Figure 3.3.6 montre la courbe de potentiel Zéta en fonction du pH de solution de titane (a),
apres le traitement alcalin (b), et apres le traitement thermique a 630°C (c). Nous constatons que la
valeur du point isoélectrique est trés légerement diminuée lorsque ['échantillon est traité
thermiquement. Sur la Figure 3.3.6, le point isoélectrique de I’échantillon sans traitement thermique est

de 5,6, alors qu’apres le traitement thermique a 630°C, cette valeur est de 5,0.
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Figure 3.3.6. Potentiel zéta d’une poudre de titane, et des échantillons traités en milieu alcalin

(voir Tableau 2.2)

De plus, nous constatons que pour les pH supérieurs a 5,0, le potentiel Zéta de I'échantillon TPAT
est toujours plus négatif que celui des autres échantillons. Cela signifie que la stabilité des particules en
solution (capacité a ne pas s’agréger) de I’échantillon TPAT est meilleure que celle de I’échantillon sans

traitement thermique (TPA).
Conclusions

Dans ce chapitre, nous avons présenté les traitements acide, alcalin et thermique réalisés sur le
substrat Ti-6Al-4V. Nous avons également vérifié I'influence du traitement alcalin-thermique sur la

poudre de titane. Nous pouvons donc tirer les conclusions suivantes :
- La durée optimale du traitement Kroll pour obtenir une surface uniforme et propre est de 3 min.

- Aprés le traitement Kroll, le substrat est traité avec une solution alcaline NaOH a la
concentration de 5 ou 10 M, a la température de 60 ou 80°C, pendant une durée de 24 ou 72 h. Le

résultat obtenu est une couche d’hydrogel de titanate de sodium qui se forme sur la surface.

- La couche de titanate de sodium est ensuite stabilisée par un traitement thermique a 630°C
pendant 1 h, avec une montée de 5°C/min. La couche de titanate de sodium cristallise. Les phases

Na2TisO13 et TiOz-rutile ont été détectées.

- La structure poreuse de la couche de titanate de sodium n’est presque pas modifiée par le

traitement thermique quand on utilise la solution NaOH 5 M, a la température de 60 ou 80°C pendant 72 h.

- Sur les échantillons traités par une solution NaOH 10 M, des fissures de la couche de titanate de
sodium apparaissent apreés le traitement thermique. En revanche, pour les échantillons traités dans une

solution NaOH 5 M, aucune fissure ne s’est formée apres le traitement thermique.
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- Néanmoins, nous choisissons pour la suite de ce travail, le traitement alcalin dans la solution
NaOH 10 M a 60°C pendant 24 h pour avoir un traitement plus court, a une température plus basse et
obtenir une couche d’épaisseur suffisante en vue d’une application industrielle. Cet échantillon sera

désormais nommé « TT ».

- Pendant le processus de traitement thermique, la couche de titanate de sodium s’est
cristallisée. Par ailleurs, la réaction entre le titane et I'oxygéne de I'air se produit grace a la pénétration

de I'oxygéne via la couche de titanate de sodium quand I’échantillon est chauffé au-dessus de 750°C.

- Enfin, nous avons mesuré la charge de surface du titanate de sodium dans une gamme de pH de
1,5 a 10. Nous avons alors constaté que le titanate de sodium en solution est chargé négativement pour

des pH supérieurs a 5,0.
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In this chapter, we study the Ca-P layer deposited by spin - and dip - coating on sodium
titanate/Ti-6Al-4V as introduced in Chapter 3. In order to get a better insight on the thermal behaviour
of the Ca-P layer, we studied the thermal behaviour of the Ca-P sol-gel solution. Then, the structure and
composition of Ca-P layer are described by using X-ray diffraction (XRD), Fourier Transform Infrared (FT-
IR) and Raman spectroscopies, scanning electron microscopy (SEM), transmission electron microscopy
(TEM) and selected area electron diffraction (SAED) are presented. The structure of the coating is
described after observations of cross sections. The mechanical behaviour of coatings under load using a
nano-indenter is studied. Moreover, the stability of coating in SBF is checked by biochemical analyses
performed by ultraviolet-optical emission spectrometers. Finally, biological evaluations such as cell

morphology and density as well as cell viability are performed.
4.1. Calcium phosphate (Ca-P) coating

4.1.1. Thermal behaviour of the Ca-P after drying of the sol-gel solution

The preparation of sol-gel solution was described in Chapter 2, §2.1.5. In this part, the thermal
behaviour of the Ca-P after drying of the sol-gel solution is evaluated. The Ca-P gel was dried at 110°C to
remove the liquid phase (water and ethanol). The thermal behaviour of this powder was studied by
thermal gravimetric and differential thermal analyses (TG/DTA) in flowing air. The temperature was
increased according to 5°C/min up to 900°C (Figure 4.1.1). A strong weight loss of 58 wt. % is observed
below 540°C; it can be assigned to the evaporation of ethanol and adsorbed water, decomposition of
organic and inorganic precursors (1). On the DTA curve, the first endothermic peak at 102°C can be
attributed to the evaporation of absorbed water and the second endothermic peak at 514°C, to the

crystallization of apatite (1,2).
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Figure 4.1.1. TG/DTA curves of dried Ca-P gel sample heated in flowing air
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To get a better insight of the thermal behaviour, the dried gel was annealed at 400, 500, 600, 700
and 800°C for 20 min. The annealed samples were analyzed by XRD to determine the nature and
composition of the crystallized phases. At 400°C, the diffraction peaks are assigned to calcium nitrate
and tetra-hydrogen calcium phosphate (HiCa(POa):H20) phases. At 500°C, the (211), (112) and (300)
hydroxyapatite (HA) peaks appear in the pattern. The calcium nitrate (Ca(NOs)2) peaks disappear at
600°C, while the HA peak intensities grow up at 600°C. In addition to HA, calcium carbonate (CaCOs) and
calcium oxide (CaO) are observed at 600, 700 and 800°C. CaO is probably protected against the

atmosphere, so it could be detected in the XRD pattern after cooling down to room temperature.

Ca0O

600°C

CaO

400°C - 700°C

=

*

*

Intensity (a.u.)

Intensity (a.u.)

i

500°C | 800°C

o

I
il

—202 300
—r
 —d

310
=
—
—
—222
——rad
—
—
——> 004
s
—
—
—

A Ca1N03]2 o cao
{ L ‘ % H,Ca(POg,H,0 I o Caco
|y e et o1
20 25 30 35 40 45 50 55 60 20 35 40 45 50 55 60
2 Theta (°) 2 Theta (°)
(a) (b)

Figure 4.1.2.XRD patterns of dried Ca-P gel annealed (a) at 400 and 500, and (b) at 600, 700 and 800°C.
Diffraction peaks from the JCPDS data base of HA (JCPDS 09-432), CaO (JCPDS 02-1088), CaCOs (JCPDS
12-8783), Ca(NOs3)2 (JCPDS 06-5679) and HaCa(PO4)2H:0 (JCPDS 11-5377)

So, it was found that 600°C is the lowest temperature to crystallize the HA (Figure 4.1.2) and
without residual organic compounds (Figure 4.1.1). It is also the best way to get only a little amount of

Ca0. This low quantity is easily dissolved in physiological media and will not influence the bioactivity.

90



Chapter 4. New Ca-P deposition process on sodium titanate 2014

4.1.2. Structure and chemical composition of the Ca-P coating

The Ca-P layer has been deposited as described in Chapter 2, §2.1.5. The Ca-P sol-gel coated
samples (TT, TS-HA1, TS-HA2, TS-HA3, TD-HA1 and TD-HA2) were listed in Table 2.3. The structure of Ca-

P coatings are studied below by using the X-ray diffraction, TEM/SAED, FTIR and Raman spectroscopies.
X-ray diffraction study

Figure 4.1.3 shows the XRD patterns recorded on the TS-HA1, TS-HA2, TS-HA3, TD-HA1 and TD-
HA2 samples in comparison with the one of the TT sample. The peaks can be assigned to either one of

the three following phases, Cas(POa)3(OH) or hydroxyapatite (HA), CaCOz and CasTizO1o (Table 4.1).
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Figure 4.1.3. DRX of TT, TS-HA1, TS-HA2, TS-HA3, TD-HA1 and TD-HA2 samples. Phases diagrams from
the JCPDS data base of HA (JCPDS 09-432), CaCOsz (JCPDS 12-8783) and CaaTizO10 (JCPDS 89-1385)

For TS-HA1 sample, calcium titanate (Ca4TisO10) peaks are detected as well as weak HA peaks. HA
diffraction peaks are clearly visible on XRD patterns recorded on TS-HA2, TD-HA1 and TD-HA2 samples.
Their intensities increase for TS-HA2 and TS-HA3. Additionally, the (-112) CaCOs peak at 29.54° is present
on TS-HA3 and TD-HA2 patterns. That shows that the reaction between calcium and phosphate is not

complete when the Ti-6Al-4V/sodium titanate/Ca-P-coated substrates are heated at 600°C for 20 min.
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Indeed, for the TS-HA1, calcium reacts with sodium titanate to form CasTi3sO10 and the peaks of calcium

titanate are more important compared to the ones of apatite.

Table 4.1. XRD peaks (26) measured on the TS-HA1, TS-HA2, TS-HA3, TD-HA1 and TD-HA2 samples;
corresponding (hkl) parameters and intensities for hydroxyapatite, calcium titanate, and calcium

carbonate detected in these samples

Cas(PO4)30H (ICDD 09-432) Ca4Tiz010 (ICDD 89-1385) CaCOs(ICDD 12-8783)
20 (hkl) I 20 (hkl) I 20 (hkl) I
25.88 (002) 40 23.42 (111) 7 23.14  (110) 7
28.13 (102) 12 32.83 (171) 100 29.54  (-112) 100
28.97 (210) 18 32.94 (0, 10,0)/ 002) 42 47.78  (-204)/(-312) 21
31.77 (211) 100 33.10 (012)/(200) 34 48.67  (-222) 10
32.20 (112) 60 46.82 (0,14,0) 22 48.84  (-114/(310) 13
32.90 (300) 60 47.40 (202)/2,10,0) 44
34.05 (202) 25 58.43 (0,14,2) 10
39.82 (210) 20 58.53 (2,14,0) 10
46.71 (222) 30 58.75 (173) 14
49.47 (213) 40 58.95 (371/(2,10,2) 19
50.50 (321) 20
53.15 (004) 20

TEM study

Figure 4.1.4 shows the TEM and SAED images with EDS-X spectra of the Ca-P spin- and dip- coatings.
The interreticular distances measured on SAED diagrams of TS-HA1, TS-HA2, TS-HA3, TD-HA1 and TD-HA2
samples are reported in Table 4.2. They can be compared to the interreticular distances of calcium titanate
(CaaTisO10, JCPDS 89-1385 and CaTi20s, JCPDS 25-1450), HA (Cas(PO4)3sOH, JCPDS 09-432), and sodium
titanate (NazTisO13, JCPDS 77-9461). It can be found that the HA (peak 211 of Cas(POa4)30H) and the calcium
titanate (peak 171 of CasTisO10) were detected on all samples. Moreover, the CaTi2Os (peak 123) was

remarkable on the TS-HA1, TS-HA2 and TS-HA3.

The EDS-X spectra illustrate the presence of titanium peaks coming from sodium or calcium
titanate layer. These peaks are particularly high for TS-HA1 in agreement with the formation of calcium
titanate as the XRD shows. The peaks of titanium are rather low in the case of TS-HA3 and TD-HA2. One
can note that the TEM characterization does not give an overall idea of the coating since only part of the

coating is analyzed, contrary to XRD diffraction which is performed on few mm? areas.
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Figure 4.1.4. TEM observations and SAED image and EDS-X spectra of coatings on the samples: TS-HA1,

TS-HA2, TS-HA3, TD-HA1 and TD-HA2
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Table 4.2. Experimental lattice distances measured on SAED recorded on Ca-P coatings

Lattices distances, Cas(POa)3(OH), CasTiz010 NazTisO013 CaTi20s
dexp (£0.005 nm), measured on the samples (ICDD 09-432), (ICDD 89-1385), (ICDD 77-9461), (ICDD 25-1450),
dtheo. (nM) dtheo. (M) dtheo. (nM) dtheo. (nM)
TS-HA1 | TS-HA2 | TS-HA3 | TD-HA1 | TD-HA2 | d(nm) |1 hkl | d(nm) |1 hkl d(nm) |1 hkl d(nm) |1 hkl

0.817 12 100

0.745 100 | 200

0.626 49 -201

0.407 10 200

0.388 10 111

0.373 4 400

0.363 40 202

0.357 75 114

0.348 0.350 0.350 0.350 100 | 123
0.340 0.341 0.345 0.344 0.344 40 002
0.327 1 401
0.317 0.320 0.317 12 102 0.313 3 -402
0.309 0.314 0.311 0.312 0.308 18 210

0.299 46 310

0.297 45 -203 | 0.292 90 304

0.291 0.292 0.291 0.292 37 -311 | 0.288 35 231
0.280 0.281 0.281 0.281 0.282 0.281 100 211

0.278 0.279 60 112 0.278 11 112
0.270 0.273 0.271 0.273 0.273 0.272 60 300 | 0.273 100 171 0.276 9 311

0.272 42 0100

0.272 42 002

0.270 34 012

0.268 0.268 0.270 34 200 0.268 35 402 0.267 60 421
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Lattices distances, Cas(POa)3(OH), CasTiz010 NazTisO013 CaTi20s
dexp (£0.005 nm), measured on the samples (ICDD 09-432), (ICDD 89-1385), (ICDD 77-9461), (ICDD 25-1450),
dtheo. (nM) dtheo. (M) dtheo. (nM) dtheo. (nM)
TS-HA1 | TS-HA2 | TS-HA3 | TD-HA1 | TD-HA2 | d(nm) |1 hkl | d(nm) |1 hkl d(nm) |1 hkl d(nm) |1 hkl
0.261 0.263 25 202
0.252 0.249 12 -601 0.250 75 206
0.236 0.232 0.235 0.233 0.237 4 -113 0.244 15 041
0.231 0.225 0.230 0.224 0.226 20 310
0.222 0.219 0.219 2 -512 0.219 10 334
0.208 0.208 27 -603
0.202 0.205 0.200 0.205 21 602
0.194 0.194 0.195 0.194 0.193 0.194 30 222 | 0.194 22 0140 0.197 3 -513 0.195 50 603
0.189 16 312 | 0.192 44 202 0.187 30 020 0.187 85 327
0.184 0.187 0.190 0.187 0.187 0.184 40 213 0.185 30 700
0.178 0.178 0.178 0.178 0.177 0.180 20 321
0.173 0.168 0.173 0.172 20 004 0.173 13 -514
0.161 0.160 0.164 10 322 0.163 16 802
0.154 0.156 0.155 0.156 0.155 0.157 19 371
0.157 19 2102
0.152 0.148 0.152 0.150 0.150 10 214 0.149 3 803
0.146 0.146 911
0.125 0.121 0.123 0.124 11 513
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FTIR study

FTIR spectra were recorded on the different layers in order to confirm the presence of
phosphate, carbonate, and hydroxyl bands. Figure 4.1.5 shows the FTIR spectra of Ca-P spin- and dip-

coated samples in comparison with the TT one.
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Figure 4.1.5. FTIR analysis for the samples: TT, TD-HA1, TD-HA2, TS-HA1, TS-HA2, and TS-HA3

The TT spectrum exhibits only peaks of CO2 adsorbed on the metallic substrate. TS-HA1 and TD-HA1
spectra are similar, with weak phosphate peaks. According to previous works (3-5), the peaks at 1087 and
1046 cm™ are assigned respectively to triply degenerated asymmetric stretching mode vza and vy of the P-
O bond of PO4* group. The peak at 962 cm™ is attributed to the non-degenerated asymmetric stretching

mode v1 of the bond P-O of PO4* group. The peaks at 602 and 574 cm™ correspond respectively to the
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triply degenerated bending mode vaa and vas of the O-P-O bonds of POs* group. These peaks were more
pronounced in the three other spectra in agreement with the highest amount of phosphate. The peak at
631 cm ascribed to librational mode v. of the OH™ group was visible for the latter. The peak at 875 cm™

can be assigned to the bending mode v of the COs? group in CaCQOs (6,7).
Raman study

Beside the FT-IR analysis, the Raman microspectroscopy for the inspection of the treated
titanium samples was used. This method allows the direct and non destructive detection of chemical
compounds, as well as the compositional mapping of samples surfaces. Figure 4.1.6 shows Raman
spectra of the TT, TS-HA1, TS-HA2, TS-HA3, TD-HA1 and TD-HA2 samples in the wavenumber range 50-
1200 cm™. Contrary to the Raman signature of the pristine titanium sample, which did not contain any
peak (data not shown); all the treated surfaces presented complex spectra, showing heterogeneous

chemical composition.

On the one hand, peaks corresponding to various titanate phases are found in the 50-900 cm™
domain: the Raman signature of the TT sample was very similar to that reported by Kim et al. (8)
attributed to a mixture of hydrogen titanate and sodium titanate phases (Na2TisO7 and NaxTisO13), while
for all the samples enriched with calcium phosphate, Raman profiles contained the signature of calcium
titanate CaTiOs (9,10). It should also be noted that: (i) ubiquitous broad bands at 440 cm™ and 615 cm
might indicate the presence of the rutile phase of TiO: over all the treated substrates (11); (ii) very
sparsely distributed anatase phase of TiO, was detected (Figure 4.1.6 c ; intense peak at 145 cm™, 520
cmL, 640 cm); (iii) we could not find in literature relevant Ti-based phases with a characteristic peak at
800 cm? similar to that obtained for the samples treated with calcium phosphate, such that
identification of all the phases present on surfaces remains incomplete. The red chemical mapping of
surfaces based on Raman intensity in the 115-325 cm™ range shows that titanium surfaces are uniformly

converted into titanate phases (Figure 4.1.7 a).
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Figure 4.1.6. Typical Raman spectra of the surface of (a) a pre-treated titanium sample, and samples

enriched with Ca-P by (b, c and d) spin-coating, and (e, f) dip-coating
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Figure 4.1.7. Compositional mappings of the samples described in Figure 4.1.6 obtained by confocal
Raman microspectroscopy. Optical micrograph of the analyzed area (left), Raman intensity of the Ca-P
peak at 960-965 cm™(middle), Raman intensity in the 115-325 cm™ range corresponding to the titanate

phases (right). The bright area in the bottom right hand corner of the micrograph of TD-HA1 corresponds

to a scratch performed on the surface
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On the other hand, noteworthy, the effective Ca-P deposition was confirmed by the
presence over all samples, excepted TS-HA1, of the specific peak of phosphate at 960-965 cm™,
with an accumulation of Ca-P upon successive treatments. The green chemical mapping (Figure
4.1.7) corresponding to the peak at 965 cm™ confirms the increasing amount of Ca-P upon
successive treatments, and reveals the uniformity of the coatings. The value of 960-965 cm™ for the
Raman shift of phosphate groups is consistent, promisingly, with the presence of the biologically
relevant HA phase. In the case of the TD-HA2 sample, the peak of carbonate at 1090 cm™ might be

due to the carbonated apatite phase, which is the major mineral component of bone (12).

As a result we found that, by depositing a Ca-P layer on the sodium titanate one, a double
crystalline layer of apatite (Cas(POs)sOH), which plays an important role in improving the
osteointegration of the implant, and of sodium titanate-calcium titanate was obtained. The formation of
calcium titanate (CasTisO10) by reaction of Ca-P and sodium titanate promises increasing the adhesion
between apatite layer and substrate. Additionally, calcium carbonate exist also on the Ca-P coating in

case of the TS-HA3 and TD-HA2 samples.

4.2 Morphology and structure of the Ti-6Al-4V/sodium titanate/Ca-P multilayer system

The morphology of the coating has been observed by SEM; either top-views or cross sections

have been imaged.
4.2.1. Observation of the surface

The surface structures are shown in Figure 4.2.1. They are not smooth and regular, made of
particles with various size and shape. When the coating is performed, the sol-gel solution spreads out on
the sodium titanate. But the wetting is probably not homogeneous on the whole surface, leading to the

irregular shapes observed on SEM images.

Figure 4.2.2 shows EDS-X spectra of the Ca-P coatings deposited by spin and dip technique,
compared to Kroll and TT samples. Na and Ti peaks recorded on EDS-X analysis performed on the TT
sample are still visible on TS-HA1 and TD-HA1 spectra, but weaker. These peaks have disappeared in the
three other spectra. The C peak is weak even for the TS-HA3 and TD-HA2 samples. Ca is detected for Ca-
P, calcium titanate and calcium carbonate (for TS-HA3 and TD-HA2) of the Ca-P coatings. P was detected

on all samples and belongs mainly to HA (see §4.1.2).
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Figure 4.2.1. SEM observations of the TS-HA1, TS-HA2, TS-HA3, TD-HA1 and TD-HA2 samples
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Figure 4.2.2. EDS-X analysis of the spin- and dip- coated samples compared to the Kroll and TT ones,

recorded on few mm? area

4.2.2. Structure of the interfaces

Cross sections have been prepared with the cross-polisher method described in Chapter 2,
§2.3.8. They are presented in Figures 4.2.3, 4.2.4, 4.2.5, and 4.2.6. The cross-sections look similar for all
the samples. The layer covering the titanium alloy is porous and of variable thickness, in agreement with
the sodium titanate layer observed in Chapter 3 (Figure 3.2.11) and Ca-P layer shown in Figure 4.2.1. The
whole coating is about 500 nm thick. One can note that the most homogeneous width is obtained for
TS-HA3 (spin-coated 3 times) and TD-HA2 (dip-coated twice), while TS-HA1 and TS-HA2 have irregular

surfaces. Three layers are clearly visible:

- The upper layer is porous and made of nanometric crystals. This layer has a constant width in

TD-HA2, and does not cover the entire surface in TS-HA1 and TS-HA2.
- The intermediate layer made of submicronic crystals.

- A thin layer of less than 100 nm stuck to the metallic substrate.
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Figure 4.2.3. Cross-section observation of the sample TS-HA1
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Figure 4.2.4. Cross-section of the sample TS-HA2
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Figure 4.2.5. Cross-section of the sample TS-HA3
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Figure 4.2.6. Cross-section of the sample TD-HA2
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Figure 4.2.7. EDS-X analyses recorded (a) at S1, S2 and S3 points of Figure 4.2.3, (b) at S4, S5 and S6
points of Figure 4.2.4, (c) at S7 and S8 points of Figure 4.2.5 and (d) at S9, S10 and 511 point
of Figure 4.2.6

Although EDS-X analyses have been performed at energy of 10 kV so that recorded spectra

correspond to 1 um3 volume, - larger than the spots noted on the image-, one can have an idea of the

layer composition.
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Figure 4.2.7 a shows the EDS-X analyses of S1 to S3 spots noted on Figure 4.2.3. The Ca-P coating
thickness ranges from 500 nm to 600 nm (Figure 4.2.3 a). SEM observation of entire cross-section
presents a certain “bump” in size up to 1000 nm (S1 zone, Figure 4.2.3 b). EDS-X analysis in S1 shows O,
Al, Na, Ti, elements. No peak of Ca and P are present in S1; while, at S2 and S3, Ca, O and Ti are observed
with a tiny P peak in S3 zone. We can assume that the complete structure is built as follows: Ca-P/ calcium

titanate/ sodium titanate/ Ti-6Al-4V.

TS-HA2 and TS-HA3 (Figures 4.2.4 and 4.2.5) possess a uniform micro porous Ca-P layer, which
was confirmed by EDS-X analyses and no sodium titanate was visible (Figures 4.2.7 b and c). Figure 4.2.4
(cross-section view of the sample TS-HA2) exhibits the thickness of coating size ranges from 550 nm to
1000 nm with no uniform morphology. Particularly, three different layers on the coating (Figure 4.2.4 b)

can be distinguished:

- A first layer (named S4) of 80 - 90 nm bonded directly to the substrate. This structure is mainly

composed of sodium titanate and TiOz (as shown in Chapter 3). Little Ca and no P were detected.

- A second layer (named S5) has a thickness ranging from 350 to 390 nm and appears denser than

the first one. Calcium titanate is present and EDS-X analysis proves its presence by O, Ca and Ti peaks.

- A third porous zone (S6) has a thickness in the range of 120 to 380 nm. The existence of Ca, P

and O peaks in EDS-X spectra confirms the presence of Ca-P.

For the sample TS-HA3 (Figure 4.2.5), the overall thickness measured on the coating was from
700 to 1000 nm. The coating included three different layers as observed in the sample TS-HA2. The
thickness of the layers was measured from 90 to 100 nm for the first layer (Figure 4.2.4, location S4),
from 300 to 480 nm for the second one (Figure 4.2.5, location S7) and 350 to 500 nm for the third one
(Figure 4.2.5, location S8).

For the sample TD-HA2 (Figure 4.2.6), the coating with an overall thickness from 1150 to 1450 nm
was measured. TD-HA2 surface presented in Figure 4.2.1 e was completely covered with a denser layer
than TD-HA1. EDS-X analyses clarify that the homogenous layer was Ca-P (Figure 4.2.4). While the TD-
HA1 surface (Figure 4.2.1 d) present a higher porosity compared to TD-HA2, the EDS-X analyses suggest
the presence of sodium titanate (Na, Al and Ti were detected) simultaneously with a tiny amount of Ca-P

layer in and over the pores (Figure 4.2.2).

The formation of calcium titanate (CasTisO10) can be explained: when the first gel layer was
deposited on the sodium titanate, a thin film of Ca-P gel reacted with the sodium titanate to form
calcium titanate. On the other hand, part of phosphate remains free and is eliminated by washing. As a
result, calcium detected on the TS-HA1 belongs mainly to calcium titanate. Consequently, the Ca/P ratio
measured by EDS-X was increased (Figure 4.2.2). However, for TS-HA2, TS-HA3 and TD-HA2 samples, the

Ca-P layer was thicker than TS-HA1 and Ca detected by EDS-X belongs to Ca-P and calcium titanate.
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4.3. Mechanical properties of Ca-P coatings scratch test

In an applicative point of view, the coating has to be resistant enough to mechanical stresses and
frictions. The structure of the layer, the cohesion between the phases and the quality of bonding to the
metallic substrate are significant key points. In order to evaluate the adhesion between the Ca-P coating
and the substrate, we present in this paragraph the mechanical properties tested qualitatively by nano-

indenter (scratch test) as described in Chapter 2, § 2.2.9.

Figure 4.3.1 shows the surface topographies obtained through the three previously described
steps (named as the scratch curves). Within the scratch distance, it can be observed that there are some
ridge points with a roughness height of 500 nm for the TT sample. The surface roughness of Ca-P coating
is higher on dip coated samples (TD-HA1 and TD-HA2) than on spin coated ones (TS-HA1 and TS-HA2,
see initial profile inside the Figure). Indeed, some ridge points of 3 um were recorded on the TD-HA2

sample.

When the scratch load is applied, the Ca-P layer is firstly pressed, then, during the indenter

movement, the layer is simultaneously pressed and/or crushed.

On the scratch profile (scratch depth, red curve, 2), a depth of 2200 to 2500 nm was achieved on
TT, TS-HA1 and TS-HA2 samples for a normal applied load of 100 mN (Figures 4.3.1 a, b and c). This value
is 1200 nm for the TS-HA3, 1900 nm for the TD-HA1 and 4600 nm for the TD-HA2.

The scratch depth of TS-HA3 sample is smaller than the one of TT, TS-HA1 and TS-HA2 although
its coating is thicker than previous ones and presents rather rough initial profile. In addition, the scratch
depth measured (curve 2) on the TS-HA3 is always stable about 1200 nm along the scratch. That is not a
clear result and we cannot formally explain it; nevertheless we suppose that this phenomenon could be
caused by the initial roughness of Ca-P coating on the TS-HA3 (Figure 4.3.1 d, compared to Figures 4.3.1
b and c).

In principle, the scratch profile (curve 2) depends on the hardness of substrate and of coating.
The mechanical behaviour of TT and TS-HA1 sample was not different because the Ca-P film on the TS-
HA1 sample was very thin and thus has no real influence. It can be found that some traces of sodium
titanate can be observed on the TS-HA1 sample (Figure 4.3.2 a and b). For the TS-HA2, because of twice
deposition the coating was thicker than TS-HA1; thus cracks which were previously observed after the
first deposition were not clearly observable in this case. We can hypothesize that these cracks have
been filled by the second deposition of Ca-P. Therefore, the Ca-P coating of TS-HA2 sample seems more
compact than the TS-HA1 one. We can also assume as a hypothesis that TS-HA3 coating was thicker and
rougher than TS-HA1 and TS-HA2, the scratch profile (curve 2) was smaller than TS-HA1 and TS-HA2

ones achieving 1.2 um thickness.
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Figure 4.3.1. Experimental scratch curves obtained on the samples (a) TT, (b) TS-HA1, (c)TS-HA2, (d) TS-
HA3, (e) TD-HA1 and (f) TD-HAZ2 using a spherical indenter (R = 5 um) for a normal applied load varying
from 10 to 100 mN

The differences between the dip and the spin coated Ca-P coatings in mechanical behaviour can be explained:
(i) dip coating is thicker than spin one; and (ii) spin coated Ca-P layer is more compact than the dip coated one (i. e. TS-

HA2 and TD-HA2).

Also, it could be observed that the dip-coated layer was rapidly pressed from the beginning of the
scratch because of the crushing of the rough coating from the first applied load. When the scratch load
was applied, Ca-P layer was pressed and plastically deformed. In the case of the dip coated sample, the

Ca-P layer, thicker, less compact and quite rough, was easily removed leaving a deep scratch groove
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from the starting applied load. Indeed, on SEM images (Figure 4.3.2), one can see a “rough and quite
thick” Ca-P layer on the TD-HA2 sample, while a smoother and thinner Ca-P coating was obtained on the

TS-HA1 and TS-HA2 specimens.

10pm WO Drnro

LEI 3.0kV 10gem © . WD 8.0mmn

(@TT | (b) TS-HA1

’ .
0um_ p WP 7Bt 1

IPCMS 3 10pm M 6.4f0m

(c) TS-HA2

¥

[ WD 7 6mm ! "";ﬁB »} ‘\“u iiklk\/" > s an'&m“" !
(e) TD-HA1 (f) TD-HA2

Figure 4.3.2. SEM observations of the residual groove on Ca-P coatings of samples (a) TT, (b) TS-HA1, (c)
TS-HA2, (d) TS-HA3, (e) TD-HA1 and (f) TD-HA2 after scratch experiments with a spherical indenter (R=5
um) for a normal applied load varying from 10 to 100 mN
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Figure 4.3.3. Cross profile for a load of 50mN of TS-HA2 and TD-HA2

When the load was removed, the scratch recovery was observed due to the elasticity of material and more
specifically of the substrate. A higher elastic recovery of material was observed on TS-HA2 compared to TT and TS-HA1
ones. We can also assume as a hypothesis that this recovery was mainly due to the elasticity of the substrate and also
due to higher compactness of Ca-P coating. The residual depth is 1200 to 1300 nm for TT, TS-HA1 and TD-HA1, 700 to
790 nm for TS-HA2 and TS-HA3, and 2800 nm for the TD-HAZ2. It can be found that the scratch recovery on the TS-HA2

seems to be higher than previous samples.

Figure 4.3.2 illustrates SEM observations of residual grooves on Ca-P layers after the scratch left
by 5 um spherical indenter with a normal load from 10 to 100 mN. The good adhesion of all Ca-P

coatings onto the substrate is confirmed because no delamination was observed along the scratch line.

Figure 4.3.3 shows the residual cross profile at approximately half of the scratch length on the TS-
HA2 and TD-HA2 samples. A depth of 620 nm can be noted for the TS-HA2 sample, while a value of 2200
nm is obtained for the TD-HA2 sample. Additionally, the width of the cross profile for the TS-HA2 sample
is rather small in comparison with the TD-HA2 one. It can be observed that the coating on TD-HA2 is

thicker than the one of TS-HA2; so it was pressed much more when the load was applied.

Figure 4.3.4 presents the friction coefficient curves for the samples TT, TS-HA1, TS-HA2, TS-HA3,
TD-HA1 and TD-HA2. The value of friction coefficient increased quickly when the load was applied.
Whilst the coating was crushed, the friction coefficient decreased. Moreover, when the indenter
reached a penetration with 30 mN load, the friction coefficient became stable. In this case the stability
of friction coefficient can be explained by the fact that coatings are continuously flattened against the
substrate because the scratch load was applied. Between 30 and 100 mN, no abrupt decreased peaks of
friction coefficient were observed; it means that a good adhesion between the coating and the
substrate was obtained (13) (the coating was not removed or unstuck during the removing of indenter).

The friction coefficient measured on all samples was more than 0.30.
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Figure 4.3.4. The friction coefficient as a function of the normal applied load determined on samples (a)

TT, (b) TS-HA1, (c) TS-HA2, (d) TS-HA3, (e) TD-HA1 and (f) TD-HA2

The same friction coefficient values measured on all samples mean that the scratch behaviour is
quite the same which may reflect the same kind of adhesion. On the other hand, there is no difference
high enough on the adherence of coating onto the substrate between the samples (it should be noted
that the adhesion of Ca-P coatings onto the substrate is chemical due to the formation of calcium

titanate).

The friction coefficient on the TS-HA1 sample increased when the load exceeded 75 mN due to local
ridge points on the HA coating (see initial profile on Figure 4.3.1 a). In the case of TD-HA2 sample, (Figure
4.3.1 f) applying low load, the friction coefficient was quite unstable due to large hollows and bumps of the

coating before reaching a stable regime.
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Finally, the nanoindentation test indicates that the plastic deformation of dip coating was higher
than the spin one during the same mechanical stress. This difference can be explained as follows: (i) Ca-
P was thicker than the dip coating one; and (ii) the spin coated Ca-P layer was more compact than the
dip coated one (i.e. TS-HA2 vs TD-HA2). In addition, there is no unsticking of both spin- and dip- Ca-P
coating during the scratch, particularly when the load achieved 100 mN. This is a significant result in

view of biomedical applications, especially in case of dental prosthesis.

4.4. Stability and in vitro bioactivity of HA coatings in physiological environment tested by
using simulated body fluid

To evaluate the in vitro bioactivity (stability) of Ca-P previously deposited by sol-gel method, the
samples were soaked in c-SBF solution at pH 7.4 using a buffer solution consisting of TRIS (tris-

hydroxymethyl-aminomethane)-HCI (hydrochloric acid) at 37°C [29]. The ion concentrations of c-SBF

solution and human blood plasma are shown in Chapter 2, §2.2.10.
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Figure 4.4.1. (a) SEM observations, (b) EDS-X analysis, (c) TEM observation and SAED analysis of the
sample TD-HA2 after immersion for 1 to 4 weeks in SBF. The same observations were obtained for the

other samples immersed for periods from 1 to 4 week(s)
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The SEM observations (Figure 4.4.1 a) and EDS-X analysis (Figure 4.4.1 b) were performed for all
samples at all various immersion periods in SBF for 1 to 4 week(s). Figure 4.4.1 a exhibits the surface
morphology of TD-HA2 after immersion in SBF for 7 days. Its surface was completely covered with a
dense and uniform layer of Ca-P (Figure 4.4.1 b). This Ca-P layer was uniform and dense as proved by the

absence of Ti with tiny presence of Mg (from SBF), Na by EDS-X analysis (Figure 4.4.1 b).

TEM observations and SAED analyses were also realized for all samples. Needle- like crystals of
100 nm were observed (Figure 4.4.1 d), mainly composed of Ca and P. This was also confirmed by SAED

(Figure 4.4.1 d) since the diffraction rings corresponding to HA (ICDD 09-432) were detected.
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Figure 4.4.2. Ca concentration measured in SBF after soaking the TT, TD-HA1, TD-HA2, TS-HA1, TS-HA2,
and TS-HA3 samples for 0, 2, 4, 7, 14 and 28 days
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Figure 4.4.3. Phosphorus concentration measured in SBF after soaking the TT, TD-HA1, TD-HA2, TS-HA1,
TS-HA2, and TS-HA3 samples for 0, 2, 4, 7, 14 and 28 days
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The ionic concentrations of calcium and inorganic phosphorus compared to the mother SBF
solution for different soaking periods: 0, 2, 4, 7, 14 and 28 days are presented in figure 4.4.2 and Figure
4.4.3. SBF solution was refreshed each 7 day.

After 2 days, Ca concentration in SBF solution (Figure 4.4.2) was increased while P concentration
decreased for TD-HA1 and TD-HA2 (Figure 4.4.3); it means that Ca from samples’ coating was released in
the SBF solution. On the contrary, both Ca and P decreased in the solution for TS-HA1, TS-HA2, TS-HA3
leading to new Ca-P formed layer on the substrate as observed in SEM images. For longer soaking time, Ca
and P adsorption goes on and the growing rate of Ca-P layer at the surface seems to be constant for TD-
HA1, TD-HA2, TS-HA1, TS-HA2 and TS-HA3.

On the other hand, the Ca and P adsorption on TT sample is very tiny. This is confirmed by the SEM
observations (Figures 4.4.4 a, 4.4.5 a and 4.4.6 a). A slight decrease of Ca and P concentrations in the SBF
solution was observed on the TT sample after 1 to 4 week(s). Moreover, no calcium and phosphate were
detected on the TT sample surface by EDS-X. By comparing Figure 4.2.1 and Figures 4.4.4, 4.4.5 and 4.4.6,

we can conclude that an additional apatite layer is observed on the coated samples.

Figure 4.4.7 shows the XRD patterns of the samples before and after 1 to 2 week(s) in SBF. We
can compare the intensity between peaks (211) of HA and peak (171) of calcium titanate. For all samples
except TT, the HA peaks increased versus the immersion time, whereas the intensity of calcium titanate
peaks regularly decreased because the sol-gel coatings were covered by new homogeneous Ca-P layer

coming from SBF solution.

The HA peaks were more and more increased while the calcium titanate peaks were more and
more decreased. A new HA layer was deposited on the old HA coatings, it makes the HA peaks more and
more intense as a function of immersion time in SBF. Therefore, we can predict according to Kokubo et
al. (14) that the Ca-P coating may link easily to the living bone. This property is one of factors for

endorsing the in vivo bone bioactivity of the implant.
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Figure 4.4.4. SEM surface morphology of samples after one week in SBF
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Figure 4.4.5. SEM surface morphology of samples after 2 weeks in SBF
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Figure 4.4.6. Surface morphology of samples after 4 weeks in SBF
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Figure 4.4.7. XRD patterns of (a)TS-HA1, (b) TS-HA2, (c) TS-HA3, (d) TD-HA1 and (e) TD-HA2 samples after

soaking in SBF solution for 1 and 2 week(s)
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4.5. Cell viability assay of calcium phosphate coatings

All the experimental setup of biological evaluation was presented in Chapter 2, §2.3.13.
4.5.1. In vitro cytocompatibility

a) Not Direct assay

According to the results obtained by the not direct assay, the viability of cells cultivated with
medium pre-treated by specimens submersion and evaluated with MTT assay resulted comparable among

experimental samples and controls (Ti-6Al-4V substrate) at the both selected time-points (24 and 72 h).
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Figure 4.5.1. Not direct cytotoxicity evaluation after 24 h. Bars represent means and standard deviations.
MTT assay reported very similar results between spin coated samples and controls (a) and also between
dip coated samples and controls (b). For spin coated series, cells viability ranged from 97 to 99%
compared with controls, while for dip coated series, the values were between 99 and 101%. No statistical
significant differences were noticed between test samples and controls (p>0.05); furthermore,
morphological observations (c) confirmed MTT data as cells presented similar morphology, spread and

density. Bar scale = 100 um (magnification 20x)

After 24 h of cultivations (Figure 4.5.1), considering control optical density (o.d.) as 100%
viability, the range of obtained data was between 97 and 99% for sodium titanate (TT), spin coated (TS-
HA1, TS-HA2 and TS-HA3) series (Figure 4.5.1 a) and between 99 and 101% for dip coated (TD-HA1 and

TD-HA2) series specimens (Figure 4.5.1 b).
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MTT results were confirmed by the visual observation of cells morphology, spread and density
(Figure 4.5.1 c) that resulted as comparable between controls (cells cultivated with fresh medium) and

test samples (cells cultivated with pre-treated medium).

Similar results were obtained at longer experimental time-point (after 72 h) (Figure 4.5.2 a-c); in
fact, TT and spin coated series reported cells viability values between 97 and 99% (Figure 4.5.2 a)
compared to controls (fresh medium) while dip coated specimens showed cells viability results between
100 and 101% towards controls (Figure 4.5.2 b). As noticed after 24 h cultivation, also after 72 h in
contact with pre-treated medium, cells morphology, spread and density was similar between controls

and test samples (Figure 4.5.2 c).

At both time-point (24 and 72 h), no statistical significant differences were observed between
control and experimental samples as far as viability was concerned (p>0.05). These results represents an
important finding to exclude toxic compounds release from coated samples within a relative long period

of 7 days as well as to confirm samples coating stability.

110 - spin coating (72 h)
100 —1
%90
80

n

% Cells Viability
[vs control]

60

50
control e TS-HA1 TS-HA2 TS-HA3
(a)
110 - dip coating (72 h)

100 -

% Cells Viability
[vs control]

control hg TD-HA1 TD-HA2 (C)

(b)

Figure 4.5.2. Not direct cytotoxicity evaluation after 72 h. Bars represent means and standard deviations.
MTT assays showed comparable results between spin coated samples and controls (a) and also between
dip coated samples and controls (b). For spin coated series, cells viability (TS-HA1, TS-HA2 and TS-HA3)
was calculated as 97 to 99% reported to controls, while dip coated series values (TD-HA1 and TD-HA2)
were between 99 and 101%. No statistical significant differences were noticed between test samples and
controls (p>0.05). Moreover, morphology analysis (c) supported viability data as cells showed
comparable morphology, spread and density with controls.

Bar scale = 100 um (magnification 20x)
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b) Direct Assay

Results of direct assay after 24 h after seeding cells, using MTT assay, are reported in figures 4.5.3
a-d. At this time-point, no statistical significant differences were noticed between spin coated series

(Figure 4.5.3 a) and dip coated series (Figure 4.5.3 b) samples and controls (p>0.05).

The cells viability was calculated considering as 100% the optical density obtained for cells
cultivated onto not treated Ti-6Al-4V; all spin or dip coated samples reported viability values between

98 and 100%, except TS-HA1 and TD-HA1 in which a slight improvement was remarkable.
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Figure 4.5.3. Direct cytocompatibility evaluation after 24 h. MTT assay showed no statistical differences
between control and spin coated series samples (a) and dip coated series (b) in term of cells viability.
Bars represent means and standard deviations. SEM observations (c) confirmed that cells were able to
adhere to coated surfaces as well as to the control (Ti-6Al-4V) one. Thus, deposited Ca-P did not interfere
with cells adhesion even in multilayer (TS-HA2, TS-HA3 and TD-HA2); bar scale = 20 um. Finally, IF
staining (d) confirmed that cells successfully spread as cytoskeletons (in red, stained by phallodin) were

comparable between control and test samples. Bar scale = 100 um

The morphological analysis made by SEM revealed cells successfully adhering to the coated
surfaces as well as to the naked Ti-6Al-4V one (Figure 4.5.3 c); these findings suggest that the presence
of Ca-P coating did not interfere with cells adhesion and spread, even when organized in multilayer

complex (TS-HA2, TS-HA3, TD-HA2). Finally, by Immuno-Fluorescence (IF) staining (Figure 4.5.3 d), it was
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possible to confirm that cells cytoskeleton morphology was comparable between cells cultivated onto
Ti-6Al-4V surface (control) and the coated ones. Moreover, cells density seems to be comparable

confirming that cells were successfully attached within the first 24 h cultivation.
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Figure 4.5.4. Direct cytocompatibility evaluation after 7 days. MTT assay showed a statistical significant
difference between TT samples values compared to control (indicated by *) and to TS-HA3 and TD-HA2
samples (indicated by §). This could be related to the ability of a Ca-P multilayer to protect cells from
direct contact with sodium titanate. Bars represent means and standard deviations. SEM observations (c)
confirmed that cells were still attached to samples surface but that Ca-P coating layers were metabolized
by cells. Thus, deposited Ca-P protected cells from the direct contact to the sodium titanate layer; bar
scale = 20 um. Finally, IF staining (d) confirmed that cells still attached to the surface presented

cytoskeletons (in red, stained by phallodin) comparable with controls. Bar scale = 50 um

Interesting results were obtained after 7 days of cultivation and they are showed in Figures 4.5.4
a-d. Indeed, the cells viability resulted as statistically significant different (p<0.05) between TT compared
to controls (Ti-6Al-4V, indicated by the *) and TS-HA3 (a, indicated by §) and TD-HA2 (b, indicated by §).
These findings could be explained by the presence of the sodium titanate layer; cells were directly
exposed on sodium titanate layer (TT series samples) may suffer of Na* presence after 7 days of culture.

The coated samples offered a sort of protective layer of Ca-P that could be metabolized by cells and
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protected them from the exposure to the sodium titanate layer. This could be pointed out for multilayer
coating samples such as TS-HA3 and TD-HA2. This hypothesis can be supported by SEM observations
(Figure 4.5.4 c). In fact, the Ca-P coating layer appeared as metabolized by cells that look flat and well
attached to the surface. Looking at TT samples, cells seem to be “less flat” in towards metabolized
regions. Finally, IF staining revealed that cells cytoskeleton was comparable with controls even after 7
days of culture. Positive results were obtained also for TT series samples suggesting that “not flat” cells,

visualized by SEM, are relative to metabolized regions.
4.5.2. Cells number and proliferative ratio

In order to evaluate the number of spontaneously detached cells during the 7 days culture, the
medium was collected after every change step (day 1-3-7) and the floating necrotic cells counted.

Results are reported in Figures 4.5.5 a-d.
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Figure 4.5.5. Number of floating cells into the medium; general comparison (a), spin coated samples
detail (b) and dip coated series detail (c). In (d) are reported the percentage of lost cells vs day 0 number.
In general cells spontaneously detached from all the samples. Control (Ti-6Al-4V) resulted the material
with the lowest cells detachment percentage. On the opposite, TT series reported the highest number of
lost cells. Regarding coated samples, the increase of Ca-P layer decreased the number of detached cells.

Graphics represent means and standard deviations

In general, Ti-6Al-4V (control) reported the lowest number of detached cells: the maximum value
was calculated after 7 days when only the 6.7% was lost (reported to the initial number of cells). On the
opposite, sodium titanate layer (TT) samples series reported the highest number of detached cells,

reaching a total of 19.3% compared to day 0. Regarding coated samples, the increase of Ca-P layer
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seems to protect cells from detachment. About spin coated series samples, TS-HA1 and TS-HA2 samples
reported the loss of 10-11% of initial number of cells. For TS-HA3, the 9% of cells were lost after 7 days.

Results of dip coated series showed that TD-HA1 loss the 14.2% and TD-HA2 the 12.5% of starting cells

number.
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Figure 4.5.6 a-c. PCNA staining of proliferative cells. Bars represent means and standard deviations. After

7 days

the first 24 h, no statistical significant differences were noticed between the number of proliferating cells
in control (pure titanium) and the other groups that showed values between 95 and 97% for spin coated
series (a, upper panel) and between 95 and 96% for dip coated series (b, upper panel). Also TT specimens
did not result as statistically different compared to control. Also IF staining images (c, upper panel)
showed that after 24 h the number of proliferative cells (co-stained in red) was superior to the non
proliferative ones (in blue, indicated by the arrow) after 24 h. Conversely, after 7 days of culture
statistical significant differences (p<0.05) were noticed between TT samples and controls (indicated by *)
and between TT and TS-HA3 (a, lower panel, indicated by §) and between TT and TD-HAZ2 specimens (b,
lower panel, indicated by §). Moreover, the presence of more non-proliferating cells was visually

detected by IF (c, lower panel, indicated by the arrow). Bar scale = 50 um

Looking at the results of PCNA staining of proliferative cells (Figures 4.5.6 a-c), other interesting
results were observed after 7 days of culturing. In fact, after 24 h, the number of cells positive to the
PCNA staining were not significant (p>0.05) comparing the different groups with the control (Figures
4.5.6 a-b, upper panel). The spin coated series specimens reported values between 95 and 97% of
proliferative cells while the dip coated series showed proliferative cells in a ratio of 95 to 96%. Also the
TT samples did not presented significant differences compared to control (96%). Conversely, after 7 days
of culture, significant differences (p<0.05) were noticed between TT group and TS-HA3 (Figure 4.5.6 b,
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lower panel) and Td-HA2 group specimens (Figure 4.5.6 b, lower panel). At this time point, TT specimens
reported values of 75% of PCNA positive cells while the means of controls was 88%, TS-HA3 84% and TD-
HA2 83%. So, as noticed for the MMT assay, the cells metabolization of the surface coating could has led
to the exposure of the sodium titanate layer that has counteracted with cells metabolism in term of

viability (MTT assay) and proliferation (PCNA assay).

So, it was found that an apatite layer is necessary to improve the cell viability of sodium titanate.
By comparing to the control sample we can confirm that the Ca-P coated samples are not toxic. This

allows testing the implant in the animal to study its bone bonding ability.

Conclusions

Sol-gel Ca-P coatings were successfully spin- and dip- coated on the sodium titanate layer. The
spin Ca-P coatings were performed at a speed of 3000 tr/min for 30 s while the dip coatings were
carried out at a withdraw speed of 40 mm/min. Both dip and spin coated samples were followed by a

heat treatment.

When the sample is annealed at high temperature (600°C), Ca-P gel and titanium oxide react to
form calcium titanate. Indeed, Liu et al. (2,15,16) indicated that compounds such as P(OCzHs)zx(OH)x,
Ca(0OCzHs)y(NO3)2-y and (OCzHs)y(NOs)2-y-Ca-O-HPO(OC2Hs)s can form in the Ca-P sol-gel solution when
the triethyl phosphite and calcium nitrate dissolved in ethanol are used as calcium and phosphorous
precursors. So, the solution when deposited on the sodium titanate layer, infiltrates this layer. If only
one very thin film of Ca-P gel was deposited on the titania layer, all of the calcium reacted with the
titanium oxide to form calcium titanate and the phosphate which does not react is eliminated by

washing.

By the XRD and TEM analysis calcium titanate (CasTisO10) was identified on all Ca-P coated
samples deposited either by spin or dip coating with a repeat from 1 to 3 time(s). So the reactions

between the Ca-P gel and titanium oxide at high temperature can be described by equations as follows.

4Ca(0CaHs)y(NO3)2-y + 3TiO2 + (13y-2)02 > CaaTizO10+ 8yCO2 T+ 10yH20 T+ 4(2-y)NO2T  (Eq.4.1)

2P(OC2Hs)3x(OH)x + (19-6x)02 - P,0s + 4(3-x)CO; T+ (15-4x)H,0T (Eq.4.2)
4(OCzHs)y(NO3)2-y-Ca-0O-HPO(OC;Hs)3-x + 3TiO2 + (36-11x'+22y’)O2

- CaaTiz010 + 8(3-x+y’)CO2 T+ 2P,05 + 4(16-5x'+5y’)H.0 T (Eq.4.3)

When the Ca-P gel film deposited on sodium titanate layer is thick enough, a part of Ca-P gel
contacts directly and reacts with sodium titanate or titanium oxide to form calcium titanate, the other
Ca-P part which has not reacted will be transformed to apatite. Evidently, if there is no TiO», all of Ca-P

gel will transform to apatite. The transformation to HA can be described as follows:
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(OC2Hs)y(NO3)s-y-Ca-O-HPO(OC;Hs)3.x > Cas(POa)3OH + CO; T+ H.0T (Eq.4.4)

Indeed, a calcium titanate-rich and phosphate-poor film was obtained for the sample TS-HA1L.
However, on the samples TS-HA2, TS-HA3 and TD-HA2, in which the Ca-P depositing was repeated for 2
and 3 times, we can observe a layer of calcium titanate placed between the Ca-P one and the substrate.
The formation of calcium titanate may play a role as a bridge between the HA coating and the substrate

and can improve the adhesion between the sol-gel HA coating and titanium.

On all samples, no delamination between the HA coating and the substrate is observed, probably

due to a good chemical adherence of HA coating onto the substrate.

The highest annealing temperature to obtain a HA coatings was at 600°C. When the annealing

temperature was higher (700 or 800°C), the Ca-P coatings onto the substrate was unstuck.

The Ca-P-sodium titanate layer with various thickness, from 0.5 to 1.4 um, was obtained by Ca-P
sol-gel dip and spin depositing with a repeat for 1 to 3 times onto the sodium titanate substrate. In

addition, the spin Ca-P layer is smoother and thinner than the dip ones.

Apatite coating was always deposited onto all samples treated by a 5 M or 10 M NaOH solution
at 60 or 80°C for 24 or 72 h, followed a heat treatment at 630°C for 1 h (data not shown). Additionally,

calcium titanate (CasTizO10) was also formed on all samples using the sodium titanate buffer layer.

By using the nano-indenter with spherical tip radius of 5 um and a normal load ramped up from

10 to 100 mN, the good adhesion of HA coatings onto the substrate was demonstrated.

Ca-P coatings obtained by dipping and spinning techniques were stable in the physiological
environment using the simulated body fluid (SBF). The in vitro bioactivity (bone bioactivity) of HA
coatings was identified because of the growing of HA in SBF onto the HA coating samples at various

soaking period (2 to 28 days).

Finally, the cytotoxicity test shows that the implants were not toxic. The cell viability of Ca-P
coated series is generally equal or higher than the one of sodium titanate (TT) sample. On the other
hand, a Ca-P coating is necessary to improve the cytocompatibility of alkaline-heat treated titanium

implant and its bone bioactivity.

References

1. Wen C, Xu W, Hu W, Hodgson P. Hydroxyapatite/titania sol—gel coatings on titanium—zirconium
alloy for biomedical applications¥t Acta Biomater. 2007 May;3(3):403-10.

2. Liu DM, Troczynski T, Tseng WIJ. Aging effect on the phase evolution of water-based sol-gel
hydroxyapatite. Biomaterials. 2002;23(4):1227-36.

123



Chapter 4. New Ca-P deposition process on sodium titanate 2014

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Gadaleta SJ, Mendelsohn R, Paschalis EL, Camacho NP, Betts F, Boskey AL. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy of Synthetic and Biological Apatites. In: Zahid Amjad, editor. Mineral Scale
Formation and Inhibition. New York: Plenum Press; 1995. p. 283-94.

Fowler BO. Infrared studies of apatites. I. Vibrational assignments for calcium, strontium, and

barium hydroxyapatites utilizing isotopic substitution. Inorg Chem. 1974;13(1):194-207.

Klee WE, Engel G. Infrared spectra of the phosphate ions in various apatites. J Inorg Nucl Chem.
1970 Jun;32(6):1837-43.

Antonakos A, Liarokapis E, Leventouri T. Micro-Raman and FTIR studies of synthetic and natural
apatites. Biomaterials. 2007 Jul;28(19):3043-54.

Deptulla A, \Lada W, Olczak T, Borello A, Alvani C, Di Bartolomeo A. Preparation of spherical
powders of hydroxyapatite by sol-gel process. J Non-Cryst Solids. 1992;147:537-41.

Kim S-J, Yun Y-U, Oh H-J, Hong SH, Roberts CA, Routray K, et al. Characterization of
Hydrothermally Prepared Titanate Nanotube Powders by Ambient and In Situ Raman
Spectroscopy. J Phys Chem Lett. 2010 Jan 7;1(1):130-5.

Cavalcante LS, Marques VS, Sczancoski JC, Escote MT, Joya MR, Varela JA, et al. Synthesis,
structural refinement and optical behavior of CaTiO3 powders: A comparative study of processing
in different furnaces. Chem Eng J. 2008 Sep 15;143(1-3):299-307.

Zheng H, Csete de Gyorgyfalva GDC, Quimby R, Bagshaw H, Ubic R, Reaney IM, et al. Raman
spectroscopy of B-site order—disorder in CaTiO3-based microwave ceramics. J Eur Ceram Soc.
2003;23(14):2653-9.

Kizuki T, Takadama H, Matsushita T, Nakamura T, Kokubo T. Preparation of bioactive Ti metal
surface enriched with calcium ions by chemical treatment. Acta Biomater. 2010 Jul;6(7):2836—42.
Ferrand A, Eap S, Richert L, Lemoine S, Kalaskar D, Demoustier-Champagne S, et al. Osteogenetic
Properties of Electrospun Nanofibrous PCL Scaffolds Equipped With Chitosan-Based
Nanoreservoirs of Growth Factors. Macromol Biosci. 2014 Jan 1;14(1):45-55.

Fischer-Cripps AC. Nanoindentation. Springer; 2004. 290 p.

Kokubo T, Takadama H. How useful is SBF in predicting in vivo bone bioactivity? Biomaterials.
2006 mai;27(15):2907-15.

Liu D-M, Troczynski T, Tseng WJ. Water-based sol-gel synthesis of hydroxyapatite: process
development. Biomaterials. 2001 Jul;22(13):1721-30.

Liu DM, Troczynski T, Hakimi D. Effect of hydrolysis on the phase evolution of water-based sol—gel

hydroxyapatite and its application to bioactive coatings. ] Mater Sci Mater Med. 2002;13(7):657—
65.

124






Chapitre 5.
Dépot de phosphate de calcium obtenu

par la voie autocatalytique







Chapitre 5. Dépbt de phosphate de calcium obtenu par la voie autocatalytique 2014

Chapitre 5.
Dépot de phosphate de calcium obtenu

par la voie autocatalytique

5.1. Dépot de Ca-P en utilisant la méthode de Reis et al......cceeeevvieiieiiiiiieiie e 126
5.1.1. Préparation et caractérisation du d€POt ........cceeevciiieieiiiiie e e 126
5.1.2. Test de bioactivité des substrats immergés dans les bains autocatalytiques ............ 132

5.1.3. Bains « autocatalytiques » appliqués sur le sandwich 316L/Polypropyléne-

POIYETNYIENE (16) . cueiiiieiiiiee ettt ettt e ettt e et e e e st e e e e e tta e e e eaataeestaeeeesstbeeeenstaeesnnsens 134
5.2. Modification des bains de Reis et al. pour le dépot de Ca-P bioactif sur Ti-6Al-4V .................. 142
5.2.1. Présentation de I'article........cccooioiiniiiiiiiii e 142
5.2.2. PUBIICAtION ..ttt e 143
(600] 3Tl [V 1Yo o LI PP T O P PP RO PR PP TOPRRT 150
REFEIENCES ..ttt b e b et eat e s he e e bt e b e e ke e bt e et e sabesatesbeenbeenbeenneenee 151

125



Chapitre 5. Dépbt de phosphate de calcium obtenu par la voie autocatalytique 2014

Reis et al. (1,2) ont développé des bains riches en calcium et en phosphate et contenant du
chlorure de palladium pour déposer du phosphate de calcium sur des polymeéres. Nous avons détaillé sa
méthode dans le Chapitre 1, §1.4.2. Nous appellerons cette méthode « méthode autocatalytique »
comme Reis et al. Le dépot est réalisé sur des substrats de Ti-6Al-4V ayant subi un traitement Kroll de
3 min, un traitement alcalin dans NaOH 10 M a 60°C pendant 24 h et un traitement thermique de 1 h a

630°C.
Ce chapitre est divisé en deux parties.

Dans une premiére partie, nous présentons le dép6t de Ca-P obtenu en utilisant la méthode
« autocatalytique » de Reis et al. (1,2). Dans ces bains, il y a toujours un réducteur (NaH2PO:) dans les

bains acides et alcalins, ou un oxydant (H202) dans le bain oxydant et un catalyseur (PdCl).

Dans une deuxieme partie, nous avons modifié [égerement les bains acides de Reis et al. (1-3) en
enlevant le réducteur (NaH:PO;) et ajustant le rapport de Ca/P a 1,67 par ajout d’acide ortho-
phosphorique. Nous avons publié les résultats obtenus dans Biomatter (Alternative technique for

calcium phosphate coating on titanium alloy implants) (4).

5.1. Dépo6t de Ca-P en utilisant la méthode de Reis et al.

5.1.1. Préparation et caractérisation du dépot

Dans le Chapitre 2, §2.1.6, nous avons donné la composition, le pH et la température d’utilisation
des bains « autocatalytiques ». Dans cette partie nous présentons des résultats du dépét de Ca-P obtenu
avec les bains AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd. Les échantillons sont caractérisés par DRX, MEB/EDS-X,
MET/EDS-X/SAED, puis le comportement des échantillons dans un milieu physiologique, fluide corporel

simulé (SBF) est présenté.

La Figure 5.1.1 présente I'analyse DRX des échantillons ayant subi des bains « autocatalytique ».
Sur les diffractogrammes, les pics du substrat (S) sont visibles, mais aucun pic de phosphate de calcium
n’est détecté. Cela signifie que le dépot de Ca-P est encore tres mince ou amorphe ou formé de grains

nanométriques.

La Figure 5.1.2 montre la morphologie et I'analyse EDS-X de la surface des échantillons ayant subi
les bains AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd. Pour I’échantillon AC1-Pd, nous avons observé un dép6t de Ca-P
sous forme de particules sphériques sur la couche de titanate de sodium. Ces particules mesurent au
maximum une centaine de nanomeétres. Le dépot est composé d’agrégats répartis sur toute la couche de
titanate de sodium. L’analyse EDS-X est réalisée sur deux zones notées S1 et S2 (Figure 5.1.2 a) : les pics
de P (a 2,02 ekV), F (a 0,68 keV) et Ca (a 3,69 keV) sont visibles sur I'échantillon AC1-Pd. Ces éléments
viennent de la solution « autocatalytique» déposée sur la surface de I’échantillon, tandis que les pics de

Ti, Na viennent de la couche de titanate de sodium.
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En revanche, pour les échantillons ALK1-Pd et OXY-Pd (Figures 5.1.2 b et c), la couche de titanate
de sodium est bien visible avec des fissures de quelques centaines de nanometres comme nous I'avons
décrit dans le Chapitre 3, §3.2 mais un dépo6t de Ca-P n’est pas observé. Toutefois, par analyse EDS-X, un
pic de calcium est bien détecté pour ces deux échantillons, et seulement un tout petit pic de phosphore.
Cela veut dire qu’une couche tres mince de Ca-P peut étre déposée quelque part sur la couche de
titanate de sodium. En effet, par une observation au MEB avec I'image de grandissement de 25000
(Figure 5.1.2 c), des grains nanométriques de Ca-P se trouve dans les pores de la couche de titanate de

sodium.

CxY-Pd

ALK1-Pd

ACT-Pd

Intensité (a.u.)
)]
A

TT
" TiO,
4 NaTi O,

T " T T T
20 25 30 35

2 Theta (°})

Figure 5.1.1. DRX des échantillons : TT, AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd. Pics de diffraction du titanate de
sodium Na:TisO13 (JPDCS 77-9461) et du rutile TiO2 (JPDCS 21-1276). Les pic du substrat sont notés « S »

Les échantillons sont ensuite analysés au MET/ EDS-X et en diffraction en aire sélectionnée des
électrons. Pour cela, de la poudre est grattée de la surface des échantillons et récupérée sur une grille

spéciale en cuivre du MET.

Sur la Figure 5.1.3, nous donnons les images MET et le diagramme de diffraction électronique
(SAED) avec le spectre EDS-X des échantillons ayant subi les bains AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd. Nous
trouvons que le calcium et le phosphore sont toujours détectés sur ces échantillons. De plus, le titane, le
sodium et I'oxygene sont aussi trouvés. Pour I'échantillon OXY-Pd, nous avons aussi observé un pic de
palladium. Le Tableau 5.1 présente les distances interréticulaires mesurées sur le diagramme de
diffraction électronique (SAED) des échantillons AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd et les données (JPDCS) de
I’hydroxyapatite, de la fluorine, du titanate de sodium et du rutile. Nous avons trouvé que I'apatite peut

étre formée sur les échantillons AC1-Pd et ALK1-Pd (les pics 211 et 112) mais pas sur I’échantillon OXY-
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Pd. Pour I'échantillon AC1-Pd, les pics 111, 200 et 311 de la fluorine (CaF) et les pics 110 et 101 du rutile

sont bien observés ainsi que les pics 200, 202 et -203 de Na:TisO13 sur I’échantillon OXY-Pd.
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Figure 5.1.2. Observation au MEB et analyse EDS de la surface des échantillons
AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd
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Figure 5.1.3. Analyse au MET avec SAED et EDS-X des échantillons AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd. Le
phosphore et le calcium sont toujours présents dans les échantillons. Le palladium est détecté sur
I’échantillon OXY-Pd. Les distances interréticulaires mesurées sur le SAED sont présentées
dans le Tableau 5.1
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Tableau 5.1. Distances interréticulaires mesurées sur diffraction en aire sélectionnée (SAED)

des échantillons AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd

Distances Cas(POa)3(OH), CaF,, Na:TicO13 TiO2
interréticulaires, (ICDD 09-432), (ICDD 02-2191), (ICDD 77-9461), (ICDD 21-1276),
dexp (0,005 nm) dtheo. (M) dtheo. (NM) dtheo. (M) dtheo. (M)

AC1- |ALK1l- | OXY- d | hkl d | hkl d | hkl d | hkl
Pd Pd Pd (nm) (nm) (nm) (nm)
0,817 | 12 100
0,746 0,745 | 100 | 200
0,626 | 49 | 201
0,407 | 10 200
0,388 | 10 111
0,373 | 4 400
0,363 0,365 0,363 | 40 202
0,344 | 40 002
0,327 0,327 | 1 401 | 0,325 | 100 | 110
0.316 0,317 | 12 102 | 0,315 | 97 111 | 0,313 402
0,308 | 18 210
0,299 | 46 310
0,295 0,297 | 45 203
0,292 | 37 311
0,281 | 0,280 0,281 | 100 | 211 0,278 | 11 112
0,279 | 60 112 0,276 | 9 311
0,272 | 60 300 0,268 | 35 402
0,263 | 25 202
0,249 | 0,243 0,249 | 12 601 | 0,249 | 50 101
0,237 | 4 113
0,226 | 20 310 0,230 | 8 200
0,219 | 2 512 | 0,219 | 25 111
0,208 | 27 603 | 0,205 | 10 210
0,199 0,205 | 21 602
0,194 0,194 | 30 222 {0,193 | 100 | 220 | 0,297 | 3 513
0,189 | 16 312 0,187 | 30 020
0,184 | 40 213
0,180 | 20 321
0.168 | 0,172 0,172 | 20 004 | 0,265 | 29 311 10,173 | 13 514 | 0,169 | 60 211
0,164 | 10 322 0,163 | 16 802 | 0,162 | 20 220
0,150 | 10 214 0,149 803 | 0,148 | 10 002
0,140 0,146 | 2 911 | 0,145 | 10 310
0,122 0,124 | 11 513

Les analyses MEB, MET et EDS-X permettent de confirmer que, pour le bain « autocatalytique »

acide, un dépot de phosphate de calcium contenant I'apatite se forme sur la couche de titanate de

sodium. Mais, pour les bains alcalin et oxydant, le dépot est faible. Le mécanisme de dépot peut étre

expliqué par les réactions suivantes :
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1) formation du groupe fonctionnel PO4* dans les bains « autocatalytique» par réaction redox

entre PdCl; et NaH2PO,.

PdCl2 + NaH2PO2 +2H20 — Pd® + POs* +Na*+6H* + 2CI (Eq.5.1)

Cette réaction peut se produire car le potentiel standard de Pd?*/Pd est égal a 0,951 V, tandis que
celui de (PO4)*/(HPO3)* est égal a -1,05 V, et celui de (HPO3)?* /(H2PO) & -1,65 V (5). Nous avons
constaté que le pH de la solution est fortement réduit lorsque I'on rajoute PdCl> dans le bain, c’est

pourquoi nous le contrélons en ajoutant NaOH.

De plus, les ions PO4> sont formés par I'hydrolyse du pyrophosphate de sodium (6) dans la

solution du bain alcalin.

(P207)* + H20 — 2HPO4* (Eq.5.2)

Pour le bain oxydant, les ions PO4+* sont produits par I'équation (Eq.5.2).

2) I'échange ionique entre les ions Na* du titanate de sodium et H* de la solution (7-9). Les
groupes Ti-O-Na sont ainsi remplacés par les groupes Ti-O-H. La présence des groupes « OH- » sur la
surface des échantillons favorise la précipitation de I'HA par chimisorption des ions Ca?* sur les groupes
« OH- » et ensuite les ions PO4> se déposent. Ce mécanisme est présenté par Kokubo (10) pour le dépdt
d’apatite sur la surface de titanate de sodium dans le milieu SBF (dont le pH est égal a 7,4). Cet échange
ionique est influencé par le pH de la solution, car ce processus se produit plus rapidement en bain acide

(pH=5,3) qu’en milieu alcalin (pH=9,2).

3) Pour les bains acides, CaF: précipite probablement. En effet, le fluorure de sodium n’est utilisé
que dans les bains acides. Park et Choi (11) ont montré qu’un complexe F-TiO; se forme en présence
d’un mélange de poudre de TiO2 et de fluorure de sodium (NaF) en milieu aqueux. La formation du

complexe fluorine-oxyde de titane est décrite ainsi :

selon Subbarao et al. (12) et Yu et al. (13):  TiO2 + xF- +2xH* > TiO2xFx +xH20 (Eq.5.3)
ou, selon Wang et Mallouk (14) et Minero et al. (15) : TiO2 + F =2 F-TiO2 (Eq.5.4)

La formation de TiO2«Fx peut se produire aux pH de 4 & 10,6 (11). Les ions Ca?* sont facilement
adsorbés sur la surface des échantillons pour former CaFa. Par conséquent, le phosphate de calcium et le
fluorure de calcium sont co-précipités sur la couche de titanate de sodium. C’'est pourquoi nous avons
toujours obtenu le phosphate de calcium avec un peu de fluorine sur les échantillons ayant subi du bain

acide.
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5.1.2. Test de bioactivité des substrats immergés dans les bains autocatalytiques

Pour tester le comportement des échantillons dans le milieu physiologique, les échantillons sont
plongés dans la solution SBF pendant une semaine. La concentration du Ca et du P est analysée par la

méthode colorimétrique comme présenté dans le Chapitre 2, §2.2.
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Figure 5.1.4. Variation du Ca (a gauche) et du P (a droite) dans le SBF aprés une immersion de 2, 4 et 7 jours
pour les échantillons AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd
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Figure 5.1.5. DRX des échantillons : TT, AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd aprés une semaine dans SBF. Pics de
diffraction du titanate de sodium Na:TicO13 (JPDCS 77-9461) et du rutile TiOz (JPDCS 21-1276). Les pic du
substrat sont notés « S »

Sur la Figure 5.1.4, nous donnons la variation de la concentration du Ca et du P dans le SBF pour
les échantillons AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd apres 2, 4 et 7 jours d'immersion dans SBF. Nous avons
observé que la concentration du Ca ne varie pas sauf pour I"échantillon AC1-Pd aprés 7 jours
d’'immersion. La concentration de phosphore diminue Iégerement tout en restant dans la barre d’erreur

de la mesure sauf pour I'échantillon AC1-Pd.
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Figure 5.1.6. Observation au MEB et analyse EDS des échantillons AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-Pd aprés une
semaine dans SBF
La diffraction des rayons X des échantillons plongés dans le SBF pendant une semaine est
présentée sur la Figure 5.1.5. Les pics du substrat sont toujours visibles mais aucun pic de phosphate de

calcium n’est visible.

Les observations MEB et I'analyse EDS-X (Figure 5.1.6) montrent que le phosphate de calcium est
réparti sur la surface de I'échantillon AC1-Pd aprés une semaine dans SBF. L’analyse EDS-X indique la
présence du phosphore et du calcium (Figure 5.1.6 a), mais aussi de la fluorine. La morphologie du Ca-P
est semblable a celle observée avant I'immersion dans le SBF. Pour les échantillons ALK1-Pd et OXY-Pd

(Figure 5.1.6 b et c), nous n’avons pas observé de dépot de phosphate de calcium aprées une semaine
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dans SBF. Sur le spectre EDS-X, un faible pic de Ca est observé, alors que le pic du phosphore n’est pas

détecté.

Ces analyses montrent que le phosphate de calcium peut étre déposé sur I’échantillon AC1-Pd
par immersion dans le SBF, mais pas sur les échantillons ALK1-Pd et OXY-Pd. Dans le premier cas, la

couche de phosphate de calcium formée est tres mince, ou amorphe.

Un test de viabilité cellulaire utilisant des ostéoblastes MG63 comme décrit dans le Chapitre 2,
§2.3.13, a été effectué pour les échantillons TT (titanate de sodium, échantillon de contréle), AC1-Pd,
ALK1-Pd et OXY-Pd. Les résultats préliminaires ont indiqué que si on considere que la viabilité cellulaire
de I’échantillon de titanate de sodium (échantillon de contréle) est 100 %, la valeur de la viabilité
cellulaire des échantillons ayant subi des bains autocatalytiques est respectivement de 94,6% pour
I’AC1-Pd, 71,6 % pour I'ALK1-Pd et 79,1 % pour |'échantillon OXY-Pd. Cela veut dire que la viabilité des
ostéoblastes sur les substrats traités dans les bains « autocatalytiques » est diminuée par rapport a la

viabilité des cellules sur le titanate de sodium.

Dans cette étude, nous avons aussi modifié ces bains en remplagant PdCl> par AgCl. La
composition, le pH et la température des bains contenant AgCl sont tout a fait identiques a ceux des
bains contenant PdClz (Chapitre 2, § 2.1.6). Les résultats (données non présentées) ont indiqué qu’un
dépdt de Ca-P identique au précédent est obtenu avec le bain AC1-Ag, aucun dépot n’est observé avec
le bain ALK-Ag, et des agrégats de Ca-P sont observés par endroit sur la surface de I'’échantillon OXY-Ag.
Toutefois, le comportement de ces échantillons dans la solution de SBF est presque identique a celui des
échantillons immergés dans les bains contenant PdCl.. La croissance de Ca-P dans la solution SBF n’est

pas détectée sur ces échantillons aprés une durée d’immersion de 1 a 2 semaine(s).

Ainsi, nous avons montré que les bains autocatalytiques ne permettent pas la croissance de Ca-

P sur le titanate de sodium contrairement aux polymeéres présentés par Reis et al. (1,2).

5.1.3. Bains « autocatalytiques » appliqués sur le sandwich 316L/Polypropyléne-Polyéthyléne (16)

Les résultats sont aussi contraires a ceux obtenus par notre équipe dans une étude sur I'acier
inoxydable 316L et sur le polypropylene-polyéthyléne (16). En effet, nous avons pour la premiére fois
testé le bain autocatalytique acide avec PdCl> (voir Chapitre 1, §1.4.2) pour développer la surface
bioactive de deux composants du sandwich « Acier inoxydable 316L/Polypropyléne-Polyéthyléne ». En
revanche, ce dépot a significativement augmenté la viabilité cellulaire. La publication parue dans la
revue RSC Advanced sous le titre « Biomimetic calcium—phosphates produced by an auto-catalytic route

on stainless steel 316L and bio-inert polyolefin » (16) et rassemblant ces résultats est donnée ci-dessous.
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A melange of hydroxyapatite and calcium phosphate hydrate coatings have been deposited on the
surfaces of 316L type stainless steel and polyclefin (PP-PE), both components of 316L/PP-PE/316L
sandwich, by an auto-catalytic route using an acidic bath. Coatings on 316L are made of spherules size

_ ranged from 100 nm to 1 pym while those observed on PP-PE are smaller in the 50-600 nm range. Cell
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Accepted 21st March 2013 viability is much higher in samples with novel auto-catalytic layer of Ca-P than in the uncoated ones.
Furthermore, our results show that the Ca-P coating produced by an auto-catalytic route act as promoter
DOI: 10.1039/c3ra23385¢ for osteoblasts proliferation. Osteoblasts morphology investigated by immunofluorescence proves that

www.rsc.org/advances they are attached and well spread confirming the cytocompatibility.

1. Introduction

Many research works in the field of biomaterials are focused
on the elaboration of bioactive coatings on metallic and non-
metallic substrates implanted into the human body." Indeed,
although calcium-phosphates (Ca-P) would be the ‘“best
biomaterials” due to their bone-bonding ability in the living
body, they must be associated to metallic and polymeric
substrates stable under biological conditions because of their
low mechanical strength and toughness.” Therefore, for the
purpose of support/replacing the disadvantages of bio-cera-
mics, mechanical properties of metallic and/or polymeric
substrates and bioactivity of the coatings must be combined.
Nowadays, polymeric and metallic biomaterials are widely
employed in medical implants and orthopaedic replace-
ments.* The metallic implants are usually made of stainless
steel in particular 316L type, cobalt-chromium alloys and
titanium and its alloys.*™ The reports show that the bioactivity
of 316L stainless steel is not as good as titanium alloys but it is
used widely, even most commonly, because of its low cost,
ease of fabrication associated with chemical stability”™® and
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high mechanical performances. Polymeric biomaterials, in
particular polyethylene and related polymers have been widely
used” for several years. However, their surface'®™? as well as
those of metallic substrates™'* should be modified to
improve their bioactivity.

Several techniques were developed to produce bio-ceramic
layer based on Ca-P layer deposited on the metallic biomater-
ial surface. Physical plasma spray
method,"™® pulsed laser deposition or calcium ion
implantation techniques,® and chemical ones such as electro-
chemistry,"”® dipping," electro-codeposition™ or sol-gel*"*?
are widely used. Beside them, the biomimetic techniques
appear to be expanding.

Polyolefin (PP-PE), made of polyethylene (PE) and poly-
propylene (PP), is a widely used commercial polymer family.*®
Because of its good combination of chemical and physical
properties®® along with low cost, superior processability and
recyclability, it is one of the most preferred choices among
commercial polymers. Moreover, according to Nishida et al.,*
polyolefin has a much better biocompatibility than polypro-
pylene, which is assigned to the dense layer of polyolefin fibres
at the surface, therefore in contact with blood.

For improving the properties of the materials and design-
ing multi-functional materials, scientists have combined two
or more types of materials. So hybrid materials, here polymer/
metal composite materials, have been developed. One of the
major problems in oral and orthopaedic implantable prosthe-
sis is to combine biocompatibility and suitable mechanical
properties. This was particularly true in non-cemented hip
prosthesis and in oral implants, where the mechanical
properties required at the collar or in the most apical parts

such as
17,18

methods
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of the implants have to be different in order to assure an
optimal load distribution. In this view, the demonstration of
sandwich technology applicability to a metal device in this
field may be an actual innovation. Biomechanical impairment
between bone and implants under functional loading is still one
of the major causes of failure of both orthopaedic and oral
implants with enormous consequences in terms of biological
and economical costs. Stress distribution between the implant
and the surrounded bone is a key factor for limiting or increasing
the risk of osteolysis and fracture. It has been demonstrated that
ashort hip endoprosthesis in poor quality bone have a high risk
of failure because of bone fracture at the collar;*" osteolysis and
loosening due to the wear debris has been observed in young and
more active patients with knee artroplasty just because of the
higher stresses;™ oral implants may lose ostecintegration under
overload. In the last case, the loss of capability in the bone/metal
connection with respect to natural dentition is due to the absence
of the interposed periodontal ligament acting as shock-absorber.
In this view, the development of devices with improved
mechanical and biological properties may be interesting just to
reduce the risk of implant failure.

We are currently developing sandwich systems based on
316L/PP-PE/316L sandwich or vice versa (PP-PE/316L/PP-PE) as
described in ref. 33,34. A 0.6 mm thick foil of polyolefin (PP-
PE) and a sheet of 0.5 mm thick 316L stainless steel were used
as a polymer core and as cover material. They present
designable mechanical properties of significant interest for
biomedical applications. Indeed, under specific conditions,
they show for example good strength combined with high
elasticity as presented by Palkowski et al*® Furthermore,
preliminary biomimetic study using simulated body fluid*®*
have proved that it is possible to induce a limited growth of a
Ca-P layer on these sandwich surfaces (metal and polymer
sides). Reis et al."™'" have shown that Ca-P layers can be
grown on several polymeric materials by using an auto-
catalytic method.

In this study, we extend this method to the growth of Ca-P
layer on metal. This deposition route is electroless and based
on a redox reaction. It has several advantages such as
controlled conditions, applicability to complicated shapes,
no adverse effect of heating, and cost effectiveness. The single
components (316L and PP-PE) of the sandwich were used for
validating the coating method to produce novel auto-catalytic
Ca-P layer on metal and polymer. Then, the coated surfaces
were analysed by scanning and transmission electron micro-
scopy and energy dispersive spectroscopy (TEM and SEM/EDS-
X). The crystalline phases present on the formed layer were
identified by selected-area electron diffraction (SAED). Finally,
cell viability on the coated materials was tested.

2. Materials and methods

2.1 Sample preparation

The polyolefin (PP-PE) polymer is made of a mixture of PP-PE
with tale [Mg;5i,0,0(OH);|, rutile (TiO,), and barite (BaSO,).
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Table 1 Nominal composition of 316L stainless steel (in wt.%)

c Si Mn P S Ni Cr Mo Cu Al Fe

Type 316L 0.015 0.01 0.01 0.029 0.001 15.08 17.35 2.74 — 0.024 Bal.

The nominal composition of 316L stainless steel is given in
Table 1. 316L stainless steel and PP-PE small plates (10 mm x
10 mm) were cut from commercially available sheets. The
stainless steel was then cleaned under ultra-sounds for 30 min
in acetone, then 30 min in ethanol 99% and 30 min in double
distilled water, while the PP-PE samples were only cleaned
under ultra-sonication for 30 min in ethanol 99% and 30 min
in double distilled water.

The 316L specimens were immersed in 10 M NaOH solution
for 24 h at 60 °C. Following the NaOH treatment, the
specimens were gently washed with distilled water and dried
at 40 °C overnight in an electrical oven. After that, the 316L
and PP-PE specimens were immersed in an auto-catalytic
acidic bath which was magnetically stirred for 3 h. Then, the
samples were cleaned with distilled water and dried in
environmental conditions. The composition and the operating
conditions of auto-catalytic acidic bath are indicated in
Table 2.

2.2 Sample characterisation methods

2.2.1 Phase determination of the PP-PE material. The
crystalline structure of the polyolefin foil was studied by
wide-angle X-ray scattering (WAXS) performed at the National
Synchrotron Light Source Beamline X6B at Brookhaven
National Laboratories (BNL) as reported by Palkowski et al.*®

2.2.2 Scanning electron microscopy (SEM) analysis. The
morphologies of 316L stainless steel and polyolefin samples
after submitting to the auto-catalytic acidic bath were
examined using a JEOL 6700F equipped with an EDS-X
analysis. Images were recorded at 3 kV. EDS-X analysis were
performed at 10 kVon 10 um x 10 um area and repeated three
times at least.

The morphology of cells attached to the samples surfaces
was investigated also by SEM. Briefly, samples were removed
from the media, gently washed with phosphate buffered saline
(PBS, pH 7.4) fixed with 2.5% glutharaldehyde for 2 h in
1 mol L™ sodium cacodylate buffer, washed with the latter,
dehydrated with 70%, 80%, 90%, and 100% ethanol (10 min
each), and finally treated with CO, at top critical point.
Specimens were fixed on aluminum stubs using a conductive

Table 2 Composition and operating conditions of the auto-catalytic bath'e17

Composition Operating conditions

Bath Chemicals g L7 Temp. °C pH

Calcium chloride, CaCl,-2H,0 27.8
Sodium hypophosphite, NaH,PO, 19.9

Acidic Palladium chloride, PdCl, 0.9 80 x 2
Sodium fluoride, NaF 5

Succinic acid, C,H0, 0

=1
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carbon tape, covered with a 10 nm gold layer (Coating Unit
5100, Polaroid), and observed with a StereoScan 360 SEM
(Cambridge) at 10 kv with various magnifications, using
secondary electrons.

2.2.3 Transmission electron microscopy (TEM). Coated
layers on 316L stainless steel and polyolefin samples were
scratched, collected on a copper grid and then examined by
TEM (TOPCON 002B, 200 kV, CCD camera). Images of
different areas of the samples and selected area electron
diffraction pattern (SAED) were recorded. The lattice distances
were measured and compared to the International Centre for
Diffraction Data base (ICDD) for phase's determination.

2.2.4 Cells cultivation. Human osteosarcoma cells (MG63,
ATCC: CRL-1427) were cultivated at 37 °C, 5% CO, in
Dulbecco’s modification minimal essential medium (DMEM,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) with 10% foetal bovine
serum (FBS, Lonza, Basel, Switzerland) and 1% penicillin-
streptomycin. When the cells reached 85-90% confluence,

they were detached by trypsin/ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), collected and used for
cytotoxicity evaluation experiments.

2.2.5 Cytotoxicity evaluation. Both, 316L and PP-PE with and
without Ca-P coating samples were sterilized by immersion in
70% ethanol for 12 h and then dried in a sterile cabinet and
irradiated with UV light exposition for 45 min. Specimens were
laid down onto each well of a 24 multiwell plate (CellStar, PBI
International, Milan, Italy). The cells were seeded directly onto
the specimen surface in a defined number (5000 cells/sample)
and cultivated for 48 h and 72 h. Cells seeded onto polystyrene
were used as a control.

Cells viability was evaluated by the 3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide assay (MTT,
Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA). Briefly, 20 uL of MTT
solution (1 mg mL™" in PBS) were added to each sample and
plate and incubated for 4 h in the dark. Afterwards, super-
natant were aspirated and formazan crystals were dissolved
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Fig. 1 Morphologies by SEM 316L (A) and PP-PE (B) before auto-catalytic acidic bath. Coating deposited on 316L Ac (C) and PP-PE Ac (D) and the corresponding EDS-X

analyses (E and F).
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Fig. 2 TEM observations (left) on the scratched coating on 316L (4) and PP-PE
(B) substrates and the corresponding SAED pattern (right).

with 100 puL of dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich).
50 uL were then collected and centrifuged 5 min (12 000 rpm)
to remove eventual debris. Optical density was measured at
570 nm with a spectrophotometer (Spectra Count, Packard
Bell, USA). The optical density of control samples was
considered as 100% viability. Experiments were performed
using six replicates. The viabilities recorded for cells onto
treated and untreated materials were statistically compared
using one-tail Student's #test. Significance was considered for
p <0.05.

2.2.6 Cells proliferation evaluation. The number of cells was
assessed by the trypan blue assay after 48 h and 72 h after
seeding cells onto the samples' surfaces. Briefly, at “day 0"
1 x 10" osteoblasts were seeded and cultivated for 48 h and
72 h with DMEM 10% FBS and 1% antibiotics. Afterwards, the
samples were gently washed with PBS and cells detached by
trypsin/EDTA solution. The cell number on each specimen was
calculated with trypan blue staining using a Biirker-Turk
chamber for counting. The percentage of cells number
increasing was calculated as a function of the “‘day 0" starting

number with the following formula: [(no. cells specimen/
1 x 10%) x 100]. Experiments were performed in triplicate.

The 5-bromo-2'-deoxyuridine (bromodeoxyuridine (BrdU),
B-3002 Sigma) assay was used in order to investigate the cells’
proliferation activity. Briefly, after 72 h cultivation cells were
incubated 1 h at 37 °C with BrdU (50 puM) as thymidine
analogue and afterwards fixed 5 min with 4% formaldehyde-
3% sucrose (in PBS) solution at room temperature (RT). After
DNA denaturation with 2 N HCI (1 h, RT), cells were incubated
1 h at RT with the primary anti-BrdU antibody (Bu-33, Sigma,
1:150 in PBS 1% normal goat serum, 0.05% Tween 20) and
then 45 min at RT with the proper secondary antibody. Finally,
cells were co-stained with phalloidin (Molecular Probes Inc.,
45 min at RT) in order to visualize cytoskeletons.

2.2.7 Cells morphology. Osteoblasts morphology was inves-
tigated by immunofluorescence (IF) staining. Briefly, after 72 h
after seeding, cells were gently washed with PBS and fixed for 5
min with 4% formaldehyde-3% sucrose solution (in PBS) at
RT. Afterwards, samples were washed three times with PBS
and stained to visualize F-actins and nucleic acids by
phalloidin (Molecular Probes Inc.) and 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, Molecular Probes Inc.). Fluorescence
images were collected with a fluorescent microscope (Leica
AF 1500, Leica Instruments). In addition the specimens were
observed using SEM. Methods for preparation were described
in 2.2.2

3. Results and discussion

3.1 Structural and morphological composition of acidic
coatings on 316L and PP-PE substrates

In this section, the structure and morphological character-
istics of the Ca-P deposited on the PP-PE and 316L substrates
are described and discussed. First, detailed X-ray studies of the
PP-PE substrate have been performed according to our
previously published paper.®*® It has been found that the
polypropylene pattern is predominant, showing a typical
gform of the PP. It has also been observed an unusual
orientation of the PP matrix crystallites due to tale particles.
These results were also reported by ref. 35-37.

Table 3 Experimental |attice distances measured on SAED (Fig. 2) recorded on PP-PE Ac and 316L Ac

PP-PE
exp (M)

316L

dexp (NM) Aeheo (N

Ca, (PO, )¢(OH), Hydroxyapatite (ICDD 9-432)

CaHPO, 2H,0 Calcium phosphate hydrate (ICDD 9-77)
Ainen (NM)

0.304(2) 0.303(2)
0.286(2)

0.279(2) 0.279
0.263(2)

0.188(2) 0.188(2) 0.184
0.182(2)

0.158(2) 0.158(2)

0.133(2)

0.131(2) 0.131

0.120(2) 0.124

0.109(2) 0.109(2) 0.111
0.102(2)
0.071(2)
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Fig. 3 Ostecblasts viability onto untreated and treated stainless steel (316L and 316L Ac respectively) and untreated and treated polyolefin (PP-PE and PP-PE Ac

respectively) after 48 h (&) and 72 h (B) of cell-bicmaterials direct contact.

Fig. 1 shows the 316L and PP-PE substrates before (A and B)
and after (C and D) auto-catalytic acidic bath, respectively. A
coating is clearly visible on Fig. 1-C and Fig. 1-D when
compared with Fig. 1-A and Fig. 1-B. The coating composition
was determined by SEM/EDS-X analyses on 10 ym x 10 um
repeated three times at least. Characteristic spectra are shown
in Fig. 1-E and Fig. 1-F for 316L and PP-PE substrate,
respectively. On 316L substrates, SEM micrographs exhibit a
dense coating made of spherical agglomerates without pores
(Fig. 1-C). The chemical analysis proves the coating is basically
composed of C, Ca, P, Na, F and O ions (Fig. 1-E). C arises from
CO, contamination in air, while Ca, P, Na, F and O come from
the bath. Nevertheless, the surface roughness prevents the
precise determination of element ratio.

The morphology of the PP-PE sample 3 h immersed in acidic
bath appears completely different compared to the 316L
samples (Fig. 1-B). The coating exhibits typical particle shapes
without sharp face angles. They seem to be less compact with
spherules size ranged from 50 to 600 nm, compared to the
316L one (Fig. 1-C). According to EDS-X analyses, these
spherules are also composed of Ca, P, Na, F and O ions as
shown in Fig. 1-F.

Typical TEM examinations of the scratch coatings are
presented in Fig. 2-A and Fig. 2-B for 316L and PP-PE,
espectively. Collected particles on 316L (Fig. 2-A) appear to be
of about micron sizes (100 nm to 1 um), while those observed
on PP-PE are smaller in the 50-600 nm range (Fig. 2-B). SAED
patterns, recorded on each sample and presented in Fig. 2, are
characteristic of polycrystalline samples. The experimental
lattice distances are given in Table 3 and interpreted in terms
of a mixture of hydroxyapatite (Ca,q(PO,)s(OH),, ICDD 9-432)
and calcium phosphate hydrate (CaHPO,-2H,0, ICDD 9-77) on
both samples (316L Ac and PP-PE Ac).

3.2 Cytotoxicity evaluation

Stainless steel surfaces were observed to well support the cell
viability. Actually, the latter did not differ significantly with
those observed on polystyrene used as control after both 48 h
and 72 h of cell material contact. This result was not
surprising. Stainless steel 316L has been widely studied and
applied for invasive and implantable medical devices manu-
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facturing ineluding orthopaedic implant® and coronary
stents.**™*" Its side effects, if any, are potentially related to
the medium and long term corrosion and in particular to
nickel release.” For this reason, surface passivating technol-
ogies® or other coatings able to increase corrosion resistance
seems to be a reasonable approach to improve biocompat-
ibility.*®** In the present study, the acidic bath treatment
provided to coat the stainless steel 316L with Ca-P layer
appears to increase the cytocompatibility properties of the
material. Actually, the viability of the osteoblasts cells cultured
either for 48 h and 72 h were higher than those ones on the
untreated metal with significance near to the cut-off level (p =
0.07) (Fig. 3-A and Fig. 3-B). Polyolefin showed a good ability to
promote osteoblasts viability and proliferation like in poly-
styrene control surfaces.

Fig. 4 IF staining with DAPI (blue) and phalloidin (red) of cells seeded for 72 h
onto the samples’ surfaces. The morphologies were generally correct for all the
samples, but for 316L Ac (D) and PR-PE Ac (C) more dividing cells were cbserved
compared to uncoated 316L (B} and PR-PE (4), confirming the efficiency of the
Ca-P coating to promote ostecklasts proliferation. Magnification: 40 %, bar
scale = 10 pm
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Fig. 5 SEM images of 72 h seeded osteoblasts onto the samples’ surfaces. On
the left, coated samples 316L Ac (A} and PP-PE Ac (C) are shown, while on the
right uncoated samples 316L (B) and PP-PE (D] are presented. The Ca-P coating
was still very well attached and hemogenecusly distributed (grey layer A-C) and
the cells chserved showed a proliferative state. Cn the uncoated surfaces (B-D),
cells presented 2 good morphology and spread but not 2 proliferation
comparable with the coated ones.

The acidic bath treatment did not provoke any detrimental
effect on polymer surfaces. In fact, after 48 h of direct contact,
cell viability resulted in 112% for treated PP-PE (Fig. 3-A) and
104% after 72 h (Fig. 3-B) with respect to polystyrene used as
comparison.

3.3 Cells morphology

Osteoblasts morphology after 72 h seeding observed by IF is
rported in Fig. 4, while morphological observation with SEM
are reported in Fig. 5.

By IF staining, it was possible to observe that osteoblasts
cultivated directly onto 316L and PP-PE samples, both coated
ar not, were attached and well spread, so confirming the
cytocompatibility of the tested specimens. In addition,
pictures of coated 316L (Fig. 4-D) and PP-PE (Fig. 4-C) show
a significant number of dividing cells compared to uncoated
ones of 316L (Fig. 4-B) and PP-PE (Fig. 4-A); these observations
hypothesises that the Ca-P coating improves the osteoblasts
proliferation.

3.4 Cells proliferation

The cells' counted after 48 h and 72 h after seeding obtained
by trypan blue staining are reported in Table 4. Both sample
types (316L and PP-PE) coated or uncoated resulted as not
toxic as in all cases it was possible to detect an increase in the
cells' number. In particular, at both the time-points, the cells’
number resulted higher for Ca-P coated samples (316L Ac and
PP-PE Ac) compared to the uncoated ones. These findings

Fig. 6 BrdU (yellow/green} and phalloidin {red) staining of osteoblasts after 72
h seeding. Cells density and BrdlJ positive cells are higher in the coated samples
PP-PE Ac (A) and 316L Ac (C) compared to the uncoated PP-PE (B) and 316L (D)
ones. Magnification: 10 x, bar scale = 50 pm.

confirm those observed using MTT assay that better viability
for coated samples was shown when compared to untreated
ones.

As further proof of osteoblasts normal ongoing, also BrdU
staining confirmed the cells’ proliferative state as shown in
Fig. 6. In fact, proliferative cells (in yellow/green) are present in
both samples, coated and uncoated. However, the density and
the percentage of proliferative cells are higher in Ca-P coated
samples PP-PE Ac (A) and 316L Ac (C) compared to the
uncoated PP-PE (B) and 316L (D) ones.

4. Conclusion

Out of this study it can be stated that:

1) The auto-catalytic coating route, previously proposed by
Reis et al. (2003) for polymers, was successful for metallic 316L
surfaces.

2) SAED measurements proved that hydroxyapatite and
calcium phosphate hydrate coating could grow on 316L and on
PP-PE.

3) A Ca-P coating increased the cytocompatibility of 316L
surfaces and did not negatively affect those of the polyolefin
suggesting it to be a promising treatment to improve
biocompatibility of devices fashioned as sandwich sheets.

Table 4 Percentage of cells’ number increasing at 48 h and 72 h after seeding. At both the time-geints, the cells’ numker is higher on coated samples (3161 Ac and

PP-PE Ac), confirming the ability of the coating to promote the cells” proliferation and validating MTT cbservations

Sample Number of cells 48 h % Cells increasing from day0 Number of cells 72 h % Cells increasing from day0
316l Ac 16 667 = 1443 167 20 833 = 1400 208
316L 12 833 + 2021 128 18 333 + 1398 183
PP-PE Ac 15 833 = 1442 158 20 000 = 2489 200
PP-PE 15 000 + 2500 150 19 167 + 1432 192
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4) Ca-P coated surfaces improve the osteoblasts prolifera-
tion as well as their density respect to the uncoated surfaces of
PP-PE and 316L.

Acknowledgements

The authors are grateful for the support of the German
Research Foundation DFG, DAAD (D/0707603), EGIDE (PHC
PROCOPE No. 17895XK), and APIC-DEU-PICS (No. 5245) for
funding this research. Moreover, we thank ThyssenKrupp
Nirosta for supporting us with the steel material. Use of the
National Synchrotron Light Source, Brookhaven National
Laboratory, was supported by the US Department of Energy,
Office of Science, Office of Basic Energy Sciences, under
Contract No. DE-AC02-98CH10886. The authors take pleasure
in acknowledging M. Dris Thiawakrim, M. Jacques Faerber and
Dr Enrico Catalano for TEM, SEM and immunofluorescent
observations respectively.

References

1 P. Habibovic, F. Barrére, C. A. van Blitterswijk, K. de Groot
and P. Layrolle, Biomimetic hydroxyapatite coating on
metal implants, J. Am. Ceram. Soc., 2002, 85, 517-522.

2 T. Kokobo, Formation of biologically active bone-like
apatite on metals and polymers by a biomimetic process,
Thermochim. Acta, 1996, 280-281, 479-490.

3 ]. Yamazoe, M. Nakagawa, Y. Matono and A. Takeuki, The
development of Ti alloys for dental implant with high
corrosion resistance and mechanical strength, Dent. Mater.
., 2007, 26, 260-267.

4 R. Van Noort, Titanium: The implant material of today, J.

Mater. Sci., 1987, 22, 3801-3811.

M. Niinomi, Recent research and development in titanium

alloys for biomedical applications and healthcare goods,

Sci. Technol. Adv. Mater., 2003, 4, 445-454.

6 H. J. Rack and ]. L. Qazi, Titanium alloys for biomedical
applications, Mat. Sci. Eng., 2006, C26, 1269-1277.

7 R. Miiller, J. Abke, E. Schnell, F. Macionczyk, U. Gbureck,

R. Mehrl, Z. Ruszezak, R. Kujat, C. Englert, M. Nerlich and

P. Angele, Surface engineering of stainless steel materials

by covalent collagen immobilization to improve implant

biocompatibility, Biomaterials, 2003, 26, 6962-6972.

G. Rondelli, P. Torricelli, M. Fini and R. Giardino, In vitro

corrosion study by EIS of a nickel-free stainless steel for

orthopaedic applications, Biomaterials, 2005, 26, 739-744.

9 R. Narayan, Inert Polymers in,Biomedical Materials. ed. R.
Narayan, Springer, 2009, p. 87-90 (ISBN 978-0-387-84871-
6).

10 L B. Leonor and R. L. Reis, An innovative auto-catalytic
deposition route to produce calcium-phosphate coatings
on polymeric biomaterials, . Mater. Sci.: Mater. Med., 2003,
14, 435-441.

11 J. M. Oliveira, 1. B. Leonor and R. L. Reis, Preparation of
Bioactive Coatings on the Surface of Bioinert Polymers
through an Innovative Auto-Catalytic Electroless Route, Key
Eng. Mater., 2005, 284-286, 203-207.

w

=]

141

12 J. M. Oliveira, S. A. Costa, L. B. Leonor, P. B. Malafaya, J.
F. Mano and R. L. Reis, Novel hydroxyapatite/ carboxy-
methylchitosan composite scaffolds prepared through an
innovative ‘“‘auto-catalytic” electroless coprecipitation
route, J. Biomed. Mater. Res., Part A, 2009, 88A, 470-480.

13 Y. C. Tang, S. Katsuma, S. Fujimoto and S. Hiromoto,
Electrochemical study of Type 304 and 316L stainless steels
in simulated body fluids and cell cultures, Acta Biomater.,
2006, 2, 709-715.

14 F. Zhang, E. T. Kang, K. G. Neoh, P. Wang and K. L. Tan,
Surface modification of stainless steel by grafting of
poly(ethylene glycol) for reduction in protein adsorption,
Biomaterials, 2001, 22, 1541-1548.

15 C. Y. Yang, B. C. Wang, E. Chang and ]J. D. Wu, The
influences of plasma spraying parameters on the char-
acteristics of hydroxyapatite coatings, a quantitative study,
J. Mater. Sci.: Mater. Med., 1995, 6, 249-257.

16 Y. Yang, K-H. Kim and J. L. Ong, A review on calcium
phosphate coatings produced using a sputtering process—
an alternative to plasma spraying, Biomaterials, 2005, 26,
327-337.

17 G. P. Dinda, J. Shin and ]. Mazumder, Pulsed laser
deposition of hydroxyapatite thin films on Ti-6Al-4V:
Effect of heat treatment on structure and properties, Acta
Biomater., 2009, 5, 1821-1830.

18 C. M. Cotell, Pulsed laser deposition of biocompatible thin
films in: Puised Laser Deposition of Thin Films, ed. D. B.
Chrisey and G. K. Hubler, Wiley, New York, 1994.

19 T. T. Li, J. H. Lee, T. Kobaysi and H. Aoki, Hydroxyapatite
coating by dipping method, and bone bonding strength, J.
Mater. Sci.: Mater. Med., 1996, 7, 355-357.

20 Y. Han, T. Fu, J. Lu and K. W. Xu, Characterization and
stability of hydroxyapatite coatings prepared by electro-
deposition and alkaline-treatment process, J. Biomed.
Mater. Res., 2001, 54, 96-101.

21 C.Wu, Y. Ramaswamy, D. Gale, W. Yang, K. Xiao, L. Zhang,
Y. Yin and H. Zreiqat, Novel sphene coatings on Ti-6Al-4V
for orthopedic implants using sol-gel method, Acta
Biomater., 2008, 4, 569-376.

22 D.-M. Liu, Q. Yang and T. Troczynski, Sol-gel hydroxyapa-
tite coatings on stainless steel substrates, Biomaterials,
2002, 23, 691-698.

23 W.-Q. Yan, T. Nakamura, K. Kawanabe, S. Nishigochi,
M. Oka and T. Kokubo, Apatite layer-coated titanium for
use as bone bonding implants, Biomateriais, 1997, 18,
1185-1190.

24 S. Nishiguchi, H. Kato, H. Fujita, M. Oka, H.-M. Kim,
T. Kokubo and T. Nakamura, Titanium metals form direct
bonding to bone after alkali and heat treatments,
EBiomaterials, 2001, 22, 2525-2533.

25 T. Kokubo, H.-M. Kim, F. Miyaji, H. Takadama and
T. Miyazak, Ceramic-metal and ceramic-polymer compo-
sites prepared by a biomimetic process, Composites, Part A,
1999, 30, 405-409.

26 T. Kokubo and H. Takadama, How useful is SBF in
predicting in vivo bone bioactivity, Biomaterials, 2006, 27,
2907-2915.

27 T. Kokubo, Apatite formation on surfaces of ceramics,
metals and polymers in body environment, Acta Mater.,
1998, 46, 2519-2527.



Chapitre 5.Dépé6t de phosphate de calcium obtenu par la voie autocatlytique

2014

28 T. C. Chung, Synthesis of functional polyolefin copolymers 38 A.Oron, G. Agar, U. Oron and A. Stein, Correlation between
with graft and block structures, Prog. Polym. Sci., 2002, 27, rate of bony ingrowth to stainless steel, pure titanium, and
39-85. titanium alloy implants in vivo and formation of hydro-

29 C. Vasile and R. B. Seymour, Handbook of polyolefins. xyapatite on their surfaces in vitro, J. Biomed. Mater. Res.: A,
Marcel Dekker, New York, 1993, ISBN 0-8274-8978-4. 2009, 91, 1006-1009.

30 H. Nishida, M. Shibuya, M. Endo and H. Koyanagi, Artif. 39 C. Bayram, A. K. Mizrak, S. Akttirk, H. Kursaklioglu,
Organs, 1996, 20, 1292-1294. A. lyisoy, A. Ifran and E. B. Denkbas, In vitro biocompat-

31 N. E. Bishop, A. Burton, M. Maheson and M. M. Morlock, ibility of plasma-aided surface-modified 316L stainless
Biomechanics of short hipendoprostheses the risk of bone steel for intracoronary stents, Biomed. Mater., 2010, 5,
failure increases with decreasing implant size, Clin. 055007.

EBiomech., 2010, 25, 666-74. 40 8. Weiss, A. Meissner and A. Fischer, Microstructural

32 A. A, Hofmann, S. M. Heithoff and M. Camargo, changes within similar coronary stents produced from two
Cementless total knee arthroplasty in patients 50 years or different austenitic steels, J. Mech. Behav. Biomed. Mater.,
younger, Clin. Orthop. Relat. Res., 2002, 404, 102-107. 2009, 2, 210-6.

33 H. Palkowski, V. Stanic and A. Carrado, Multilayer Roll- 41 A. Waterhouse, Y. Yin, S. G. Wise, D. V. Bax, D.
Bonded Sandwich: Processing, Mechanical Performance, R. McKenzie, M. M. Bilek, A. S. Weiss and M. K. Ng, The
and Bioactive Behavior, JOM, 2012, 64, 514-519. immobilization of recombinant human tropoelastin on

34 A, Carrado, J. Faerber, S. Niemeyer, G. Ziegmann and metals using a plasma-activated coating to improve the
H. Palkowski, Metal/polymer/metal hybrid systems: biocompatibility of coronary stents, Biomaterials, 2010, 31,
Towards potential formability applications, Compos. 8332-8340.

Struct., 2011, 93, 715-721. 42 Y. R. Yoo, 8. G. Jang, K. T. Oh, J. G. Kim and Y. S. Kim,

35 M. Xanthos, Functional Fillers for Plastics, Wiley-VCH Influences of passivating elements on the corrosion and
verlag, Weinheim, 2005, ISBN 3-527-31054-1. biocompatibility of super stainless steels, J. Biomed. Mater.

36 G. Wypych, Handbook of Fillers, ChemTec Publishing, Res.: B Appl. Biomater., 2008, 86, 310-320.

Toronto, 2009, ISBN 189519841. 43 M. Martinesi, S. Bruni, M. Stio, C. Treves, T. Bacci and

37 H. G. Karian, Handbook of Polypropylene and Polypropylene F. Borgioli, Biocompatibility evaluation of surface-treated

Composites, Marcel Dekker Inc., New York, 2003, ISBN
0-8247-1949-2.

AISI 316L austenitic stainless steel in human cell cultures,
J. Biomed. Mater. Res.: A, 2007, 80, 131-145.

5.2. Modification des bains de Reis et al. pour le dép6t de Ca-P bioactif sur Ti-6Al-4V

5.2.1. Présentation de Farticle

Les résultats dans la partie 5.1 ont indiqué que le dép6t de Ca-P peut étre obtenu sur la couche

de titanate de sodium dans un bain acide. En revanche, pour les bains alcalins et oxydants, le dép6t
n‘est pas observé clairement. De plus, dans tous les cas, les échantillons ayant subi des bains
« autocatalytiques » n’ont pas de croissance de phosphate de calcium dans le milieu physiologique SBF.
Et la viabilité cellulaire sur les échantillons ayant subi des bains « autocatalytiques » est diminué par

rapport au titanate de sodium.

Nous avons donc proposé dans cette partie de nouveaux bains acides et montré qu’un dépo6t de
Ca-P se dépose sur la couche de titanate de sodium. Ces bains acides sont produits par une légére
modification de la composition des bains acide de Reis et al. et I'utilisation d’AgCl. Le dépot obtenu par
les bains modifiés est stable dans le milieu physiologique. De plus, apres une semaine dans SBF, une
croissance de I'HA homogeéne sur les échantillons ayant de nouveau bain acide est vérifiée. La
composition, le pH et la température des bains chimiques sont donnés dans le Chapitre 2, §2.1.6 (bains
ACM1 et ACM2). Les résultats ont été publiés dans Biomatter ““Alternative technique for calcium

phosphate coating on titanium alloy implants”, et donnés dans la partie suivante.
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5.2.2. Publication
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As an alternative technique for calcium phosphate coating on titanium alloys, we propose to functionalize the metal
surface with anionic bath containing chlorides of palladium or silver as activators. This new deposition route has several
advantages such as controlled conditions, applicability to complex shapes, no adverse effect of heating, and cost effec-
tiveness. A mixture of hydroxyapatite and calcium phosphate hydrate is deposited on the surface of Ti-6Al-4V. Calcium
phosphate coating is built faster compared with the one by Simulated Body Fluid. Cell morphology and density are com-
parable to the control one; and the results prove no toxic compound is released into the medium during the previous
seven days of immersion. Moreover, the cell viability is comparable with cells cultivated with the virgin medium. These
experimental treatments allowed producing cytocompatible materials potentially applicable to manufacture implant-

able devices for orthopedic and oral surgeries.

Introduction

Metallic artificial implants are widely used as medical devices
to replace, support or enhance an existing biological structure.
Most of the orthopedic or dental implants are made of titanium
alloys due to their advanced mechanical properties and excellent
biocomparibility.'! Per-Ingvar Brinemark® first discovered the
principles of osteointegration in the 1950s. Pure titanium (Ti)
was placed in a rabbit fibula, connected directly to the bone and
did nor induce any severe inflammatory or other reacrions in
skin or bone tissues. This unique property of titanium, allow-
ing direct contact and connection to be developed berween liv-
ing bone and meral surface withour soft tissue interface, has now
mulriple applications such as denral implants, craniofacial pros-
thesis, hip replacements, etc.

Besides titanium itself, Ti-6Al-4V is one of the most com-
monly used marterials for medical implants because of its suir-
able mechanical properties, its corrosion resistance and relative
inertia toward living tissues. Despite that, there are some uncer-
tainties concerning the release of Al and V ions under cerrain
conditions.* Nevertheless, the essential requirements for any
artificial implanted material, especially merallic ones, are dem-
onstrated to possess not only biocomparibility, but also bioactiv-
ity with the host. Indeed, several months are required to get a
sufficient osteointegration, and in numerous cases, the osteointe-
gration is incomplete. Thus, considerable work has been done 1o

*Correspondence to: Adele Carradd; Email: carrado@unistra.fr

investigate various surface modification methods to increase the
osteointegration rate such as surface-roughening (e.g., sandblase-
ing and/or acid erching) and coating with hydroxyaparite (HA)
Ca (PO (OH),. Several physical and chemical methods were
reported in the literature to modify titanium implancs surfaces
such as the plasma spray, magnetron spurtering, dip- and spin-
coating sol-gel suspensions, soaking, electrophoresis, pulsed laser
deposition, and biomimetic routes.

Since the 1960s, calcium phosphates (Ca-P) and mainly
hydroxyapatite (HA) have been widely used in bone surgeries as
they easily bond with bone once they are implanted, in spite of
their poor mechanical characteristics.* The elaboration of bio-
active ceramic coatings on merallic and non-metallic substrares
implanted into the human body is, therefore, a way to combine
the mechanical properties of the substrate and the bioactivity of
the ceramic layer. To achieve fast and long-term bioactive sur-
faces, implant surfaces should be coated with a developed Ca-P
for its superior biocompatibility and bioactive acting as a barrier
against ion release.’

In the late 80s, the development of osteoconductive HA
plasma spray coatings® on metallic prostheses allowed to improve
the biological behavior of the metallic surface. Although plasma
spray technique is currently employed to produce clinically-used
coatings, the long-term stability of the coating/implant is ques-
tionable. The poor coating, substrate adherence and the lack of
uniformity of the coating affect the implant long-term lifetime.
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These drawbacks have been shown” to arise from the important
residual internal stress induced in thermally sprayed coating dur-
ing deposition. Indeed, a network of micro-crack developed in
the ceramic coating volume in interface failures was induced.

Many Ca-P coatings on titanium have been done by immers-
ing chemically-treated meral and polymer implants®” in an aque-
ous solution containing calcium and phosphate ions ar pH and
physiological temperatures in order to simulate the biological
process. Among chemical routes, the alkali—heat treatment of Ti
followed by the biomimetic process seemed to be one of the most
popular and effective methods."” Dipping in alkali solution pro-
duces a Na-containing titanate layer," able to induce the deposi-
tion of Ca-P ceramics in vitro as well as in vivo. Other reports
indicated that acid-alkali treatment on Ti implants™* might
be more effective for the deposition of a homogeneous bone-like
apatite layer on the surface of Ti when immersed in simulated
body fluid (SBF)."” This biomimetic process imitates the growth
of in situ-formed bone-like HA crystals.'® Thus, the HA coat-
ing is more readily degraded by osteopath” overcoming many
of the drawbacks associated with other deposition rechniques,
such as the processes utilizing high temperature treatment. It has
also been proven that the chemical pre-treatment in alkali solu-
tion can improve the bonding berween titanium substrate and
calcium phosphate coatings fabricated by the subsequent biomi-
metic deposition in SBE.'*"?

Asan alternarive technique for Ca-P coating, Oliviera, Leonor
and Reis proposed to treat the surface of non-conducting mareri-
als such as polymers in an aurocaralytic bath.**** This method is
based on redox reactions with electroless plating using palladium
chloride {PdClz) as a catalyst. In this process, the PdCl2 works as
an arm of ionic change between the substrate and the solution.*

In the present study, we slightly modify this method and
extend it ro the growth of Ca-P layer on the metal substrate. After
a mechanical polishing and a chemical treatment (e.g., using
Kroll reagent) on the titanium substrate, a ceramic interlayer
(sodium titanate, HT) is chemically generated by the action of an
alkaline bath (NaOH), covalently linked to the metal substrate
and ceramic coating. The alkaline pre-treatment on the Ti sub-
strate and the further thermal treatments are performed in order
to obrain a micromertric nerwork layer (HT). Indeed, the Ca-P
layer is produced using palladium chloride (PdCl, ACM1) or
silver chloride (AgCl, ACM2) to activate the surface, according
to Reis’s method. This new deposition route has several advan-
tages over plasma spray, pulsed laser deposition, as well as magne-
tron sputtering offering: an easy way to control the experimental
conditions, the applicability to complex shapes, and especially
no adverse effect of heating. Furthermore, this method is cost
effective.

Results and Discussion

After the alkaline-heat trearment, a layer of titanium oxide
(T10,) and sodium titanate (Na,Ti

O, »n=3,5,06) was created
on the surface of the metal according to previous works.”*** The

n

strucrure of sodium ritanate can be schemarized in Scheme 1.
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Na—O —+ Ti— O — Na
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Scheme 1. Structure of Na Ti O, .

Table 1. Experimental lattice distances measured on SAED (Figs. 1A and
2A) recorded on ACM1 and ACM2 samples

Calcium hydrogen
s | aom | e | st
e e .
(#£0.005 nm) | (+0.005nm) IC[:[:“BO{Q":;T;;ZI, [c:‘:‘gg,?;]_‘ I?'Bl}lnr
d,_(nm)
0370 0374
0.350 0352 0348
0.342 0.344 0343
0.336 0338
0310 03n 0.308/0.317 0305
0.278 0.275 0.281/0.279/0.272 | 0.283/0277/0.275
0.207 0.207 0.208
0.194 0.197 0.194 0.195
0.189 0.188 0.186
0.182 0.184
0.175 0.175

The Ca-P layer was then deposited by dipping the substrates
into the baths ACM1 and ACM2. Their compositions are given
in the experimental part. The layers were analyzed by XRD and
the morphologies were observed by TEM and SEM techniques.
No difference between both XRD patterns was observed; the pat-
terns exhibit only the diffraction peaks of - Tiand B-Tistrucrures
showing that the sodium titanate and Ca-P layers are cither too
thin or made of so small crystallites thar the peaks are too broad.
The surface morphologies were examined by SEM (Figs. 1C and
2C). A dense coating made of nanoparricles is clearly observed on
ACM1 (Fig. 21). The analysis shows that che layer is composed
mainly of Ca and P. No sodium tiranate network is detected. On
the contrary, the ACM2 coating is less dense than the previous
one as proved by EDS-X analyses. Indeed, Ca and P are detected
as well as Na and Ti.

Typical TEM examinartions of the scratched coatings are pre-
sented in Figures 1A and 2A for ACMI and ACM2, respectively.
The ACMI1 collected particles appear to be in shape of rods of
abour 100-200 nm long while the ACM2 ones present more iso-
tropic shapes in the 200-300 nm size range. Selected area electron
diffraction (SAED) patterns, recorded on each sample (inserts in
Figs. 1A and 2A), are characteristic for polycrystalline samples.
The experimental lattice distances are given in Table 1 and inter-

preted in terms of a mixture of hydroxyapatite (Ca,[PO ] [OH],

Volume 4
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Figure 1. ACM1: (A) TEM observations on the scratched coating and the corresponding SAED pattern (insert). (B) XRD pattern, where TS is sodium tita-
nate, R rutile, and S substrate. (C) Morphology by SEM and (D) corresponding EDS-X analyses.
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Figure 2. ACM2: (A) TEM observations on the scratched coating and the corresponding SAED pattern (insert). (B) XRD pattern. (C) Morphology by SEM
and (D) the corresponding EDS-X analyses.
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Figure 3. Morphology by SEM after one week in SBF (A) alkaline-heat treated titanium alloy (HT), HT treated after (B) ACM1 and (C) ACM2 baths.
Concentrations of (D) Ca and (E) P ions in SBF1 after for 2, 4 and 7 d of the samples HT, ACM1 and ACM2.
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Figure 4. Direct cytocompatibility assay. Osteoblasts cultivated directly onto specimens’ surfaces; the viability values are comparable to the control
ones (A) and no statistical differences were calculated (P > 0.05). Bars represent mean and standard deviations. Moreover, the test and control cell mor-
phology (phalloidin in red and DAPI in blue) is comparable as shown in (B). Bar scale = 50 um.

ICDD 9-432) and calcium phosphate hydrate (calcium hydro-
gen phosphate hydrate, Ca H[PO ].-3H O, ICDD 11-184) on
both ACM1 and ACM2.

Figure 3 shows the morphology of HT (Fig. 3A), ACM1
(Fig. 3B) and ACM2 (Fig. 3C) samples after immersion in SBF
for 7 d. Ca and P concentrations after immersing the samples
in SBF1 for 2, 4 and 7 d are given in Figure 3D and E. It was

e28534-4
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assumed that any change by decrease/increase in Ca or P concen-
trations, compared with the SBF reference solution, would repre-
sent a deposition/release on/from the sample surfaces respectively.

Ca or P ions release from SBF is observed after 2, 4 and 7 d for
ACM1 and ACM2, (Fig. 3D and E). A sharp decrease in the ionic
concentration of both Ca and P ions is recorded giving as result
a dense Ca-P layer during all soaking periods (Fig. 3B and C).

Volume 4
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control

The control samples morphology can be stated to be comparable.

Figure 5. SEM images of osteoblasts seeded directly onto specimen surfaces after 24 h Control (upper panel, left) and treated (ACM1and ACM2) samples.

A Osteoblast Viability
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100
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% Cell Viability
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control ACM1 ACM2

Figure 6. Non-direct cytocompatibility assay. Osteoblasts cultivated with medium stored one week in direct contact with treated samples; viability
values are comparable with controls (A) and no statistical differences were noticed (P > 0.05). Bars represent means and standard deviations. Moreover,
cells morphology and density investigated by light microscopy were comparable between test and control samples as shown in (B). Bar scale = 50 pm.

Differently, Ca ions for HT sample (Fig. 3A) are not modified,
while P ions are slightly absorbed onto the surface.

Both tested specimens (ACM1 and ACM2) were not toxic for
human osteoblasts. In fact, as reported in Figure 4A, the cell via-
bility did not differ (P > 0.05) between control and test groups.
Viability was observed onto experimental materials always higher
than 95% with respect to control.

The viability assay results were confirmed by the morphologi-
cal analysis; in fact, by immunofluorescence staining it is possible
to appreciate the correct spread and density of cells cultivated
onto experimental specimens surface that are comparable with
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the control (Fig. 4B). Also, SEM images confirmed the absence
of morphological differences between cells cultivated onto treated
samples and those onto the control material (Fig. 5).

Cells cultivated with the medium previously kept in direct
contact for one week with treated samples showed a viability com-
parable with cells cultivated with the virgin medium (Fig. 6A). In
fact, no statistical significant differences were observed berween
control and test samples. The cell viability was always registered
higher than 98% of the control.

Visual investigation using light microscopy confirmed the via-
bility assay results. As shown in Figure 6B, the cell morphology

€28534-5
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and density are similar berween con- A
trol and test samples, suggesting thar no
toxic compounds were released into the
medium by the treated specimens during
the previous seven days of immersion.
These analyses show that Ca-P nano-

strucrured layers made of hydroxyapatite P

Ca, (PO,),(OH) and calcium phosphate o \‘ﬂ,,_
hydrate (Ca*H[PD*]JvﬁHZO) cover the | Is‘
titanium substrate well. The layer is _,*Pﬂb r
thicker and denser when Pd is involved. o+ 0

The hypothesis made previously by Reis
et al.* to explain the mechanism lead-
ing ro the Ca-P deposition on polymers is

Step 1: Palladium chemisorption on
titania surface
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Step 2: Ca-P deposition

schematized in Figure 7. First, palladium
ions link onto the surface through the

hydroxyde groups (Fig. 7A, step 1). Then,

the negatively charged phosphate ionsand | * the catalys.™

Figure 7. Hypothesis mechanism of Ca-P bioactive coating in the “activating” baths by using PdCl,

the positively charged Ca ions are succes-

sively artracted so thar this stacking results

in the formarion of calcium phosphate compounds (Fig. 7B,
step 2). When silver is involved, a similar mechanism can be
proposed. However, according to Reis et al., Pd ions are not
eliminared. In case of Ag, the bath has the advantage to intro-
duce ions known to have efficient antimicrobial properties™;
moreover, as recently demonstrated by Alan BG Lansdown,”
the pharmaceutical and toxicological profile of Ag in biomateri-
als shows that health risks associated with systemic absorption
of silver as Ag are low.

To create an osteoconductive titanium alloy, a new process
route was applied. It consists of an immersion of Ti-6Al-4V in
alkaline solution and a further heat treatment, followed by the
immersion in a PACl, or AgCl -containing baths. The obrained
surface morphologies were optimized by the growth of porous
sodium titanate layer. It was observed that the formation of HA
and calcium phosphate hydrate was induced after 3 h immer-
sion in ACM1 and ACM2 baths. The structure and morphol-
ogy of the so-formed layers were characterized using several
techniques.

These experimental treatments allowed producing cytocom-
patible materials potentially applicable to manufacture implant-
able devices for orthopedic and oral surgeries.

Materials and Methods

The samples were cut from a bar of commercially available
Ti-6Al1-4V ELI titanium alloy (chemical composition in wt.%:
C, 0.013; Fe, 0.16; N, 0.014; Hz, 0.006; O, 0.11; Al, 6.05; V,
4.0; Ti, bal.). The specimens of 20 mm diameter and 1.5 mm
thickness were abraded with SiC abrasive papers 240, 400,
1000, 2500, 4000 and polished ro mirror with non-crystallizing
colloidal silica suspension; then cleaned by successive ultrasonic
treatments in acetone, ethanol and distilled water for 30 min.
Afrer mechanical polishing, the substrates were etched for 10
min in Kroll solution’s reagent, a mixture of 0.045 M HF and
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0.058 M HNO,, at room temperature. The specimens were
rinsed with distilled water and dried at 40 °C in an electric oven.

To form the sodium ritanate hydrogel layer on the Ti-6Al-4V
surface, the samples were dipped into a NaOH 10 M solution at
60 °C for 24 h and then thermally treated at 630 °C for 1 h with
a heating rate of 5 °C/min.

To produce Ca-P coarings, the pre-treated specimens were
soaked in two baths containing calcium chloride (CaClZ) and
phosphoric acid (HiPD ) and either palladium chloride {PdClZ,
ACMI) or silver chloride (AgCl, ACM2) under magnetic stir-
ring for 3 h ar (80 £ 2) °C and pH 5.3 + 0.1. CaCl, acted as the
source of calcium, while H PO served as a source of phosphare.
The molar Ca/P ratio was 1.67. Then, the samples were cleaned
in distilled water and dried in environmental conditions.

To evaluate the in vitro formation of Ca-P, the samples were
soaked in simulated body fluid (SBF) solution at pH 7.4 using a
buffer solution consisting of Tris hydroxymechylaminomethane
and HC, at body temperature (37 °C).” Ion concentrations of
SBF solution and human blood plasma are shown in Table 2.

The change in Ca and P concentrations after 2, 4, 7 d soaking
periods of samples was analyzed using the UV-Visible spectros-
copy and Lambda 950 UV/VIS spectrometer (Perkin Elmer).
After soaking, the specimens were washed with disrilled warer
and dried at room temperature.

The Ca-P coartings were analyzed by X-ray diffraction (XRD)
using a Bruker D5000 diffractomerer equipped with a quarz
monochromartor and Cu Ka radiation (A = 0.15406 nm).
Diffraction scans were recorded in the 20-60° angular range
with a 0.03° 268-step and a counting rime of 4 s.

Scanning electron microscopy (SEM) observations of the
coating morphologies were performed using a JEOLG700F
equipped with an Energy Dispersive X-ray spectrometer (EDS-
X). Images were recorded at 3 kV and EDS-X analysis ar 10 kV
on 10 x 10 mm?® area and repeated three times at least.

The coated layers of samples ACM1 and ACM2 were scrarched
and collected on a microscope copper grid. Transmission electron
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Table 2. lon concentrations of SBF
Concentrations of ions, mM
Na K Mg ca> ar HCO, HPO > 50> pH
Plasma body human 1420 50 15 25 103.0 270 10 0.5 72-74
SBF (typec) 142.0 50 1.5 25 147.8 4.2 1.0 0.5 7.4

microscope images (TEM) were recorded using a TOPCON
002B transmission electron microscope operating at 200 kV
and equipped with a CCD camera and an EDS-X to analyze the
chemical composition.

Human osteosarcoma cells (MGG63, ATCC: CRL-1427)
were cultivated ar 37 °C, 5% CO, in Dulbecco’s modification
Minimal Essential Medium (DMEM, Sigma-Aldrich) supple-
mented with 10% feral bovine serum (FBS, Lonza) and 1% peni-
cillin-strepromycin. When the cells reached 85-90% confluence,
they were detached by trypsin/EDTA (EDTA, Sigma-Aldrich),
harvested and used for experiments.

Round specimens (15 mm diamerter) were placed into 12
multi well plates (CellStar, PBI International); 2 x 10* cells/
sample were seeded directly onto the surfaces of each specimen
in a low volume of medium (200 pl) and allowed to adhere for
4 h prior to adding 2 ml of fresh medium to each well; plates
were then incubared for 24 h ar 37 °C, 5% Co.,. Afterwards, the
cell viability was evaluated with the (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) colorimetric assay (MTT,
Sigma-Aldrich). Briefly, 100 pl of MTT solution (3 mg/ml in
phosphate buffered saline [PBS]) were added to each sample and
incubated 4 h in the dark ar 37 °C; afterwards, formazan crys-
rals were solved with 100 pl of dimethyl sulphoxyde (DMSO,
Sigma) and 50 pl were collected and centrifuged to remove even-
rually debris. Surnatants oprical density (o0.d.) was evaluated at
570 nm with a spectrophotometer (Spectra Count, Packard Bell).
Uncoated ritanium o.d. was used as a control and considered as
100% cell viability while coated samples (named ACM1 and
ACM?2) viability was calculated as follows: (sample o.d. / tita-
nium control 0.d.) x 100. Experiments were performed 6 times
for controls and each different coating,

Furthermore, the immunofluorescence staining was per-
formed in order to investigate the cells morphology after 24 h
of adhesion onto the biomaterials surface. Cells were fixed for
20 min with 4% paraformaldehyde at room temperature (RT)
and then washed 3 times with PBS. Phalloidin (rhodamine B
tetramethylisothiocynate, 1/2000 in PBS, AbCam) solution was
added for 45 min (RT) in order to investigate cells cyroskele-
ton. Afterwards, the samples were washed 3 times with PBS and

co-stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-
Aldrich). The cells morphology was optically evaluated using a
fluorescence microscope (Leica AF 6500, Leica Microsystems).

Serum free DMEM was incubared without cells for 1 wk at
37 °C, 5% CO, in direct conrtact with controls or coared sam-
ples in a ratio of 2 ml/specimens for a total of 10 ml/specimen.
Afterwards, eluates were collected, supplemented with 10% FBS
and used to cultivate MGG63. Cells were seeded in adefined number
(2 x 10" fwell) into 24 wells plates (Cell Star, PBI International)
and cultivared for 24 h ar 37 °C, 5% CO,. Afrerwards, the cell
viability was evaluated by the 3-(4,5 Dimethylchiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide colorimetric assay (MTT, Sigma)
as described for the direct cytocomparibiliry assay.

SEM was used to investigate the morphology of cells seeded
directly onto the specimens’ surface. Briefly, after fixing, dehy-
dration with the ascendant ethanol scale (70%, 80%, 90%,
100%), and hexamethyldisilazane, the specimens were mounted
on aluminum stubs, using a conductive carbon tape, coated with
a thin carbon layer (10 nm) and observed with a StereoScan 360
SEM (AbCam) at 10 kV with various magnifications, using sec-
ondary electrons.

Furthermore, the cells morphology was visually investigated
after one week of cultivation by light microscopy (Leica AF 6500,
Leica Microsystems).

Statistical analysis was done using Levene’s test and ANOVA
one-ways followed by Sheffe’s post-hoc test using IBM® SPSS®
Sranstics 20 (IBM).
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Conclusions

Dans ce chapitre, les bains aqueux dont les compositions ont été donnés par Reis et al., ont été

utilisés pour déposer du phosphate de calcium sur la surface de titanate de sodium. Les résultats ont

indiqué que :

- dans le bain acide, un dépo6t de phosphate de calcium contenant de I'apatite est formé sur la

couche de titanate de sodium. Toutefois, ce dépot contient de la fluorine et a montré une faible

bioactivité dans le SBF.

- dans le bain alcalin, le dépot de Ca-P est faible, et la bioactivité dans le SBF est identique a celle

du bain acide.

- dans le bain oxydant, seul le bain utilisant I’AgCl peut donner du dépét de Ca-P mais ce dépot

n’est pas stable aprés 1 a 2 semaine(s) dans SBF. Aucune croissance de phosphate de calcium n’est

observée ensuite.

La viabilité cellulaire des échantillons ayant subi le traitement par les bains « autocatalytiques »

de Reis et al. est plus faible que celle du titanate de sodium. Cela signifie que ces bains autocatalytiques

ne fonctionnent pas.

Toutefois, par une légére modification de la composition du bain acide dans lequel le fluorure de

sodium et le réducteur sont enlevés, un dép6t de Ca-P stable dans le SBF a été obtenu. Une croissance
d’apatite homogéne dans SBF est observée aprés 2 a 7 jours. La non cytotoxicité du dépot est confirmée
par le test de viabilité cellulaire utilisant des ostéoblasts MG63. Dans ce bain modifié, I’AgCl a été aussi

utilisé pour remplacer PdCl; afin d’obtenir des propriétés antibactériennes.
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Conclusions et perspectives

Ce travail de these est basé sur une problématique scientifique, sociétale et industrielle, portant
sur 'amélioration de la méthode de production des revétements d’apatites des prothéses dentaires
pour améliorer I'osteointégration de I'implant. La méthodologie que nous avons développée a pour but
de remplacer des techniques telles que le sablage, ou les méthodes de projection plasma d’apatites sur
substrats métalliques. Notre objectif était, d’une part, d’explorer une nouvelle méthodologie — qui a
donné lieu a un brevet — ainsi que d’optimiser les parameétres physico-chimiques pour obtenir des

dépdts avec les meilleures propriétés biologiques et mécaniques.

Nous avons obtenu des dispositifs Ti-6Al-4V/titanate de sodium/Ca-P avec de bonnes propriétés
de croissance cellulaire et de cohésion mécanique entre les couches. Ces Ca-P ont été élaborés par voie

de « chimie douce » a faible température.

Dans un premier temps, la surface des implants d’alliage Ti-6Al-4V a été modifiée par des
traitements mécaniques, chimiques et thermiques. Dans un deuxiéme temps, le Ca-P a été déposé sur
cette surface par la voie sol-gel en utilisant deux techniques, le trempage (dip-coating) et la tournette

(spin-coating), et par la voie « autocatalytique », en utilisant les bains de Reis modifiés.

Traitement mécanique-chimique-thermique

Les substrats en Ti-6Al-4V ont tout d’abord été polis avec des papiers abrasifs de graduation #120
a #4000, puis en utilisant de la silice colloidale, pour obtenir une surface dite « polie miroir ». lls ont
ensuite été traités avec une solution acide HF-HNOs (solution Kroll) pour obtenir une surface
parfaitement lisse et propre. Le temps optimal pour le traitement Kroll est de 3 min, a température

ambiante.

Puis, les substrats ont été soumis a un traitement alcalin dans une solution de NaOH de
concentrations 5 ou 10 M, a des températures de 60 ou 80°C pendant 24 ou 72 h. lls ont ensuite été
traités thermiquement a une température de 630°C pendant 1 h avec une montée de 5°C/min. Une
couche poreuse a été obtenue. Ces pores forment des alvéoles avec des parois relativement fines et
plates, s’apparentant a la structure naturelle d’un os spongieux. Une couche poreuse, uniforme et sans
fissure s’est formée dans le cas de la solution NaOH 5 M. Cependant, lorsque les échantillons ont été
traités avec la solution NaOH 10 M, des fissures sont apparues. A cause du traitement thermique, la
morphologie du titanate de sodium s’est légerement modifiée par rapport a sa morphologie avant le

traitement thermique. La couche de titanate de sodium est cristallisée grace au traitement thermique.

La DRX et les microscopies électroniques ont montré que la couche contient du titanate de

sodium Na2TisO13 et du rutile TiO2. La couche la plus poreuse et la plus uniforme est obtenue par un
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traitement de 72 h dans une solution NaOH de concentration 5 M a 60 ou a 80°C. Cependant, nous
avons choisi par la suite une solution NaOH 10 M pendant 24 h pour avoir un traitement plus court avec

une couche d’épaisseur suffisante, en vue d’une application industrielle.

Dépot de Ca-P sur le titanate de sodium obtenu par la voie sol-gel

La solution sol-gel de Ca-P a été préparée avec un mélange de phosphite de triéthyle et de nitrate
de calcium tétrahydraté dans I’éthanol. Dans le cas du trempage, I’échantillon a été plongé dans la
solution sol-gel de Ca-P et retiré verticalement a la vitesse de 40 mm/min ; dans le cas de la tournette,
des gouttes de solution sol-gel ont été déposées sur la surface de I'échantillon, qui a été ensuite soumis
a une rotation, a la vitesse de 3000 tr/min pendant 30 s. L’échantillon a été ensuite chauffé a 600°C
pendant 20 min. Une répétition d’une a trois fois de ce procédé a été réalisée pour augmenter

I’épaisseur du dépot de Ca-P.

Par MET, spectroscopie Raman et DRX, la présence d’apatite (Cas(PO4)30H) ainsi que de titanate
de calcium (CasTisO10), formé par réaction entre le titanate de sodium et le Ca-P, ont été identifiés. Le

titanate de calcium montre que I'adhésion chimique du dép6t au substrat est bien établie.

Le test de nanorayure avec un nano-indenteur sphérique de diametre 10 um et une charge
appliquée de 10 a 100 mN sur les différents dépots a été réalisé pour les dépots de Ca-P obtenus par la
voie sol-gel. Ce test indique que ces dépdts adherent bien sur la couche de titanate de sodium. En effet,

le revétement ne se décolle pas suite au rayage par le nano-indenteur avec une charge de 100 mN.

Les comportements mécaniques des échantillons TT (Ti-6Al-4V/titanate de sodium) et de TS-HA1
(Ti-6Al-4V/titanate de sodium/Ca-P tournette 1 fois) ne sont pas trés différents parce que le film d’HA
sur I'échantillon TS-HA1 est trés mince. Le test de nano indentation a encore montré que la couche du
TS-HA2 (Ti-6Al-4V/titanate de sodium/Ca-P tournette 2 fois) était compacte aprés le passage de
I'indenteur et la dureté du film sur TS-HA2 était plus importante que celle de TT et TS-HA1. La couche de
Ca-P de I'échantillon TD-HA2 (Ti-6Al-4V/titanate de sodium/Ca-P trempage 2 fois) est rugueuse et assez
épaisse, tandis que les couches de Ca-P des échantillons TS-HA1 et TS-HA2 sont plus lisses et plus

minces.

Quand la charge est appliquée, la couche de Ca-P est écrasée et déformée plastiquement. Dans le
cas de I’échantillon de trempage, le dépo6t de Ca-P est moins compact, plus épais et rugueux, et s’enléve

facilement en laissant un profil résiduel de la rayure apres le test.

Le test de viabilité cellulaire utilisant des ostéoblastes MG-63 nous a permis de montrer que le
dépdbt de Ca-P par voie sol-gel est approprié pour la viabilité des ostéoblastes. La valeur de la viabilité
cellulaire sur le dépot de Ca-P pour tous les échantillons est plus élevée que celle de I'échantillon de
titanate de sodium simple. Par exemple, les tests d’évaluation de cyto compatibilité directe (MTT) apres

7 jours ont montré une différence statistique significative entre des valeurs d'échantillons TT comparées
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au controle (Ti-6V-4Al) et les TD-HA2 et TS-HA3. Ceci pourrait étre lié a la capacité de plusieurs couches

de Ca-P a protéger des cellules du contact direct avec le titanate de sodium.

Pour la bioactivité in vitro des dépots de Ca-P, nous avons observé une croissance de Ca-P dans
une solution simulant le fluide corporel (SBF) aprés une durée de 1 a 4 semaine(s). De plus, I'analyse de
la variation du calcium et du phosphore dans le bain montre que la croissance de Ca-P sur ces implants
se produit au bout de 2 jours. Cela veut dire que les ions POs> et Ca? de la solution SBF se déposent sur
la surface des implants pour former une couche homogene de Ca-P de plus en plus épaisse, comme dans

le cas d’une croissance osseuse.

Dépot de Ca-P sur le titanate de sodium obtenu par les bains autocatalytiques

Parallélement, un dép6t de Ca-P sur la couche de titanate de sodium a été réalisé dans trois bains
différents portés a une température comprise entre 60 et 80°C : un bain oxydant a pH 7, un bain acide a
pH 5,3 ou un bain alcalin a pH 9,2. Ces trois bains contiennent du chlorure de palladium (PdCl>) et ont
été appelés « autocatalytique » par Reis. Nous avons pris une nouvelle direction en remplagant le
catalyseur PdClz2 par I’AgCl dans tous les bains « autocatalytiques », avons modifié la composition et
réalisé une comparaison entre les dépots formés. Nous avons utilisé I’AgCl en raison de ses propriétés

antibactériennes.

Les bains acides ont la capacité de déposer du Ca-P sur le titanate de sodium mais ce dépot
contient de la fluorine (CaFz). Cependant, le dép6t de Ca-P obtenu par les bains alcalins et oxydants est

tres faible.

La bioactivité in vitro des échantillons ayant subi des bains de Reis et al. (AC1-Pd, ALK1-Pd et OXY-
Pd) ainsi que ceux-ci utilisant AgCl (AC1-Ag, ALK1-Ag et OXY-Ag) est faible. Méme si le dép6t de Ca-P en
bains acides est stable, aucune croissance de Ca-P n’est détectée aprés 1 a 2 semaine(s) d'immersion
dans SBF. De plus, la cytotocixité des échantillons de titanate de sodium est diminuée apres le

traitement par les bains de Reis et al.

En revanche, pour les bains acides modifiés (ACM1 et ACM2) sans NaF ni NaH;PO, une
distribution homogeéne de Ca-P a été établie par des observations au MEB/EDS-X. Toutefois, les pics de
phosphate de calcium ne sont pas détectés par analyse en DRX. Le dépot de Ca-P a stimulé la formation
d’une couche homogene de HA apres l'immersion dans le SBF pendant 1 semaine. Ce dépdt a
complétement recouvert le substrat Ti-6Al-4V. Le test de viabilité cellulaire a indiqué que ces deux bains
modifiés peuvent donner un dépét de Ca-P non-toxique pour des ostéoblastes humains. La viabilité
cellulaire de ces échantillons est toujours supérieure de 95 a 98 % par rapport a la celle de I’échantillon

de controle. Ceci a donné lieu a une publication sur Biomatter (Chapitre 5, §5.2).

Par ailleurs, nous avons pour la premiére fois testé les bains « autocatalytiques » de Reis et al.
pour le développement de surface bioactive sur des composants du sandwich 316L/Polypropyléne-
Polyéthyléne. Dans ce cas, un dép6t de phosphate de calcium est obtenu sur la surface de ces deux
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composants. La viabilité cellulaire des échantillons ayant subi un bain « autocatalytique » est toujours
plus élevée que celle de I'échantillon de méme matériel sans dépbt. Le nombre de celles est toujours
supérieur aprés 48 et 72 h de culture cellulaire. Alors, nous pouvons confirmer que les bains
« autocatalytiques » de Reis et al. fonctionnent bien pour les substrats en polymeére et en acier
inoxydable (manuscrit RSC Advances, Chapitre 5, §5.1.3), mais ils ne sont pas tres efficaces sur le

titanate de sodium, sauf si on les modifie pour les bains ACM1 et ACM2.

Perspectives

Les méthodes proposées sont une solution peu colteuse, fiable, et utilisable a I'échelle
industrielle. La couche de phosphate de calcium ainsi que le titanate de sodium obtenus dans cette
étude peuvent étre imprégnés par des agents actifs comme un ou plusieurs agent(s) antibactérien(s)
(par exemple les ions Ag*, le Furanone contre le Staphylococcus epidermidis et le Staphylococcus aureus
et/ou une ou plusieurs hormones de croissance (TGF-B1) et I’hormone parathyroide (PTH) et la

prostaglandine E2 (PGE2)).
Ce travail de thése devrait se poursuivre par les études suivantes :

- pour les implants obtenus par voie sol-gel, il faudrait envisager de réaliser des expériences de
tribologie classique, type pion sur disque en milieu liquide, pour évaluer la résistance a l'usure et
identifier 'endommagement causé par un chargement cyclique de fatigue en vue d’une application

future en implantologie.

- pour les implants obtenus par les nouveaux bains chimiques (ACM1 et ACM?2), il faudrait vérifier

I'adhésion du dépot sur le substrat par un test mécanique et bien démontrer les mécanismes mis en jeu.

De plus, d’un point de vue des applications industrielles du dép6t, des travaux de la stabilité du
dépobt de phosphate de calcium en milieu physiologique avec la présence d’enzyme comme le corps

vivant devra également étre vérifié.

Enfin, ce travail de these a participé au développement des techniques de dépbt pour obtenir un

revétement de phosphate de calcium bioactif sur les implants de titane.
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Conclusions and perspectives

This thesis is based on scientific, social and industrial issues, concerning the improvement of

apatite coating production methods for dental implant to improve their osteointegration.

Our objective was to explore a new methodology aiming to replace the techniques such as
sandblasting or apatite thermal spraying methods on metallic substrates and to optimize the physical-

chemical parameters to obtain coatings with better biological and mechanical properties.

We obtained Ca-P /sodium titanate/ Ti-6Al-4V devices with good cell viability properties as well
as good cohesion between the substrate and coating. Ca-P coatings were elaborated by chemical route
called “chimie douce” at low temperature. The implant surface based on Ti-6Al-4V alloy was modified by
mechanical, chemical and heat treatments; then, a Ca-P layer was deposited onto metal surface by two
ways by (i) sol-gel route using two techniques, dip and spin coating, and (ii) “autocatalytic” route using

modified baths of Reis.

Mechanical-chemical-heat treatment

Ti-6Al-4V substrates were firstly polished with SiC abrasive papers from #120 to #4000, and then
mirror polished with non-crystallizing colloidal silica suspension. Afterwards, the substrates were etched
in Kroll solution’s reagent. The optimal time for Kroll treatment is about 3 min at room temperature. To
form the sodium titanate hydrogel layer on the Ti-6Al-4V surface, the samples were dipped into a NaOH
5 or 10 M solution at 60 or 80 °C for 24 or 72 h and then thermally treated at 630 °C for 1 h with a
heating rate of 5 °C/min. A crystallized sodium titanate layer was obtained made of alveolus with fine
and flat walls, similar to the natural spongy structure of a bone. A uniform layer without crack was built
for 5 M NaOH solution; while using 10 M NaOH solution, some cracks appeared. No delamination was

detected using cross section observations.

XRD and electron diffraction showed that the layer contains sodium titanate (Na:TisO13) and
rutile (TiOz2). The most porous and uniform layer was obtained by a 72 h treatment in a solution NaOH 5
M NaOH at 60 or 80 °C. However, to treat Ti-6Al-4V substrates, we chose 10 M NaOH solution at 60°C
during 24 h in the next studies, to have a shorter processing time with a layer thick enough in view of an

industrial application

Ca-P coating obtained by sol-gel route

To produce Ca-P coatings on the pre-treated specimens a Ca-P sol-gel solution was prepared with
a mixture of triethyl phosphite and calcium nitrate tetrahydrate in ethanol. Concerning the dip coating,

the sample was plunged into the sol-gel solution and withdrawn at a speed of 40 mm/min; regarding the
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spin coating, some drops of sol-gel solution were deposited onto the pre-treated surface and submitted
to a rotation of 3000 tr/m during 30 s. The samples were then heated at 600°C during 20 min. A
repetition from 1 to 3 times was carried out in order to increase the thickness of Ca-P coating. By TEM,
Raman spectroscopy and XRD analyses, apatite (Cas(POas)sOH) as well as calcium titanate (CasTizO1o0)
were detected. The latter was formed by reactions between the sodium titanate and Ca-P and improves

the chemical adhesion between coating and substrate.

Nanoindentation tests were carried out using a spherical nano-indenter with a 10 um diameter
tip and an applied load from 10 to 100 mN onto different coatings. SEM observations of residual grooves
on Ca-P layers after the scratch with a maximal load of 100 mN showed the good adhesion of all Ca-P
coatings onto the substrate which was confirmed because no delamination was observed along the

scratch line.

The mechanical behaviour of TT sample (Ti-6Al-4V/sodium titanate) and TS-HA1 samples (Ti-6Al-
4V/sodium titanate/Ca-P spin coating once) was not different because the Ca-P was so thin. Regarding
TS-HA2 sample (Ti-6Al-4V/sodium titanate/Ca-P spin coating twice) Ca-P layer was thicker and more
compact than TS-HA1 layer after the indentation. We can hypothesize that the grooves have been filled
by the second deposition of Ca-P. Therefore, the Ca-P coating of TS-HA2 sample seems more compact
than the TS-HA1 one. We can also assume as a hypothesis that Ca-P coating of TD-HA2 sample (Ti-6Al-
4V/titanate de sodium/Ca-P dip coating twice) was rougher and thicker compared to Ca-P coating of TS-

HA1 and TS-HA2 samples.

The cell viability assay using osteoblasts MG63 showed that the Ca-P coating by sol-gel route is
appropriated for osteoblasts viability. The value of cell viability onto the Ca-P coating of all samples is
higher than one with sodium titanate (TT sample). For example, the direct cytocompatibility test (MTT)
after 7 days showed a significant statistic difference between the value of TT sample compared with the
control one (Ti-6Al-4V) and the TD-HA2 and TS-HA3. This could be due to the protection ability of

several Ca-P layers from the direct contact with sodium titanate.

As to the in vitro bioactivity of Ca-P coatings, we observed Ca-P growth in a simulated body fluid
(SBF) solution after 1 to 4 week(s). In addition, calcium and phosphorus concentration in SBF solution
showed that the Ca-P growth was carried out after two days. It means that PO4* and Ca?* ions in SBF
solution were deposited onto the pretreated surface to form a thick Ca-P layer, like in the case of bone

growth.

Ca-P coating by autocatalytic baths

At the same time, Ca-P was coated onto the sodium titanate layer by three different baths at
temperatures between 60 and 80 °C, an oxidant bath at pH 7, an acidic bath at pH 5.3 or an alkaline bath

at pH 9.2. These three baths contain palladium chloride (PdCl2) and were called “autocatalytic” by Reis
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et al. We replaced PdCl2 by AgCl in all autocatalytic baths and modified their composition and

effectuated a comparison between the formed coatings.

The acidic baths had the ability to form a Ca-P coating onto the sodium titanate layer; however,
calcium fluoride was always present on the Ca-P coating. For alkaline and oxidant baths, the Ca-P layer

was so thin.

The amount of Ca-P produced in vitro bioactivity (SBF) on samples treated by Reis’s baths (AC1-
Pd, ALK1-Pd and OXY-Pd) as well as the ones using AgCl (AC1-Ag, ALK1-Ag and OXY-Ag) was weak. The
Ca-P coating obtained by acid baths is stable but no growth of Ca-P was detected after 1 to 2 week(s) in
SBF. Nevertheless, the cytotoxicity of sodium titanate decreased after a treatment by Reis’s

autocatalytic baths.

On the contrary, regarding modified baths (without NaF and NaH2PO), a homogeneous Ca-P layer
was detected onto sodium titanate by SEM/EDS-X analyses. However, Ca-P peaks were not detected by
XRD. These Ca-P layers produced by the modified bath, — after one week in SBF-, stimulated the formation
of a homogeneous Ca-P. This coating was uniformly deposited onto Ti-6Al-4V substrates. It was stable and
its bioactivity was identified after 48 h in SBF. The cell viability tests showed that both alkaline and acid
baths gave a biocompatible Ca-P layer for osteoblasts. Their cell viability was higher than 95 to 98%

compared to the control. We published these results in the review Biomatter (Chapter 5, §5.2).

In this study, we have also applied for the first time Reis’ autocatalytic baths test to develop the
bioactive surface of two components of sandwich structure: stainless steel (316L) and polymer
(Polypropylene -Polyethylene). Ca-P coating was obtained onto the surface of these structures. The cell
viability of the samples treated with acid autocatalytic bath is equal or higher than the one of control
sample. The number of cell always increased after 48 and 72 h of cultivation. So we can say that the
Reis’s autocatalytic baths succeeded for polymers and stainless steel (the results were published on RSC

Advanced, chapter 5, §5.1.3).
Perspectives

The methods proposed in this thesis are less expensive, reliable and usable in industrial
applications. The Ca-P layer, as well as sodium titanate allow to be soaked with active silver as
antibacterial system (for example Ag* ion) or Furanone against Staphylococcus epidermidis and
Staphylococcus aureus and/or one or several growth hormone (TGF-1) and parathyroid hormone (PTH)

and prostaglandin E2 (PGE2)).
This work should be continued with the following studies:

- Classical pin on disk wear experiments with steel or ceramic spherical tips could be conducted in
liquid environment (SBF) at constant temperature (37°C) in order to evaluate first the wear resistance as
a function of the contact pressure and the sliding velocity, and also to identify damage (cracks or

delamination) caused by cyclic loading and superficial fatigue. For the implants, it is important to verify
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the adhesion studies of Ca-P coating (obtained by new chemical baths) onto the substrate by an

adhesion test

Additionally, from the point of view of the industrial applications, the study of stability of Ca-P
coating in the physiological environment with the presence of the enzyme as the living body will be also

verified.

Finally, this thesis participated in the development of the coating technique to obtain a bioactive

Ca-P revetment onto titanium alloy implants.
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Annexe. Porosité de la couche de titanate de sodium sur Ti-

6AIl-4V apres un traitement alcalin-thermique

Nous avons évalué le taux de porosité de la surface des échantillons préparés dans le Chapitre 3,
§3.2 en utilisant le logiciel de traitement d’'images, Imagel. La méthode de mesure est présentée dans le
Chapitre 2, §2.3.14. Nous avons mesuré la taille moyenne de tous les trous de la couche de titanate de
sodium visibles sur les images MEB de grossissement x12000. Pour cela, nous avons d’abord choisi deux
régions de 1x1 um? sur chaque échantillon. Ensuite, nous avons mesuré la taille de tous les trous dans
ces régions. Le nombre de trous par région a été compté. Enfin, la porosité a été calculée comme le

pourcentage de la superficie des trous par unité de surface.
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Figure A.1. Porosité de la couche d’hydrogel de titanate de sodium aprés un traitement alcalin dans une

solution NaOH 10 M.

Les résultats ont indiqué que la porosité mesurée sur les échantillons ayant subi un traitement
alcalin pendant 72 h est plus marquée que sur les échantillons traités pendant 24 h. La Figure A.1
montre la porosité mesurée sur les échantillons traités dans une solution NaOH 10 M. Pour les
échantillons M106024 et M108024, cette valeur est respectivement de 6 et 9 %, alors que pour les
échantillons M106072 et M108072, cette valeur est de 34 et 22 %.

Sur la Figure A.2, nous présentons la porosité de la couche de titanate de sodium des échantillons
aprées le traitement thermique calculés par traitement d’images. La couche obtenue apres un traitement

alcalin de 72 h, est toujours plus poreuse que celle des échantillons obtenus aprés un traitement alcalin de 24
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h. La porosité mesurée est de 30 a 34 % pour les échantillons aprés 72 h de traitement alcalin. Cependant,

pour 24 h de traitement alcalin, la porosité est toujours inférieure a 23 %.
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Figure A.2. Porosité de la surface des échantillons aprés le traitement alcalin-thermique.
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Caractérisation et biocompatibilité de depots
de phosphates de calcium sur Ti-6Al-4V
obtenus par chimie douce

Résumé

Les biomatériaux en titane sont de plus en plus utilisés dans les implants dentaires et les prothéses de hanche. Toutefois,
la surface des implants de titane doit étre modifiée pour devenir davantage bioactive. Dans cette étude, les substrats de
Ti-6Al-4V ont été d’abord modifiés par un traitement mécanique, puis par un traitement acide. Dans un deuxieme temps,
les échantillons ont subi un traitement alcalin dans une solution de NaOH puis un traitement thermique, ce qui a
provoqué la formation d’une couche de titanate de sodium sur leur surface. Enfin, du phosphate de calcium a été déposé
soit par voie sol-gel, soit par voie autocatalytique, sur la couche de titanate de sodium pour obtenir un revétement bioactif
de titanate de sodium/ phosphate de calcium.

Apres le dépot, la morphologie et la structure de la couche de phosphate de calcium ont été analysées par diverses méthodes
comme FTIR, Raman, DRX, MEB, MET, EDS-X et SAED. De plus, la coupe transversale du revétement de titanate de
sodium/ phosphate de calcium a été analysée par MEB/ EDS-X. Et ’adhésion du dépdt de phosphate de calcium au
substrat a été qualitativement estimée par nano-indenteur. La bioactivité in vitro du dépdt a été vérifiée par la méthode de
Kokubo utilisant la solution simulant le plasma sanguin (SBF). Et la cytotoxicité in vitro du dépdt a été vérifiée par le
test de viabilité cellulaire utilisant les ostéoblastes MG63.

Les résultats ont indiqué que le dépdt de phosphate de calcium est cytocompatible et bien lié au substrat. De plus, le
dépot de phosphate de calcium est stable en milieu physiologique (SBF) pour des durées d’immersion de 2 a 28 jours. La
croissance d’apatite sur la surface des dépdts a été observée apres 2 jours d’immersion dans SBF.

Mots-clés : Ti-6Al-4V, hydroxyapatite, sol-gel, couche mince, titanate de sodium

Résumé en anglais

Titanium and its alloys based biomaterials are more and more used for medical implants in reconstructing of failed tissue.
However to respond to the demand of orthopaedic and dental application, their surfaces have to be modified to increase
the osteointegration rate. In this study, the Ti-6Al-4V alloy surface was firstly mirror polished and treated by an acid
solution. Then, a thin film of sodium titanate was formed on its surface via an alkaline-heat treatment. Finally, a calcium
phosphate was coated on the sodium titanate layer by using the sol-gel technique or the autocatalytic route. By this
process, a bi-phase bioactive sodium titanate/calcium phosphate layer was created on the titanium substrate.

After coating, the morphology and the structure of calcium phosphate layer were analyzed by various methods such as
FTIR, Raman, XRD, SEM, TEM, EDS-X and SAED. Additionally, a cross-section view of sodium titanate/ calcium
phosphate layer was also realized by SEM/ EDS-X. And the adhesion of calcium phosphate layer onto the substrate was
verified qualitatively by nano-indenter. The in vitro bioactivity of calcium phosphate coated samples was tested by
Kokubo’s method using the simulated body fluid (SBF). The in vitro cytotoxicity of calcium phosphate coated samples
was estimated by cell viability assay using the osteoblasts MG63.

The results showed that the calcium phosphate coating is cytocompatible and strongly bonds to the substrate. In addition,
the calcium phosphate coating was stable in SBF for different soaking periods from 2 to 28 days. And the growth of
apatite on the calcium phosphate coated sample surface was identified after 2 days of immersion in SBF.

Key words: Ti-6Al-4V implant, hydroxyapatite, sol-gel, thin film, sodium titanate
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