-
©
| -
o
s
(@)
@)
©
D
©
(¢b)
(0p)
D
i
|_

JURY :

UNIVERSITE DE LIMOGES

ECOLE DOCTORALE Sciences et Ingénierie en Matériaux,
Mécanique, Energétique et Aéronautique (SI-MMEA)

UNITE DE RECHERCHE Science des Procédés Céramiques et
Traitements de Surface

These
pour obtenir le grade de
DOCTEUR DE L’UNIVERSITE DE LIMOGES

Discipline / Spécialité :
Matériaux Céramiques et Traitements de Surface
Présentée par

Zahi HIEZI

Soutenance prévue le 9 déecembre 2015

Biocéramiques phosphocalciques fonctionnalisées :
étude de la silanisation de surface

Thése dirigée par : Eric CHAMPION et Chantal DAMIA

Rapporteurs
M. Eric DEYDIER Maitre de Conférences HDR, Université de Toulouse

M. Jean-Christophe HORNEZ Maitre de Conférences HDR, Université de VValenciennes

Examinateurs

M. Jean-Michel BOULER Professeur — Université de Nantes

M. Vincent CHALEIX Professeur — Université de Limoges

M. Eric CHAMPION Professeur — Université de Limoges

Mme Chantal DAMIA Maitre de Conférences — Université de Limoges

Université
‘ de Limoges






Remerciements

Ce manuscrit est I’aboutissement de plusieurs années de recherches menées au sein du
Laboratoire Science des Procédés Céramiques et Traitements de Surface (SPCTS) au Centre
Européen de la Céramique (CEC) de I’Université de Limoges. Je tiens a remercier la Région

Limousin pour le financement de ces travaux de these.

Je voudrais tout d’abord remercier les membres de mon jury de thése pour avoir lu
attentivement ce manuscrit, émis des critiques constructives, écouté ma soutenance et m’avoir
décerné le titre de docteur, a savoir les deux rapporteurs M. Eric DEYDIER, Maitre de
Conférences HDR a I’Université de Toulouse et M. Jean-Christophe HORNEZ, Maitre de
Conférences HDR a I’Université de Valenciennes ainsi que les deux examinateurs M. Jean-
Michel BOULER, Professeur de I’Université de Nantes et M. Vincent CHALEIX, Professeur

de I’Université de Limoges.

Je tiens également & adresser mes remerciements a Monsieur Eric CHAMPION, Professeur de
I’Université de Limoges, pour avoir dirigé mes recherches et pour la confiance qu’il m’a
accordé tout au long de ces années de thése. Je souhaite remercier également Madame Chantal
DAMIA, Maitre de Conférences a 1’Université de Limoges, pour m’avoir co-encadré et guidé
lors de la réalisation de ce travail. Merci pour leur présence, leur soutien, leur rigueur

scientifique et leurs qualités humaines.

D’un point de vue technique et scientifique je ne pourrais omettre de remercier grandement
Evelyne Poli pour son aide dans les traitements des résultats, Etienne Laborde pour les
analyses XPS, Solange Degot pour les analyses TG-SM, Julie Cornette pour les analyses FT-
IR, Richard Mayet pour les analyses DRX et Pierre Carles pour les images MEB.

Mes remerciements vont également a tous ceux qui ont contribué par leurs discussions ou leur
participation a la réalisation de ce travail, et tout particulierement a Madame Chantal Damia,
Marie Lasgorceix, Eddy Nougier et Marie-Michéle Germaini. Je n’oublie pas mes collégues
céramistes, les anciens comme les nouveaux. Je n’ai pas assez de place ici pour les remercier

pour leur amitié et leurs conseils. Ces années resteront gravées dans ma mémoire.

Mes remerciements les plus vifs vont tout particuliérement a mes parents et mes sceurs (Zeina,

Mona, Najwa et Soha) qui ont joué évidemment un tres grand role dans cette these. Leurs



soutiens moraux et matériels m’ont ét¢ indispensables tout au long de mes années d’études.

J’espére que ce travail témoigne toute ma reconnaissance et mon estime a leur égard.

YA RAB






Sommaire

Sommaire

INTRODUCTION ..tiiimsumsusssssnsssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssnssnssssssssnsssssssssssssnssnsan 5
CHAPITRE I - SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE........ccoocsssmsmsnmsnmsnmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsans 7
1.1. Le tissu et les SUDSEITUES OSSEUX .....ueeiiiieiiiiiiieiiiiiiieiiiiee it as e s as e s as e s ane e ssssane e sasns 7
I T I o T U 0 F] T PPN 7
[.1.0.0. L@ MATFICE OSSEUSE ..evviieieiiiiiiiittieeeeeiitttetee e e e sttt e e e e eesauteteeeeesesasssbaaaeeeesesaasbataeeeesssanssnsaaanesssanssnsnes 8
[.1.2.2. LS COIIUIES OSSEUSES ......eeueieuiieieieieietieteeteete et sttt sttt et ettt sbeesbee s b e e b e eabesabesanesaeesaeeseeenseenseensens 9

1.1.2. Les substituts 0sseux d'origing NAtUIEIIE ........ccuuviieiiii e e e et e e ara e e e areeas 11
[.1.3. Les substituts 0SSEUX SYNTRETIGUES ........eiriiiiiiiiiieiieete ettt st ar e sbe e s ane e 12
[.1.3.1. Premiere génération : les biomatériaux iNErtes .......cceeveiriiieiieiiiieeee e 13
1.1.3.2. DEUXIEME ZENEIATION . .euveiiiiiieecciiiee et e e sttt e e ettt e e eetae e e staee e e ttaeeeetaaeesssaeaeastseeeenssseesassaeesansseeennes 14

a. Les biomatériaux bioactifs et biorésorbables ..o 14

b. Mécanisme d’intégration d’une céramique bioactiVve .........coceeeieiiiiiniiiiie e 17

c. Les limites de biomatériaux bioactifs et biorésorbables............ccoeiirieriiiinien e 19

1.1.3.3. Troisieme génération : les biomatériaux 0StEOINAUCTEUIS ......c.uviieeiiiiei it 19

1.2. Fonctionnalisation de SUrface.........cccveueiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiieere s sss e e ssse e e ssneeee 23
[.2.1. Les molécules biologiques d INTErEL........oouiiiiiiriiiiieee ettt sttt 23
1.2.1.1. Les séquences PeptidiqUESs RGD ........cccuiiciiiieeeiiiee e e e eeiteeeesteeeeestteeeseabeeeesatseseessseessseeeasnteeaeannes 23
1.2.1.2. Les protéines impliquées dans I'adhésion cellulaire........cc.ceeeveiriiiiniiiniieneeeeee e 25
[.2.1.3. Les faCteUIS 08 CrOISSANCES. .....eeviiieiiertee et st et sttt st e st e st e et e st e st e st e e saseesabeesaseesabeesaneesn 25

1.2.2. Les différentes voies de fonctionNalisSation ..........c.ccoieereeriiiiniinieeeeeee e 28
1.2.2.1. Fonctionnalisation par phySiSOrPLioN .......eiei i e e e et e e e e e e searanees 28
1.2.2.2. Fonctionnalisation par ChimiSOrpLioN .........cceeriiiie i e e e e e s ee e e nreeeeeanes 30
1.2.2.3. Fonctionnalisation par greffage covalent .............ooeiiiiieiiiiii e 32

1.3. Fonctionnalisation de surface par silanisation.......c.ceeeeciiiiieiieeccccirrr e e e e e enan s 33
[ R D =Y o T d o o e WU oW == oo 1Y - R 33
1.3.2. Réactivité chimique d’un OrganosSilane ........cec i e e e e 33
1.3.3. Parameétres influengant 12 SilaniSation ...........oocuiiiieiiiii i et e ettt e 36
1.3.3.1. Effet du pH et de |a Nature du SOIVANT........c.eiii e ee e e e e eaees 39



Sommaire

1.3.3.2. Effet de 1 tEMPEIatUIE ....ccoceeieeeieee ettt et e e et e e e e ete e e st e e e e s steeesennaeeesnseeeesnseeeeannes 41
1.3.3.3. Concentration de I'organosilane en SolUtION .........c.ceiiiiiiiiiiiiie e 42
1.3.3.4. Effet de la longueur de la chaine carbonée et du temps de silanisation...........ccceccevveviieeeeicieeenns 43
1.3.3.5. Fonctionnalité et nature des substituant OrganiqUES .........cceceuieeeeiieeeciiee e e 45
1:3.3.6. CONCIUSION nitiiiiiteeitee ettt ettt ettt e bt e st e et e st e e e bt e sa bt e eabeesabeeeaseesabeesnseesabeesnneess 46

1.3.4. Silanisation de la surface de phosphates de calcium en vue d’une fonctionnalisation thérapeutique .. 47

[0 B ofe T Vel (1 1Y RNt 56

CHAPITRE II - ELABORATION ET CARACTERISATION DES SUBSTRATS,

CARACTERISATION DES AGENTS DE GREFFAGE........coomnmmnnmsssssssssssssssssnnns 59
11.1. Elaboration des substrats phoSPhoCalCIQUES .........eeeeeeeeememeemmeemnmnenmmmnnemmmimenemsssssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssss 59
I1.L1.1. ’hydroxyapatite phoSPhOCAlCIGQUE.......ccocuiiee ettt et e e tte e e et ee e e sata e e e eere e e eeanaeas 59
11.1.1.1. Données cristallographiques et SUDSTITUTIONS ........cccviiiiiiieiciiiie e e 59
[1.1.1.2. L'hydroxyapatite SIlCATEE .....c.eeiiiieieeee ettt st s s s eeanee s 61
[1.1.2. EIQboration des SUDSTIATS ...cc.ueiiiiiiieiiieetee sttt sttt sbe e st sat e s aneesne e e saneesaees 62
[1.1.2.1. SYNThESE AES POUAIES.....oeiiiiiieeeiieeeeitee ettt e e ettt e e e et e e e stae e e e tbaeeeettaeessbeeaeastseesessaeessssaeeasnsseeennes 62
[1.1.2.2. Mise €N fOorme des SUDSTIAtS .......coiiiiiiiiiiieiiee ettt sttt s e e s 65

11.2. Techniques de CaracteriSation ...........eeeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeeeemeeeeeeessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 65
[1.2.1. Caractérisations PhySiCO-ChIMIQUES .......ccuiiiiiiiie ettt e e et e e e e tte e e eabae e e sabaeeeensraeeeennaeas 65
11.2.1.1. Analyse par SpPectroSCOPIE INFFArOUEE .......cuueeeeiiieeeeiiee ettt et e eette e e ere e e e sttr e e e estteeessavaeesentseeennnns 65
[1.2.1.2. Analyse qualitative par diffraction des rayons X .......ccoceeriieriieniiieeiee et 66
11.2.1.3. Affinement des parametres de Maille .......cc.ceveviiii e e 66
11.2.1.4. Analyse par spectroscopie de PhotOEIECIIONS X .....cc.uviiiiiiiieeciiie ettt eree e e tre e e 67
[1.2.1.5. ANGlYSES BlEMENTAINES ...uveiiieeieeeiiiee ettt cctee e et e e ee e e sttt e e e st eeessaeeessabeeeessteeeesseneesnnseeeasnsseeeanns 67
11.2.1.6. Microscopie électronique @ Dalayage ........ccveviiiiiiieiiii e 68
11.2.1.7. MicroSCOpie @ fOrCe atOMIQUE .......iiiiciiee e ettt e ettt e e et e e e e tte e e s etbe e e e s tbaeeeesbeeesareeeessteeaennnes 68
11.2.1.8. Analyse de 'angle d@ CONTACT .......uviiiciiii ettt e e e e e s tta e e e ette e e eareeeesatbeaeennes 69
[1.2.2. ANQIYSES thEIMIQUES ..ottt ettt e st e st st e sat e e sab e e bt e e sabeesaeeesateebeeesnneenneas 69
11.2.3. Caracterisations PRYSIQUES ......ccuiii ittt ettt e et e e e ette e e ettt e e e sabaeeeeateeessbaaesebseeeanntaeeennsenas 70
11.2.3.1. Détermination de la masse volumique des POUAIES .......cc.eeieciiiieeiiie ettt e e e 70
11.2.3.2. Mesure de SUrface SPECITIQUE........uiiiieiei ettt e e e e e s e e e e nee e e snreeeesnraeeenanes 71
11.2.3.3. ANalyse ranuUlIOMELIIQUE .......ceeeiuiiieieiee e cee e e e et s e e et e e e stee e e st e e e e ssteeesensaeeesnseeeesnseeeennnes 71
11.2.3.4. Mesure du potentiel Z&ta par ZETAMEALIIE. ........ccuiii ettt e e et e e e vee e e e treaeeanes 72
11.2.3.5. Mesure de densité et détermination du taux de densification .........cccccocerenieniiiiecincinceeee 72

11.3. Caractérisation des SUBSLIats .......ccccveiieiiiiiiiiiiiienii e 72
[1.3.1. Pureté des poudres SYNTETISEES .........coocuiiiiiiiie ettt et e e et e e e ette e e et eee e s baeeeenraeeeeaneeas 72
[1.3.1.1. Analyse des phases SECONUAINES ..........uuiiiiiiiieiiiieee e e ee s e e e e e srbarr e e e e e e seatbeaeeeaeesennnannes 73



Sommaire

11.3.1.2. Evaluation des parametres de maille par affinement Rietveld ............ccoveeeviiieiecciee e 74
[1.3.1.3. Caractérisation par spectroscopie iNfrarOUEE .......c.c.eieviiiiieiiieiiieeee e 77

I T 0 Y 1YY =N el o1 o o [OOSRt 78
11.3.2. Caractérisation des substrats PUIVEIUIENTS ........ccocuiiiiiiiiee e e e e e era e e 79
[1.3.2.1. COMPOSItION AES POUAIES ..ccuviiiiiiiiieitie ettt ettt ettt ettt s e st e st e e s bt e sabeeeabeesabeesaneens 79
[1.3.2.2. Caractérisations physiques deS POUTIES .....c.c.eiiiuiiriiieiieriee ettt st s enee s 82
11.3.3. Caractérisation des PAStillesS.........iiicciiiiiiee e et e e st e e e te e e st ae e e s atb e e e enraeeeanneeas 84
[1.3.3.1. COMPOSItion des PASHIllES ..ccouiieiiieieeee e bbb 84
[1.3.3.2. Caractérisations physiques des pastilles ..........cooeiriiiiiiniii e 86
I1.3.4. Détermination de la densité de sites X-OH accessibles a la surface des substrats .........ccocceeceeveeneennene 88
11.4. Caractérisation des organosilanes ULIliISES ..........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeesssssssssssssnnnns 90
[1.4.1. Propriétés biologiques des 0rganoSilanes.......ccuuiiiiiiriieiieiniie ettt 90
[1.4.2. Caractérisation des OrganOSIANES. ........eiiiiiiiiiriieiieeeee ettt sttt ettt e et esateebe e e saneenaees 92
11.4.2.1. Analyse par SpPectroSCOPIE INFrArOUEE .......cuueeeeiiieeeeiiee e ciiee e et e eeite e e eere e e e sta e e e eesteeessaraeeeensaeeeennns 92
[1.4.2.2. Analyse thermogravimétrique couplée a la spectrométrie de Masse ......c.cccevvveerveeeriieeniieeriieenneen. 95

LR oe T4 T T T 104

CHAPITRE III - ETUDE DU GREFFAGE DES ORGANOSILANES A LA SURFACE DES

Y 30 I U 107
[0 B o o] o Yol [0 o0 Y i V- YRS 107
e ¥ T Yo [ o o 1< =1 o 11 PSSRt 108
[1.1.2. Evaluation du taux de recouvrement des SiteS ........cccovveriiriiriiiiiiiieeeeee e 110
111.2. Mode de greffage et qUANTIfiCatioN ..........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeennsnnsnnnannnns 111
[11.2.1. Morphologie des poudres apres Breffage ..o i e e e e 112
[11.2.2. Mise en évidence de la présence des 0rganosilanes........cccocueeeeeiiiieriiereciiee e see e e 114
[11.2.2.1. Analyse par spectroSCOPIE INFrAarOUEE .........eeeeiuiieeeiiee et ettt eeere e et e e e str e e e e tre e e e aaeeesareaeens 114
[11.2.2.2. Analyse des poudres par spectroscopie de photoélectrons X........cccceeeceeeeiciieeeeiiieeeecieee e 116

I oYU Lo =T o To T o I =4 =Y i <= SRS 116

D, POUAIES BIreffeS ... . vt e et e e et e e e et e e e s bbe e e e tteeeseabbaeeetbaeeeaataeeeannes 121

[11.2.3. Détermination du mode de greffage des 0rganosilanes...........ccccuviieeiiiiiciiiec e 131
[11.2.3.1. Analyse XPS sur pastilles GreffEes. ... e 131
[11.2.3.2. Analyse thermogravimétrique couplée a la spectrométrie de Masse.........cccceeeevvveevecvereriveeenn. 134

Q. POUAIES NON GreffEeS ...ci ittt e e e et e e et e e e e eata e e e ebaee e e ataeeeeasaeeessreeeans 134

. POUAIES GIreff@S .. ittt e e et e e s et e e e s ta e e e e ate e e eeaseeeeenaeeeennreeenannes 138

[11.2.4. Estimation de la quantité d’organosilane greffée ... 153
[11.2.4.1. Analyse thermogravimétrique couplée a la spectrométrie de Masse........cccceeeeevveeecciieeeecineennn. 153
[11.2.4.2. Analyse élémMentaire dU CArbONE......c.uii ittt e e et e e e et e e e e ate e e eeaaeaesbaeaans 154



Sommaire

[11.2.5. DISCUSSION ...ttt ettt ettt e e e et e e e e s e e e e e e s e mn e e e e e e e s e s s r e e e e e e e eesamnnaneeeeeeesannnneneeesesaannnnne 159
11l.3. Caractérisation des substrats greffés : répartition spatiale des organosilanes.............cceeevvuuereerriiinnnee 163

[11.3.1. Microscopie a force atomiqUE (AFM) .......euieiiiiieeeiee et e et e e e eee e e s ta e e e sate e e esataeeesnsaeeesnteeesnnnns 163

[1.3.2. Etude de I'énergie de surface (ys) par analyse de I'angle de contact........c.cceeeeverieriinieencencenieees 170
114, CONCIUSTON..ccceviereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 181
CONCLUSION GENERALE ......coioiitiminisnmsmssnissssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssnsssassnsssnssasssnsnssnns 183
BIBLIOGRAPHIE ... ccrsccrssssscssssssssssssssssmssssssnssmsssnssmssssssmssnssnsssmssss ssnssasssnssmssnsssnssnssnnssmsnn 185
Annexe 1. Calcium nitrate tetrahydrate ..........ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenseessssssssssssssssssssssssssssssssnnnns 203
Annexe 2. di-Ammonium hydrogen orthophosphate. ............eeeeeeeeeeeeenneennennnnnneeeeeeesessssssssssssase. 204
Annexe 3. Tl I = - Lol 7 1 PN 205
Annexe 4. AMMONIA SOIULION ...eeeeeiiiiiiiiiieerttiiiiiisnerests s ssnsseesssesssssssnssesssssssssssnssesssssssssssnnssasssssssssnns 206
Annexe 5. (3-AmMiINopropyl)triethOXySilane ..........ceeeeiiiiieiiiceeeiiiiecccrerreeee e e s snnsee e e s e s s s snnnnenns 207
Annexe 6. 3-Ethoxydimethylsilylpropylamine ...........ceeeeeeeeeeeeeeneeeennnmnnneenennnesneeessssssssssssssssssssssssssssssssssses 208
Annexe 7. 3-Aminopropyl(diethoxy)methylsilane............eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeannanee 209
Annexe 8. Liste des abréviations..........cciiiiiiiieeeiiiiiiniiiiniiniierrrc s aass e s 210
TABLE DES ILLUSTRATIONS ... iciiiimcnmissmmsscsssmsssmsssssessssssssssssssssssasssnssssssssnsssmsssasssasssasssnnens 211
TABLE DES TABLEAUX ... coioiiiminiemssnssemsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssasssnssassnssssssssssnssasans 215



Introduction

Introduction

Le tissu osseux a deux fonctions principales, 1’une structurelle (structure corporelle,
protection des organes internes, mouvement) et 1’autre métabolique (stock de sels minéraux,
métabolisme phosphocalcique, formation des cellules sanguines). Il a la capacité a se
renouveler par le phénomeéne du remodelage osseux. Ce processus physiologique assure le
renouvellement du tissu osseux par la résorption de 1’0s ancien et son remplacement par une
quantité équivalente de matrice osseuse nouvellement minéralisée. Dans certains cas, le
remodelage osseux peut étre limité et la quantité régénérée est insuffisante pour combler une
zone lésée et réparer les traumatismes, 1’apport d’un substitut osseux est donc nécessaire. Les
substituts osseux naturels (autogreffe, allogreffe et xénogreffe) présentent différents
inconvénients : douleurs résiduelles, transmission des maladies, problémes éthiques et
sociaux. C’est pour ces raisons que les substituts osseux synthétiques se sont largement

répandus au cours de ces dernieres années.

Parmi les biomatériaux, les céramiques a base de phosphate de calcium comme
I’hydroxyapatite (HA, Caio(PO4)s(OH),) sont largement employées car elles présentent une
composition chimique et une structure proche de la phase minérale osseuse [1].
L’hydroxyapatite particllement substituée par des groupements silicates (SiHA,
Ca10(PO4)6-x(Si04)x(OH),.x) est actuellement étudiée. Sa bioactivité serait améliorée par
I’incorporation de silicium dans sa structure cristalline [2], ce dernier jouant un réle important
dans la solidité, la formation et la calcification des tissus osseux [3, 4]. Ces hydroxyapatites
sont parfaitement biocompatibles et permettent de restaurer un capital osseux compromis ou
de favoriser la colonisation osseuse dans des situations cliniques tres diverses. Les
biocéramiques en HA et en SiHA sont ostéoconductrices, ¢’est-a-dire qu’elles possedent la
capacité de favoriser la croissance osseuse lorsqu’elles sont au contact d’un os [5, 6].
Cependant, ces biocéramiques ne sont pas ostéoinductrices, c’est-a dire qu’elles ne sont pas
capables d’initier le phénoméne de reconstruction osseuse sans contact direct avec 1’os. Leur
utilisation dans le cas des larges pertes osseuses, dans lesquelles le contact os-matériau ne se

fait qu’aux extrémités de la zone a reconstruire, est de ce fait limitée.



Introduction

C’est pour cette raison que les recherches actuelles portent sur une nouvelle génération de
biomatériaux capables de favoriser la croissance osseuse dans un large volume. On peut
distinguer deux grandes approches concernant la recherche et le développement de ces
matériaux : d’une part, associer a des matériaux, des cellules progénitrices issues du patient
permettant leur différenciation ostéoblastique (i.e. matériaux hybrides), et d’autre part
fonctionnaliser la surface de biocéramiques par des molécules biologiquement impliquées

dans le processus de formation osseuse (peptide, proteine, facteur de croissance, etc.).

La présente étude s’inscrit dans ce contexte de développement d’une nouvelle génération de
biocéramiques aux performances accrues, ayant la faculté d’induire la formation osseuse sans
étre en contact avec de 1’os existant. Plus spécifiquement, ce mémoire porte sur le greffage
covalent de molécules organosilanes a la surface de substrats en HA et SiHA pour une future
immobilisation de biomolécules ostéogenes et angiogenes. Le greffage covalent doit
permettre de limiter I’encombrement stérique des molécules biologiques et d’en contréler la

densité et le relargage en milieu biologique.

Ce manuscrit se compose de trois chapitres. Dans le premier chapitre, les bases
bibliographiques nécessaires a la compréhension de I’étude sont rappelées. Tout d’abord, la
composition du tissu osseux ainsi que les différentes générations de substituts osseux sont
exposées. Puis, les molécules biologiques d’intérét pour 1’amélioration des propriétés
ostéoinductrices ainsi que les différentes voies de fonctionnalisation de la surface d’un

substrat sont présentées.

Le deuxiéme chapitre est consacré aux propriétés de 1’hydroxyapatite phosphocalcique ainsi
qu'aux différentes substitutions chimiques dont elle peut étre le siege. Les techniques de
caractérisation mises en ceuvre tout au long de ce travail font 1’objet de la deuxiéme partie de
ce chapitre. La troisieme partie est consacrée a la caractérisation des poudres et des pastilles
en HA et SiHA utilisées comme substrats. Enfin, dans la derniére partie de ce chapitre, les

organosilanes utilisés comme agents de greffage sont présentés et caractériseés.

Le troisieme et dernier chapitre est dédié a 1’étude du greffage, a la surface des substrats en
HA et SiHA, de molécules d’organosilanes ayant des fonctionnalités différentes. L’influence
de la fonctionnalité des organosilanes et de la présence du silicium dans la structure apatite

sur la nature et le mode de greffage est discutée au cours de ce chapitre.



Chapitre I - Synthese bibliographique

Chapitre | - Synthese bibliographique

Le chapitre bibliographique est divisé en trois parties. Les constituants du tissu osseux ainsi
que les différentes générations de substituts osseux sont exposés dans une premiére partie. La
deuxiéme partie est consacree, d'une part, aux molécules biologiques impliquées dans les
processus de repousse osseuse et susceptibles de conférer des propriétés ostéoinductives aux
biomatériaux, et d'autre part, aux techniques de fonctionnalisation de surface de ces
biomatériaux. La derniere partie de cette synthese bibliographique, se focalise sur la

fonctionnalisation covalente de la surface d’un substrat par silanisation.

I.1. Le tissu et les substituts osseux

1.1.1. Le tissu 0sseux

Le tissu osseux assure plusieurs fonctions. Sa premiere fonction est mécanique, les os jouant
un rdle important dans le soutien du corps et la protection des organes. Sa deuxiéme fonction
est une fonction métabolique. En effet, il permet de stocker les sels minéraux et de contrdler
le métabolisme phosphocalcique c'est-a-dire de réguler les concentrations en ions calcium et
en ions phosphate dans l'organisme. Enfin, sa derniére fonction est hématopoiétique. Les
cellules de la moelle osseuses fournissent un support structural et fonctionnel aux processus

de renouvellement des cellules sanguines (hématopoiése).

Le tissu osseux est un tissu conjonctif constitué d'une matrice extracellulaire organo-minérale

et de cellules osseuses (ostéoblastes, ostéocytes et ostéoclastes) (Figure I-1).
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Figure I-1 : Schéma du tissu osseux [7]

1.1.1.1. La matrice osseuse

La matrice osseuse est formée d'une phase minérale et d'une phase organique. La phase
minérale représente 70% du poids de I’os sec, elle est constituée de cristaux d’hydroxyapatite
présents sous forme périodique le long des fibres de collagene. Legros [8] a proposé une

formule chimique approchée de cette phase minérale :

Cag 317 (PO4)43(CO3, HPOy)1 7 (OH)o30; 7 avec [ =lacune
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Cette formule décrit la phase minérale osseuse comme une hydroxyapatite déficitaire en
calcium, polysubstituée par des groupements hydrogénophosphonates (HPO,*) et carbonates
(CO35%). D’autres éléments minéraux peuvent étre présents dans I’os comme les ions chlorure,
sodium, silicium et magnésium. La phase organique est formée de 90% de collagene de
type I. Ces fibres de collagéne assurent la flexibilité de I’os alors que le minéral, qui se depose
a leur surface et entre elles, est responsable de la rigidité de tissu. L’arrangement des fibres
dépend de leur emplacement dans 1’0s. La phase organique comprend également plusieurs
protéines non collagéniques comme 1’ostéocalcine, 1’ostéopontine ou encore 1’ostéonectine.
Ces protéines ainsi que les facteurs de croissance secrétés par les cellules ostéoblastiques,
jouent un role important dans la minéralisation de la matrice osseuse et dans la régulation du

remodelage du tissu osseux [9].

1.1.1.2. Les cellules osseuses

On distingue deux types des cellules osseuses : les cellules ostéoblastiques (préostéoblastes,
ostéocytes et ostéoblastes matures) qui contribuent a la formation osseuse et les cellules

ostéoclastiques responsables de la résorption osseuse (Figure 1-2).

Les cellules ostéoblastiques sont des cellules mononuclées de 20 a 50 ym ayant comme
origine les cellules progénitrices mésenchymateuses de la moelle osseuse. La fonction

principale de ces cellules est de synthétiser et minéraliser la matrice osseuse.

Les ostéoclastes sont de grandes cellules (100 pm) plurinucléées qui interviennent dans la
dégradation de la matrice osseuse. Ces cellules ont pour origine les cellules souches
hématopoiétiques présentes dans la moelle osseuse qui sont capables de se différencier en
monocytes et en macrophages [10]. Ces cellules sécrétent des ions H* et des enzymes

spécifiques permettant de dissoudre la matiere minérale de cette matrice osseuse.



Chapitre I - Synthese bibliographique

ostéoblaste

matrice osseuse

lysosomes et
vacuoles de
sécrétion

Figure 1-2 : La matrice et les cellules osseuses [11]

Les cellules ostéoblastiques et ostéoclastiques interviennent au cours du phénoméne de
remodelage osseux. Ce processus permet de substituer 1’0s ancien aux propriétés mécaniques
dégradées par du nouveau tissu osseux et d’assurer la réparation des traumatismes [12]. Ce
cycle de remodelage, illustré a la Figure 1-3, est divisé en quatre étapes distinctes : la phase
d’activation, la phase de résorption, la phase d’inversion et la phase de reconstruction.
Pendant la phase d’activation, la surface osseuse est recouverte par des cellules bordantes qui
se transforment en précurseurs mononucléés des ostéoclastes. Ensuite, les ostéoclastes activés
résorbent 1’0s ancien durant la phase de résorption. Quand les ostéoclastes ont fini de creuser
une lacune, ils meurent par apoptose (mort cellulaire programmeée) et sont remplacés par des
macrophages qui lissent le fond de la lacune (phase d’inversion). Enfin, lors de la phase de

reconstruction, les cellules ostéoblastiques synthétisent la nouvelle trame osseuse.

10
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Figure 1-3 : Hlustration du cycle de remodelage osseux et role des ostéoblastes et ostéoclastes durant ce
processus [13]

1.1.2. Les substituts osseux d'origine naturelle

La substitution osseuse la plus évidente consiste a remplacer I’os déficient par un autre. Le
substitut osseux peut alors provenir du patient lui-méme (autogreffe), d’un autre individu

(allogreffe) ou d’animaux (xénogreffe).

L’avantage principal de l’autogreffe, qui reste aujourd’hui le standard en matiere de
substitution osseuse, est I’absence de risque de rejet. Ce type de greffe est le plus adapté pour
la reconstruction des pertes osseuses car I'implant est biocompatible et posséde des propriétés
d’ostéoconduction et d’ostéoinduction [14] ce qui permet de favoriser 1’ostéogénése, i.e. le
processus d’élaboration du tissu osseux par les cellules ostéoblastes. Cependant, I’autogreffe
nécessite deux interventions chirurgicales, la premiere pour le prélevement osseux et la
seconde pour la greffe osseuse. Cette contrainte allonge la durée de I’intervention
chirurgicale, augmente les pertes sanguines et les risques infectieux. De plus, le préléevement

de greffe peut étre accompagné de douleurs résiduelles [15, 16]. Enfin, la réalisation d’une

11
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autogreffe est limitee par la quantité de greffon car seul un petit prélevement, sur le patient,

est toléré.

L’allogreffe présente 1’avantage de diminuer la durée de I’intervention chirurgicale car elle ne
nécessite qu'un seul site opératoire. Bien que de nombreuses précautions soient prises, les

allogreffes posent des problemes de compatibilite immunitaire et de rejet.

La plupart des xénogreffes sont réalisées a partir d’os bovin du fait de ses propriétés proches
de celles de 1’os humain. Le principal avantage est d’accroitre la réserve d’organes et de tissus
disponibles pour les greffes. L’os spongicux bovin posséde la propriété passive de favoriser la
reconstruction osseuse (ostéoconduction). Cependant, les risques de transmission de virus et
d’agents transmissibles non conventionnels (prion par exemple) ont considérablement

diminué leur emploi [17].

Les matériaux synthétiques ne montrent aucun risque immunologique ou de transmission
d’agents pathogénes (conventionnels ou non). lls nécessitent un seul site opératoire, sont
disponibles en quantité non limitée et ont un codt contrlé. C’est pour ces raisons que les
recherches se sont concentrees ces 60 derniéres années sur I'élaboration de substituts osseux

synthétiques performants.
1.1.3. Les substituts osseux synthétiques

L’utilisation de matériaux de substitution osseuse augmente continuellement en chirurgie
orthopédique, cranio-maxillofaciale et reconstructrice [18] due a un vieillissement global de la
population mondiale [19], de la fréquence des maladies osseuses et des accidents.

La définition d’un biomatériau a été proposee lors du congres de la société européenne des
biomatériaux en 1986 a Chester. Les biomatériaux sont des matériaux non vivants congus et
utilisés dans un dispositif médical destiné a interagir avec les systemes biologiques. Ces
matériaux, lorsqu’ils sont appliqués a la substitution osseuse, devront étre capables de
présenter des liaisons avec I’os environnant et de favoriser sa croissance. Cependant, leur
implantation présuppose qu’ils ne soient pas altérés par les fluides corporels ou par les
mécanismes de défenses immunitaires de 1’organisme. IIs doivent étre biocompatibles, i.e. ne

pas avoir d’effet toxique ou provoquer de réaction inflammatoire aprés implantation [20].

12
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Les substituts osseux synthétiques ont connu des évolutions au cours du temps en termes de
nature et de propriétés (Figure 1-4). Entre les années 1960 et 1970, une premiere génération
des biomatériaux inertes (métaux, céramiques et polymeéres bioinertes) est développeée.
L’amélioration de la biointégration de I’implant 0sseux a conduit a partir des années 1980 a
une deuxieme génération de substituts osseux dits bioactifs et biodégradables. Au cours des
derniéres années, les recherches portent sur le développement d’une troisiéme génération de
biomatériaux favorisant ’intégration de I’'implant et la régénération osseuse. Ce sont les
biomatériaux ostéoinducteurs qui sont capables d’induire I’ostéogenése dans un site

extra-osseux [21, 22].

Antiquité — XX*™ sigcle 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020
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Figure 1-4 : Evolution chronologique des générations des substituts osseux synthétiques (D’aprés Jacquart

[23])

1.1.3.1. Premiére génération : les biomatériaux inertes

Les biomatériaux inertes sont des matériaux qui induisent une réponse immunitaire minimale
lorsqu’ils sont implantés dans un tissu osseux [22]. Ces biomatériaux n’ont aucun effet nocif
apparent, ils restent chimiquement stables méme aprés plusieurs années d’implantation. Le
choix et I’utilisation de ces biomatériaux inertes dépendent principalement de leurs propriétés

mécaniques.

Les premiers biomatériaux inertes utilisés pour des applications orthopédiques au cours du
vingtiéme siecle, sont les aciers inoxydables. Le premier essai réussi de substitution totale
d’une prothése de hanche a été réalisé par Charnley a la fin des années 1950 [24]. 1l s’agissait
d’une prothése cimentée avec une tige en acier inoxydable. Aujourd'hui, 1’acier inoxydable
AISI 316L est utilisé en tant que matériel d’ostéosynthése. D'autres alliages métalliques sont
devenus des matériaux de grand intérét dans le domaine biomédical en raison de leur
résistance a la corrosion supérieure a celle des aciers. Les alliages a base de titane (Ti6AlI4V)
ainsi que les alliages de Co-Cr-Mo sont largement utilisés comme implants : prothéses de la

hanche, de genoux, vis et chevilles pour la fixation de I’os, implants dentaires [25].
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Le biomatériau céramique inerte de premiére genération le plus couramment employé est
I’alumine. Elle est utilisée depuis environ 40 ans en orthopédie articulaire en raison de son
faible coefficient de frottement. C’est une alternative de choix aux métaux pour 1’élaboration

de tétes fémorales et de cotyles de protheses de hanches [26].

Les biomatériaux polymeres de premiére génération sont : le polyméthacrylate de méthylee
(PMMA), le polyéthyléne (PE) et le polyetheréthercétone (PEEK). Le PMMA est utilisé
comme ciment de jonction pour la fixation de prothéses. Le PE est employé pour les prothéses

articulaires (cupule) et le PEEK en chirurgie vertébrale (cages intervertébrales).

Les fibres de carbone sont utilisées en orthopédie comme renforts des matériaux polymeres de
premiere génération (cas du PEEK). Ces matériaux composites ont montré de bons résultats
en chirurgie de la colonne vertébrale [27].

1.1.3.2. Deuxieme génération

a. Les biomatériaux bioactifs et biorésorbables

Les matériaux appartenant a la deuxieme génération sont caractérisés par leur capacité a
provoquer une réponse biologique spécifique conduisant a la formation d’une liaison entre le
tissu osseux et le matériau (bioactivité) [28] mais aussi par leur aptitude a subir une
dégradation progressive (biorésorbabilité). La bioactivité et la biorésorbabilité dépendent des
propriétés chimiques et physico-chimiques du matériau.

Un matériau bioactif crée un environnement compatible avec la croissance o0sseuse
(ostéogenése). Il a la capacité d’interagir avec ’interface de minéralisation en créant une
liaison naturelle entre les matiéres vivantes et non-vivantes. Le niveau de bioactivité d’un
matériau peut étre lié au temps nécessaire pour que 50% de I’interface du matériau forme une
liaison avec le tissu osseux. La bioactivité relative ainsi que les temps de formation de la
liaison os-implant pour différents types de biomatériaux bioactifs (verres, vitrocéramiques et
biocéramiques a base de phosphate de calcium) sont présentes sur la Figure 1-5. Tous les
résultats obtenus lors d’essais in vitro et in vivo montrent que la caractéristique commune des
matériaux bioactifs est la formation d’une couche d’apatite carbonatée biologiquement active

a la surface de I’implant.
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Figure 1-5 : Spectres de bioactivité des différents implants biocéramiques : (a) Bioactivité relative et (b)
Temps de la formation d’une liaison entre ’os et la surface de ’implant [(A) 45S5 Bioglass®, (B) Minal3
Ceravital®, (C) 5554.3 Bioglass®, (D) A/W glass-ceramic, (E) HA, (F) KGy213 Ceravital®] [29]

En 1994, une hypothése a été proposée [30], aboutissant au classement des matériaux
bioactifs en deux catégories : les matériaux ostéoproductifs (classe A) et les matériaux
ostéoconducteurs (classe B). L’ostéoproduction représente le processus par lequel une surface
bioactive est colonisée par des cellules souches ostéogéniques libres dans 1’environnement de
I’anomalie suite a une intervention chirurgicale [31]. La bioactivité de classe A se produit
lorsqu’un matériau provoque a la fois une réponse intracellulaire et extracellulaire a son
interface. Les matériaux bioactifs de classe A peuvent se lier a I’os et aux tissus mous. Un
matériau ostéoconducteur (classe B) offre simplement une interface biocompatible le long de
la partie en contact avec le tissu osseux. La bioactivité ostéoconductrice se produit lorsque le

matériau provoque seulement une réponse extracellulaire a son interface [32].

Les verres bioactifs ont été découverts par Larry Hench en 1969 [33]. Ils possedent des
propriétés mécaniques faibles mais leur biocompatibilité les rend adaptés a la réparation de
défauts osseux dans les zones du corps non soumises a de fortes contraintes mécaniques. Le
Bioglass® 4555 (45%m SiO,, 24,5%m CaO, 24,5%m Na,O et 6%m P,0s) a été le premier
verre bioactif développé. Par la suite, de nombreux autres verres ou vitrocéramiques ont été
développés. Les bioactivités du Bioglass® 5554.3 (55%m SiO,, 6%m P,0s, 19,5%m CaO,
19,5%m Na,O, 2,5% m MgO), du KGy213 Ceravital® (38%m SiO,, 13,5%m Ca(POs),,
31%m CaO, 4%m Na,O, 7%m Al,O3;, 5,5%m Ta,0s, 1%m TiOy), du cerabone® A/W
(34,2%m SiO,, 16,3%m P,0s, 44,9%m CaO, 4,6%m MgO), et du Minal3 Ceravital® (46%m
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Si0,, 16%m Ca(POs),, 33%m CaO, 5%m MgO) sont presentés sur la Figure 1-5. Ce sont des
biomatériaux de classe A [29].

Les biocéramiques a base de phosphates de calcium (CaP) constituent, a I’heure actuelle, des
substituts osseux de choix en chirurgie orthopédique et maxillo-faciale. Leur composition
chimique est tres proche de la phase minérale osseuse [1]. De ce fait, elles n’induisent pas de
réactions d’inflammation, ne présentent aucune toxicité biologique [34] et sont
biocompatibles. Les biocéramiques phosphocalciques peuvent accueillir & leur surface des
précurseurs ostéoblastiques, qui migrent depuis la moelle osseuse, et assurer leur prolifération
puis leur différenciation en ostéoblastes. Suivant les compositions chimiques, ces
biocéramiques peuvent étre biorésorbables, c'est-a-dire que le matériau sera résorbé et
remplacé par un tissu vivant aprés quelques mois d’implantation. La famille des
biocéramiques phosphocalciques regroupe de nombreux substituts osseux tels que:
I’hydroxyapatite (HA, de formule Ca;o(PO4)s(OH), et de rapport atomique Ca/P = 10/6), le
phosphate tricalcique (TCP, de formule Cas(PO,),, sous la forme o ou B et de rapport
atomique Ca/P = 3/2) ou les céramiques biphasées (BCP pour biphasic calcium phosphate,
association de HA et B-TCP) [32, 35]. Ces biocéramiques sont souvent utilisées sous forme
d’implants poreux dont la porosité est recolonisée par des tissus osseux néoformés.
L’interconnexion entre les pores est un paramétre important car c’est elle qui régit la
colonisation des implants [36, 37]. Pour assurer une bonne circulation des fluides biologiques,
le diameétre des interconnexions doit étre situé entre 20 et 80 pum [38] et la taille des

macropores doit étre comprise entre 150 et 500 pm [39].

L’hydroxyapatite steechiométrique (HA) est un matériau non résorbable et bioactif. Elle
permet I’obtention d’une interface tissu osseux/implant stable par précipitation, a sa surface et
au contact des fluides biologiques, d'une couche d’apatite biologique similaire au minéral
osseux [40]. Ces réactions donnent lieu a la formation de liaisons biochimiques fortes entre
I’implant et le tissu osseux [29]. Elle est également ostéoconductrice, car elle a la capacité de
promouvoir une croissance osseuse lorsqu’elle est au contact d’un os. En ce sens, elle

présente une bioactivité de classe B [29].

Les phosphates tricalcique sous la forme o ou B (a-TCP ou B-TCP) sont également bioactifs
et ostéoconducteurs. Mais, ils présentent une solubilité beaucoup plus importante que celle de
I’HA et sont donc plus résorbables [41]. De maniére générale, la solubilité des phosphates de
calcium augmente lorsque le rapport atomique Ca/P du composé diminue [42]. Leurs produits
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de dégradation (calcium, phosphate) sont complétement assimilables par I’organisme et
participent & la reconstruction osseuse. La dégradation interne du matériau aprés implantation,
permet le remplacement de la céramique par de 1’os néoformé. Mais, cette résorbabilité doit
étre contrélée afin d’éviter la perte de I’intégrité de la structure du matériau céramique

laguelle influence la capacité du matériau a supporter la reconstruction osseuse.

La combinaison d’HA et de 3-TCP dans des proportions variables pour former les céramiques
mixtes de BCP a pour objectif principal de contrdler la vitesse de résorption du matériau et la
colonisation osseuse [43]. Ces céramiques mixtes présentent une résorbabilité intermédiaire a
celle de ’'HA et du B-TCP et sont capables d’étre dégradées entiérement pour étre remplacées
par de la matrice osseuse. Les travaux effectués par Wilson et al. [44] ont montré que le
potentiel ostéoconducteur d’un implant est déterminé par la bioactivité de la céramique reliée
a sa vitesse de dissolution. Ces travaux sont portés sur 1’étude de I’influence de la
composition et de la microporosité sur le potentiel ostéoconducteur de biocéramiques
phosphocalciques. Les auteurs ont étudié la formation de 1’os aprés implantation dans le
rachis lombaire de chévres pour des échantillons d’HA, de B-TCP et de BCP (HA/B-TCP :
80/20) frittés a températures variables et ayant des microporosités différentes. Les résultats
ont permis de classer les céramiques suivant leur potentiel ostéoconducteur : BCP frittées a
faible (1150°C) et moyenne (1200°C) température = B-TCP > HA frittée a faible température
(1150°C) > BCP frittée a haute température (1300°C) > HA frittée & haute température
(1250°C).

b. Mécanisme d’intégration d’une céramique bioactive

Le mécanisme d’intégration d’une céramique bioactive par les fluides biologiques en site
osseux (Figure 1-6) est similaire au mécanisme de substitution d’un os ancien par du tissu
osseux néoformé. Tout comme le remodelage osseux, ce mécanisme fait intervenir les cellules

ostéoblastiques ainsi que les cellules ostéoclastiques.
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Figure 1-6 : Schéma des événements ayant lieu a I’interface entre une céramique bioactive et le
fluide biologique entourant [45]
Dans un premier temps, un équilibre chimique s'établit entre la surface de I’implant et les
fluides biologiques aboutissant a une dissolution partielle de la surface de I’implant (1). Cet
équilibre chimique induit la formation, a la surface de I’'implant, d’une couche d’apatite
carbonatée de structure chimique similaire a celle de la phase minérale de 1’os (2). Des
échanges ioniques s'établissent alors a I’interface implant/couche d’apatite carbonatée (3).
Puis, les protéines non collagéniques (ostéopontine, sialoprotéine...) de la matrice
extracellulaire osseuse s’adsorbent a la surface de la couche d’apatite carbonatée (4)
favorisant la fixation des ostéoblastes (8). La présence des ions calcium dans les fluides
biologiques provoque une migration des cellules pré-ostéoblastiques et pré-ostéoclastiques
(effet chimiotactique) vers la surface de I'implant (5 et 8). Cette étape est analogue a la phase
d'activation du remodelage osseux au cours de laquelle les signaux biologiques envoyés par
les cellules bordantes induisent une migration des cellules osseuses vers 1’0s a reconstruire.
La fixation des cellules osseuses (9) a la surface de I’implant s’effectue par effet « ventouse»
(adhésion cellulaire). Les cellules progénitrices de la moelle osseuse se différencient en
ostéoclastes (10) lesquels contribuent a la dissolution de I'implant (i.e. phase de résorption du
remodelage osseux). Parallélement, les ostéoblastes proliférent (11) et sécrétent la matrice

collagénique (12) (i.e. phase de formation du remodelage osseux).
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c. Les limites de biomatériaux bioactifs et biorésorbables

Malgré leur compatibilité tissulaire et cellulaire souvent excellente, les biomatériaux de
seconde génération présentent des propriétés mécaniques nettement inférieures a celle du tissu
osseux. Leur mauvaise résistance empéche leur utilisation dans des sites en charge et sous

forte sollicitation mécanique.

Les biomatériaux a base de phosphate de calcium sont employés en raison de leur aptitude a
favoriser la reconstruction osseuse, les propriétés mécaniques passant au second plan. De ce
fait, ces biomatériaux permettent de ne restaurer que les pertes osseuses locales. Dans le cas
des substituts osseux a base de B-TCP, une résorption totale et compléte du matériau est
observée apres implantation. Pour les substituts poreux en HA, I’ostéoconduction a lieu en
volume mais ce phénomeéne est limité en termes de dimensions. Cette limitation du
phénomene d’ostéoconduction aboutira a des zones centrales fragiles [46]. Bruder et al. [47]
ont montré que des pertes de substance osseuse de 21 mm (défaut critique) au niveau du
fémur, chez le chien, se consolident ni spontanément ni lorsqu’elles sont comblées avec une
céramique biphasée a base d’HA (65%m) et de B-TCP (35%m). Trop fragile, le matériau a
tendance a se fracturer. Une apposition d’os au contact d’une céramique est observée plutot
qu’une incorporation du matériau par 1’0s. Il n’y a pas de véritable régénération du tissu

OSSEeux.

1.1.3.3. Troisieme génération : les biomatériaux ostéoinducteurs

Les biomatériaux a base de phosphate de calcium sont peu efficaces pour la reconstruction de
segments osseux de grande taille [48]. Dans le cas de larges défauts, 1’ostéointégration des
greffons ou biomatériaux est incomplete [49]. Toutefois, Brie et al. [50] ont décrit un nouveau
concept pour la reconstruction des défauts osseux craniofacials de grandes dimensions et de
formes complexes. Des implants en HA présentant des pores en périphérie sont réalisés par
stéréolithographie, leur taille et leur forme étant définies a partir d’un scanner du crane du
patient. Les résultats biologiques montrent qu’il est possible de reconstruire de grands défauts
osseux craniofacials avec des implants céramiques ayant a la fois des bonnes propriétés
mécaniques et ostéoconductrices. Ces nouveaux implants en hydroxyapatite sont bien adaptés
pour la reconstruction des zones larges (supérieure & 25 cm?) et complexes (zones frontales).
Ils possedent des qualités mécaniques et biologiques que 1’on ne retrouve pas actuellement

dans les implants disponibles sur le marché.
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Il apparait nécessaire de développer des substituts osseux ostéoinducteurs pour permettre une
colonisation cellulaire au cceur de I’implant quel que soit ses dimensions, afin d’avoir
formation de tissu osseux et donc des propriétés mécaniques similaires a celles de 1’0s. Cela
permettrait d’accroitre le champ d’application potentielle des biomatériaux de seconde
géneration a de grands implants aux propriétés mécaniques suffisantes. On peut distinguer
deux grandes approches concernant la recherche et le développement de matériaux
ostéoinducteurs en ingénierie tissulaire osseuse. D une part, associer des cellules progénitrices
issues du patient a des matériaux permettant leur différenciation ostéoblastique (i.e. matériaux
hybrides), et d’autre part élaborer des matériaux capables d’accuecillir les cellules

progénitrices de I’hote et d’induire leur différenciation (i.e. matériaux ostéoinducteurs).

Le principe général des matériaux hybrides est d’associer des cellules avec un support naturel
ou synthétique afin de construire un tissu vivant tridimensionnel. Dans un premier temps, les
cellules sont extraites du patient et sont parfois amplifiées in vitro. Puis, elles sont déposées,
sur une matrice tridimensionnelle et sont éventuellement cultivées afin de favoriser leur
différenciation. L’ensemble du systéme (matériau + cellules) est ensuite réimplanté chez le
patient. Le matériau support doit permettre 1’adhésion et la prolifération cellulaire, reproduire
la forme spécifique de 1’organe et maintenir cette forme dans le temps. Une structure poreuse
permet I’ensemencement cellulaire mais des propriétés mécaniques suffisantes doivent étre
présentes pour assurer la fonction du tissu [51, 52]. Les cellules utilisées en ingénierie
tissulaire osseuse sont les cellules souches mésenchymateuses prélevées sur des patients. Leur
phénotype peut étre orienté vers différentes lignées cellulaires. Ainsi, les cellules souches
mésenchymateuses issues du tissu adipeux peuvent étre différenciées en ostéoblastes ou en
chondroblastes [53]. Cependant, dans certains cas et en fonction des individus, 1’utilisation de
cellules souches peut conduire a une hétérogénéité des populations cellulaires ce qui limite
leur utilisation. La présence de facteurs de croissance tels que les protéines osseuses
morphogéniques (BMP-2 et 7, BMP pour Bone Morphogenetic Protein) [54] favorisera le

recrutement, la prolifération et la différenciation des cellules souches.

Deux voies de recherche sont actuellement explorées afin de parvenir au développement de
matériaux ostéoinducteurs : l'introduction de microporosité au sein des implants et la

fonctionnalisation par modification de leur chimie de surface.
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Les études publiées dans la littérature qui se basent sur la modification de I’architecture du
substrat afin d’avoir des matériaux capables d’assurer un processus d’ostéoinduction sont peu
nombreux. Les processus biologiques se déroulant au sein de ces matériaux sont influences
par deux types de porosité, la micro et la macroporosité dont les diametres de pores sont

respectivement inférieurs @ 10 um et de 1’ordre de 100 um (ou plus) [5, 55].

Les travaux de Habibovic et al. [56] ont porté sur I’é¢tude de I’influence de la surface
specifique sur les propriétés ostéoinductrices de deux types de phosphate de calcium (HA et
BCP). Ils ont montré qu’une quantité minimale de micropores sur les parois des macropores
est nécessaire pour que le matériau soit ostéoinducteur. Ces micropores sont probablement
nécessaires pour 1’accélération du processus de dissolution-reprécipitation des CaP a

I’interface matériau/vivant.

Rouahi et al. [57] ont étudié I’influence in vitro de la microstructure d’une hydroxyapatite
microporeuse (mHA) et non microporeuse (pHA) sur I’adsorption de protéines, 1’attachement
de cellules osseuses humaines de type SaOs-2 a 30 minutes, 1, 4 et 24 heures et sur la
croissance cellulaire a 96 heures. Cette étude montre que la présence de micropores
augmentait I’adsorption de protéines ainsi que 1’adhérence et la prolifération des cellules

0sseuses humaines.

Isaac et al. [58] ont étudié ’effet de la microporosité de céramique en B-TCP avec 0,25 et
45% de porosité sur le comportement des cellules ostéoprogénitrices pour le développement
de matériaux hybrides. Des cellules stromales de la moelle osseuse humaine (BMSCs pour
Bone marrow-derived mesenchymal stem cells) ont été ensemencées puis 1’adhésion
cellulaire, la viabilité et la différentiation ostéoblastique ont été étudiées durant trois
semaines. Les résultats biologiques ont montré que la microporosité de la céramique diminue

la viabilité et la différenciation ostéoblastique des cellules BMSCs in vitro.

Yuan et al. [59] ont compareé les propriétés ostéoinductrices de deux types de céramiques en
hydroxyapatite poreuses implantées dans les muscles dorsaux de chiens. Le premier type
d’échantillon était un implant macroporeux dont les parois présentaient un fort taux de
micropores. Le deuxiéme type était un implant macroporeux ayant des macropores a paroi
dense. Les résultats obtenus ont confirmé que, dans certaines conditions, la céramique pouvait
induire la formation d’os dans le tissu mou des chiens, la présence des micropores ayant

favorisé ’induction osseuse.
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Les travaux de Wei et al. [60] ont porté sur 1’étude des propriétés biologiques de phosphates
de calcium dopés au magnésium. Trois types d’implants ont été étudiés : un implant contenant
des micro et des macropores, un implant contenant seulement des macropores et un implant
non poreux. Les tests biologiques effectués avec les cellules MG63 ont montré que
I’attachement et la prolifération cellulaire étaient nettement supérieurs pour I’implant micro-
macro poreux du fait de la présence de la microporosité. Les examens histologiques ont
confirmé que ces implants amélioraient la régénération osseuse et présentaient une

ostéogenese in vivo plus importante.

Dans leur étude, Cheng et al. [61] ont comparé 1’ostéoinduction intrinséque d’un échantillon
BCP poreux en hydroxyapatite et en phosphate tricalcique B implanté dans des souris dont le
péroné gauche a été fracturé et le péroné droit a été maintenu intact. Les résultats biologiques
ont montré que les implants en HA/B-TCP placés dans les muscles des jambes fracturées a
proximité du péroné présentaient une induction osseuse significativement plus élevée que
ceux implantés dans les muscles des jambes ayant des péronés intacts. Les implantations
sous-cutanées n’ont pas montré d’ostéoinduction. Les différences observées ont été reliées a
la localisation des implants et a la proximité d’un environnement ostéogénique. Ces résultats
soutiennent 1’hypothése que 1’ostéoinduction par les phosphates de calcium est le résultat de

I’adsorption des biomolécules ostéogéniques sur leur surface.

La deuxiéme voie examinée pour conférer des propriétés ostéoinductives aux biomatériaux
consiste a fonctionnaliser leur surface par des biomolécules actives dans le processus de
formation osseuse (protéines, peptides, facteurs de croissance,...) et dont le rble sur
I’adhésion et la prolifération cellulaire est connu. Cette stratégie doit permettre de développer
un matériau ostéoinducteur capable d’induire le recrutement, 1’adhésion et 1’attachement
cellulaire. Les différentes molécules biologiques d’intérét susceptibles d’améliorer les
propriétés biologiques des implants sont présentées et détaillées dans la deuxiéme partie de
cette bibliographie consacrée a [1’étude des biomatériaux fonctionnalisés pour

I’ostéoinduction.
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1.2. Fonctionnalisation de surface

Dans cette partie, la séquence peptidiqgue RGD, impliquée dans I’adhésion cellulaire, est
définie ainsi que les différentes biomolécules ayant la capacité de favoriser 1’ostéogenése et

I’angiogenese. Puis, les différentes voies de fonctionnalisation de surface sont détaillées.

|.2.1. Les molécules biologiques d’intérét

1.2.1.1. Les séquences peptidiques RGD

L’utilisation de peptides contenant la séquence d’acides aminés RGD (Arginine — Glycine —
Acide Aspartique) s’est largement développée ces 15 dernieres années. Cette séquence
peptidique (Figure 1-7) intervient en tant que médiateur de I’attachement cellulaire [62, 63].
Les récepteurs membranaires appartenant a la famille des intégrines la reconnaissent,
favorisant ainsi la fixation biospécifique de cellules [62]. Les intégrines sont des récepteurs
d’adhésion cellulaire responsables des interactions cellule-cellule, cellule-matrice
extracellulaire et cellule-agent pathogéne [64]. Elles sont impliquées dans le transfert de
signaux a travers la membrane plasmique et régulent de nombreuses fonctions dont la
différenciation cellulaire, la migration cellulaire ou la cicatrisation. Ces intégrines
interviennent dans le processus de rattachement cellulaire au réseau de protéines de la matrice

extracellulaire.

Arginine
HoN ‘NH/W'NH \o Acide aspartique
______________________________________ 0. 0
glycine
OH
HNZ

HN NH,

Figure 1-7 : Structure chimique du tripeptide RGD

Depuis la découverte du rdle de cette séquence, de nombreux scientifiques ont déposé des
peptides contenant cette séquence particuliére en surface de biomatériaux pour promouvoir

I’attachement cellulaire.
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Les premiers travaux publiés en 1999 par Porte-Durrieu et al. [65] étudiaient I’influence sur
I’adhérence et I’attachement des cellules humaines endothéliales du greffage de la séquence
peptidique RGD a la surface de silice. Les expériences d’attachement cellulaire in vitro ont
montré que les substrats greffés par la séquence RGD amélioraient nettement la fixation des
cellules. Ce mécanisme de fixation cellulaire est considéré comme étant dd a un événement
spécifique entre la membrane cellulaire et la surface du matériau. D’autres études ont montré
que la séquence peptidique RGD améliorait significativement 1’attachement cellulaire a la
surface de cellulose [66], d’alliages Ti-6Al-4V [67] ou d’hydroxyapatite [68]. Dans cette
derniére étude, Durrieu et al. [68] ont immobilisé des séquences peptidiques linéaires ou
cycliques a la surface d’HA. Les cultures cellulaires ont été effectuées avec de cellules
ostéoprogénitrices isolées a partir de cellules de stroma de la moelle osseuse humaine.
L’adhésion cellulaire, mesurée entre 1 et 24 heures, a montré que la séquence cyclique de
RGD favorisait 1’attachement cellulaire pour les temps courts (3 h) et la séquence linéaire

pour les temps plus longs (24 h).

Chollet et al. [69] ont évalué l’influence de différentes densités de peptides RGD
(C = 2x10° mol) greffés en surface de polyéthyléne téréphtalate (PET) sur I’adhésion de
cellules ostéoblastigues MC3T3. Les résultats biologiques in vitro ont montré que les
jonctions d’ancrage entre des cellules osseuses et la surface de PET greffée se forment apres
15 heures, contrairement au PET non greffé. lls ont signalé une augmentation de
I’attachement cellulaire et de la formation de jonctions d’ancrage avec la densité de peptides

immobilisée en surface du PET.

Le but de travaux d’Itoh et al. [70] était de vérifier si la présence d’une séquence peptidique
contenant le motif RGD a la surface d’HA pouvait renforcer 1’attachement et la
différenciation des ostéoblastes. Des cellules ostéoblastiques murines KUSA/A1 ont été
utilisées pour conduire I’étude biologique in vitro. Les résultats ont indiqué que I’'HA
contenant la séquence peptidigue RGD améliorait la fixation et la différenciation des
ostéoblastes.

Plus récemment, I’étude effectuée par Nguyen et al. [71] a porté sur des implants osseux en
titane fonctionnalisés avec des nanoparticules contenant une séquence peptidiqgue RGDC
(Arginine — Glycine — Acide Aspartique — Cystéine). Les résultats de culture cellulaire

(MC3T3-E1) obtenus aprés 14 heures ont montré que les matériaux fonctionnalisés par le
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peptide renforcaient 1’adhésion cellulaire spécifique et pouvaient créer de fines extensions

cellulaires utilisées a des fins de locomotion (filopodia).

1.2.1.2. Les proteines impliquées dans I'adhésion cellulaire

Plusieurs protéines sont impliquées dans les mécanismes d'adhésion. Parmi elles, la
sialoprotéine osseuse (BSP pour Bone Sialoprotein) favorise 1’adhérence cellulaire grace a la
présence de motifs RGD. Les BSP sont également reconnues par les récepteurs d’adhérence
des cellules osseuses [72] ou de fibroblastes [73]. De plus, cette protéine présente une affinité
remarquable pour I’hydroxyapatite due a la présence de deux domaines poly-glutamate dans
sa structure (fonction acide) [74]. Elle est capable d’induire la formation d’hydroxyapatite in
vitro [73] et présenterait un réle dans la nucléation de la minéralisation in vivo [75]. Dans le
méme cadre, l’ostéopontine est une protéine d’adhérence du tissu osseux reliant
I’hydroxyapatite aux cellules osseuses. Elle possede un domaine contenant une séquence

d’acide aspartique répétée qui lui conférerait son affinité pour I’hydroxyapatite [76].

Parmi les protéines capables d’améliorer 1’adhérence cellulaire, on peut également citer la
vitronectine et les thrombospondines. La vitronectine est une glycoprotéine qui stimule
I’adhérence, la migration ou la prolifération des ostéoclastes [77]. Les thrombospondines,
présentes dans la plupart des matrices extracellulaires conjonctives, favorisent notamment
I’adhérence et la prolifération cellulaire [78]. Dans 1’0s elles sont fortement exprimées dans la
matrice sécrétée par les ostéoblastes lors de la formation osseuse, et sont parfois détectées

dans la matrice minéralisée [79].

Une autre protéine active dans les phénomenes d’adhésion cellulaire est la fibronectine. C’est
une protéine majeure de la matrice extracellulaire osseuse. Elle joue un réle dans la régulation
de nombreux processus cellulaires et dans ’organisation de la matrice. Cette protéine est
exprimée au cours du développement endochondral de 1’os [80] et elle est impliquée dans la

différenciation et la survie des ostéoblastes.

1.2.1.3. Les facteurs de croissances

Comme il a été presenté précédemment, I'ostéogenese est le processus par lequel s'élabore le
tissu osseux, ce dernier implique de nombreux facteurs de croissance. Les principales

molécules de signalisation intervenant durant le processus de remodelage osseux apres une
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fracture sont représentées en fonction de leur temps d’intervention sur la Figure I-8 [81]. La
guérison des fractures et le remodelage osseux sont des processus physiologiques complexes

qui impliquent une série bien orchestrée d’événements biologiques et des molécules de

signalisation.
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Figure 1-8 : Schéma représentatif des profils d’expression des molécules de signalisation au cours de la
guérison des fractures [81]. Les traits plein représentent les périodes de forte activité et les traits en
pointillés celles de plus faible activité
Les BMP (Bone Morphogenetic Protein) sont abondantes dans 1’os et sont synthétisées par
plusieurs cellules dont les cellules ostéoblastiques [82]. Les propriétés ostéoinductives des
BMPs ont été largement étudiees dans la littérature. Ces facteurs de croissance, seuls ou
associés a des matériaux, sont capables d’initier la formation d’os dans des sites ectopiques,
c'est-a-dire aprés implantation sous-cutanée ou intramusculaire [83-85]. A ce jour, vingt deux
protéines différentes de la famille des BMP ont été isolées. Les propriétés des huit premiéres
sont les mieux connues, notamment celles des protéines deux (BMP-2) et sept (BMP-7) qui
ont fait I’objet d’études expérimentales et cliniques. Ces deux protéines (BMP-2 et BMP-7)
interviennent au cours de la guérison des fractures (Figure I-8). La BMP-2 agit tout au long de

la cicatrisation alors que le BMP-7 intervient au stade final.
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Les études scientifiques montrent que la BMP-2 induit la migration de monocytes et active
I’expression du facteur de croissance transformant béta (TGF-B pour Transforming Growth
Factor beta), facteur qui intervient dans la migration de cellules souches mésenchymateuses
et des ostéoblastes, et qui participe a leur prolifération [86]. De nombreuses études effectuées
in vitro et in vivo ont mis en évidence que 1’activation des BMP s’accompagnait d’une forte
augmentation de I’angiogenése osseuse. La BMP-7 posséde un rble essentiel dans la
transformation du tissu cartilagineux en tissu osseux. Elle agit essentiellement lors de la phase
terminale du remodelage osseux en activant directement la différenciation des ostéoblastes
[87].

L’angiogenése est le processus de croissance de nouveaux vaisseaux (néovascularisation)
sanguins a partir des vaisseaux préexistants. Le facteur de croissance de 1’endothélium
vasculaire (VEGF pour Vascular Endothelial Growth Factor) est considéré aujourd’hui
comme le régulateur essentiel des processus angiogéniques [88]. Le VEGF posséde de
nombreux effets physiologiques sur les cellules endothéliales : stimulation de la prolifération
et de la migration cellulaires, augmentation de la perméabilité cellulaire, induction de la
formation de pores intracellulaires. Il intervient durant le phénoméne de la guérison des

fractures entre 14 °™ et 21°™ jours (Figure 1-8).

D’autres molécules biologiques spécifiques du processus angiogénique ont été identifiées. Ces
molécules interviennent au début et a la fin de processus de guérison des fractures. On peut
citer le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a pour Tumor Necrosis Factor alpha),
I’Tterleukine 8 (IL8 pour Interleukin 8) et le facteur de croissance dérivé des plaquettes
(PDGF pour Platelet-Derived Growth Factor) et les angiopoiétines, famille de molécules dont
les plus étudiées sont les angiopoiétines 1 et 2. Ces dernieres déstabilisent les interactions
entre cellules endothéliales et jouent donc un réle essentiel dans I’induction de I’angiogenése
en association avec le VEGF. La famille des facteurs de croissance des fibroblastes basiques
(FGF pour Basic Fibroblast Growth Factor) présentent des effets angiogéniques
apparemment proches de ceux de VEGF. In vivo, ils peuvent stimuler un processus complet

d’angiogenése alors qu’in vitro, ils induisent la prolifération et la migration cellulaire.

La fonctionnalisation de ces biomolécules a la surface d’un substrat peut s’effectuer selon

plusieurs voies détaillées dans le paragraphe suivant.

27



Chapitre I - Synthese bibliographique

1.2.2. Les difféerentes voies de fonctionnalisation

La fonctionnalisation de la surface d’un substrat est une opération qui consiste a modifier la
structure et/ou la chimie de sa surface afin de 1’adapter a des conditions d’utilisation données.
Dans le cadre de la fonctionnalisation de la surface d'implants osseux par des molécules
impliquées dans les processus de formation osseuse, trois voies peuvent étre envisageées : la

physisorption, la chimisorption et le greffage covalent.

1.2.2.1. Fonctionnalisation par physisorption

L’adsorption physique ou la physisorption est la fixation de molécules d’adsorbat a la surface
d'un adsorbant via des interactions faibles de nature électrostatique : interactions de Van der
Waals (interactions de Debye: < 1 kJ/mol, interactions de Keesom: 0,5 a 3 kJ/mol et
interactions de London: 0,5 a 30 kJ/mol) ou des liaisons hydrogene (5 a 30 kJ/mol). Ces
interactions peuvent conduire a une adsorption en mono ou en multicouches qui n‘engendre
pas de modification de la structure moléculaire (i.e. modification de la répartition des charges,
formation de liaisons irréversibles, modification des fonctions chimiques de la molécule). La
physisorption est réversible et s’effectue sans présence d’intermédiaire entre 1’adsorbat et

[’adsorbant.

L’adsorption de protéines sur des surfaces solides est largement appliquée dans un certain
nombre de domaines tels que la biologie, la médecine et la biotechnologie [89]. Différents
types des surfaces solides sont utilisées dans ces applications, on peut citer la silice [90], I’or
[91], I’acier inoxydable [92] et le polystyréne [93]. La détermination du comportement des
protéines en contact avec une surface solide dépend de la structure et de la stabilité de la
protéine, de la nature de la solution (pH, force ionique, température, etc.), et des propriétés de

la surface [94].

Dans la conception de matériaux biocompatibles pour des implants chirurgicaux, le
comportement d’adsorption de protéines sur la surface de matériaux tels que I’hydroxyapatite
a eté étudie dans la littérature. La Figure 1-9 illustre I’architecture générale de 1’adsorption

physique des molécules biologiques a la surface d’un substrat d’hydroxyapatite.
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Figure 1-9 : Schéma général représentatif de I’adsorption physique de molécules biologiques a la surface
d’un substrat en hydroxyapatite

Mafina et al. [95] ont étudié I’adsorption de I’albumine de sérum bovin (BSA pour Bovine
Serum Albumin) sur des disques denses en apatite. Il s'agissait de mesurer
I’adsorption/désorption de BSA marquée et non marquée a la surface d’hydroxyapatite (HA)
et d’hydroxyapatite silicatée (SiHA). Les résultats obtenus montrent que I’adsorption de la
protéine a la surface des substrats en HA et en SiHA est trés sensible a la nature du milieu
réactionnel PBS (pour Phosphate Buffered Saline) ou MEM (pour Minimum Essential
Medium) et a la température (Tamb, 37°C). De plus, ils ont conclu que la protéine est plus
facilement adsorbée a la surface de SiHA, en revanche aucune différence n’est observée au

cours du phénomeéne de désorption.

Les travaux de Delphine Pellenc [96] avaient pour objet 1’étude de 1’organisation d’une
protéine (la fibronectine) a la surface d’une céramique en hydroxyapatite. Les résultats
obtenus ont mis en évidence que la simple adsorption de la fibronectine sur I’'HA peut induire
’agrégation et/ou la fibrillation de la protéine en fonction des conditions d’adsorption (temps,
concentration). Ces observations ont mené a faire I’hypothése que des changements de
conformation de la protéine était notamment impliqués dans la formation des différentes

structures observées.

L’ adsorption des protéines a la surface d’un substrat dépend de conditions expérimentales
utilisées (pH, température,...). La conformation des protéines oriente ses sites actifs [89],
permettant I’accés aux domaines de reconnaissance des cellules de la matrice osseuse. D’autre
part, le phénoméne d’adsorption conduit & un relargage rapide et non contrélé dans le temps a
cause des liaisons faibles et réversibles établies entre la molécule biologique et la surface du
substrat [97]. La quantité relargée peut étre contrélée en fonction de la quantité adsorbée a la

surface du substrat.
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1.2.2.2. Fonctionnalisation par chimisorption

L’adsorption chimique ou la chimisorption met en jeu des liaisons chimiques fortes (liaisons
ioniques quelques centaines de kJ/mol) entre les molécules d’un adsorbat et la surface d'un
adsorbant. Cette adsorption, parfois irréversible, s’accompagne d’une profonde modification
de la répartition des charges électroniques des molécules adsorbées a la surface et ne peut

avoir lieu sur plusieurs couches.

Ce type de fonctionnalisation est principalement rencontrée lors de 1’adsorption de
bisphosphonates (BP) a la surface de phosphates de calcium (CaP) [98, 99]. Dés les années
1980-1990, les bisphosphonates ont connu de nombreuses applications cliniques dans les
domaines de la chirurgie orthopédique, du traitement de la maladie osseuse de Paget, de
I’ostéogéneése imparfaite et de 1’ostéoporose [100]. Les bisphosphonates sont des analogues
stables des pyrophosphates (Figure 1-10) caractérisés par une liaison de type P-C-P qui les
rend résistants a une hydrolyse enzymatique, les chaines latérales R; et R, étant
respectivement responsables de leur affinité pour les cristaux d’apatite et de leur activité
biologique [98, 99, 101].

0 0
- -,
O=P—-0—P= O
I [
0 o
Pyrophosphate Bisphosphonate

Figure 1-10 : Structure chimique générale des pyrophosphates et des bisphosphonates [102]

Cette structure chimique caractéristique leur confére la propriété de se lier au minéral osseux
et leur permet d’influencer, par différents mécanismes, I’activité des cellules responsables du
remodelage osseux. Ainsi, ils inhibent la formation et ralentissent la dissolution et
I’agrégation des cristaux d’apatite. Cette affinité BP-CaP est régie selon la littérature par
échange ionique entre les groupements phosphates des cristaux d’hydroxyapatite
(Ca10(PO4)s(OH),) et les groupements phosphonates des BP (Figure 1-11). Dans certains cas,
une dissolution de la matrice est observée conduisant a la libération des groupements

phosphonates.
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Figure 1-11 : Schéma représentatif du mécanisme d’adsorption des bisphosphonates a la surface de CDA
(Calcium Deficient Apatite) [103]

Du fait de leur affinité pour les CaP, les bisphosphonates peuvent étre utilisés en tant que

molécules intermédiaires pour modifier la surface des implants osseux par des molécules

biologiquement actives [104-106]. La Figure 1-12 illustre [Parchitecture générale de

I’'immobilisation de molécules biologiques par 1’intermédiaire de bisphosphonates

chimiquement adsorbés a la surface d'un implant.

: ' : Chimisorption

Molécules biologiques

~ \" 4: -'
(\ o : \‘-4

3 \ > ’ ;\,2 \ .
H ?zyépat &Y. Bisphosphonates

.-“' > .

Figure 1-12 : Schéma général représentatif de I’adsorption chimique de molécules biologiques a la surface
d’un substrat en hydroxyapatite

lafisco et al. [104] ont étudié les mécanismes d’immobilisation de la myoglobine (protéine

sanguine apparentée & I'hémoglobine) sur des nanocristaux d’hydroxyapatite et sur de la

poudre d’hydroxyapatite modifiée par un BP, I’alendronate (R; = OH et R, = (CHy)3sNHy)

dans le but d’utiliser ces matériaux synthétisés en implantation osseuse. Ils ont constaté que

I’utilisation du bisphosphonate (alendronate) comme intermédiaire limitait 1’adsorption

physique et les changements de conformation de la myoglobine.

Sur le méme principe, les travaux menés par Schuessele et al. [105] sont basés sur
I’immobilisation de BMP-2 a la surface de disques d’hydroxyapatite frittés a 1300°C et
modifiés par des aminobisphosphonates (R, présente un groupement amine terminal). Les

résultats de culture cellulaire effectuée sur des cellules myoblastiques ont confirmé
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I’amélioration de 1’adhésion cellulaire et de la biocompatibilit¢ de 1’implant apres

I’immobilisation de la protéine.

Les bisphosphonates presentent certains avantages en terme de fonctionnalisation de surface :
insensibilit¢ a I’hydrolyse et absence d’homocondensation i.e. formation de liaisons P-O-P
entre deux fonctions P-OH en conditions douces, permettant d’éviter la formation d’amas
(multicouches). En revanche, il est difficile de contréler la densité de molécules chimisorbées
a la surface du substrat.

1.2.2.3. Fonctionnalisation par greffage covalent

Le greffage covalent est basé sur I'établissement de liaisons (iono)-covalentes fortes entre une
molécule et la surface d’un substrat. Par définition, la liaison covalente (plusieurs centaines de
kJ/mol) est une liaison chimique qui se produit entre deux non-métaux ayant des

électronégativités semblables.

L’immobilisation covalente de molécules biologiquement actives a la surface d’un substrat
d’hydroxyapatite nécessite 1'emploi de molécules intermédiaires (agent de couplage) qui
établissent le lien entre le substrat et les biomolécules (Figure 1-13). L’utilisation de ces
intermédiaires permet de contréler la densité de greffage a la surface du substrat, de limiter
I’encombrement stérique des molécules biologiques et de contrler le relargage des

biomolécules dans le milieu biologique.

Liaison covalente
/ Molécules biologiques

( N \”‘L—;’L“‘. ) N*-’\
" | .,“ ‘\_: ) g sﬁ ' v(/’\‘,.,f \_ Intermédiaires

Figure 1-13 : Schéma représentatif du greffage covalent de molécules biologiques a la surface d’un
substrat en hydroxyapatite

Le procédé le plus couramment employé pour réaliser ce greffage de molécules intermédiaires
est la silanisation a I’aide d’organosilanes. Ce procédé est développé dans la troisieme partie

de ce chapitre bibliographique.
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|.3. Fonctionnalisation de surface par silanisation

La fonctionnalisation d’une surface inorganique par des molécules organiques de type
organosilanes, i.e. la silanisation de surface, est une méthode fréquemment utilisée pour
modifier la surface d’un substrat en assurant une liaison forte substrat/molécule. La
silanisation de surface a été mise au point par E.P.Plueddeman et al. [107]. D'abord
développée pour modifier la surface d'oxydes métalliques et de verres, elle a ensuite été
adaptée a d'autres types de substrats. De maniere générale, les organosilanes sont immobilisés
via la formation de liaisons covalentes O-Si-O entre les groupements alcoxyles (OR) du silane

et les groupements hydroxyles (OH) présents a la surface du substrat.

Apres avoir présenté les organosilanes et leur réactivité, la fonctionnalisation de biomatériaux
par silanisation sera illustrée. Puis, les différents travaux qui abordent le greffage
d’organosilanes a la surface de phosphates de calcium seront exposés ainsi que 1’influence des

conditions de greffage sur les dépdts obtenus.
|.3.1. Définition d’un organosilane

Un organosilane est un compose organique fonctionnel de formule générale R,SiXa.n
(n=0,1, 2, 3) ou X désigne un groupement hydrolysable (alcoxyle, halogénure ou
carboxylate) et R un groupement organique a courte chaine non hydrolysable [107]. Le terme
« fonctionnalité » désigne le nombre de groupements X hydrolysables auxquels I'atome de

silicium est lié (Figure 1-14).

X X X X

| | | |

R, —Si—R; R, —Si—X R, —Si—X X—Si—X

| | | |

R, R, X X

Monofonctionnel Difonctionnel Trifonctionnel Quadrifonctionnel
Figure 1-14 : Les différentes fonctionnalités des organosilanes

1.3.2. Réactivité chimique d’un organosilane

Lorsqu’un organosilane se trouve en milieu aqueux, il se produit en premier lieu une réaction
d’hydrolyse qui transforme les fonctions alcoxyles portées par 1’organosilane en des

groupements silanols réactifs et engendre la formation d’alcool ROH (Figure 1-15, équation
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(a)). Dans un deuxiéme temps, une réaction d’homocondensation est observée. Elle consiste a
la condensation des groupements silanols préecédemment formés sur eux-mémes aboutissant a
la formation d’oligomeéres et conduit a la libération d'eau (Figure 1-15, équation (b)).
L’homocondensation des organosilanes multifonctionnels donne lieu a la formation de
liaisons siloxanes Si-O-Si. Cette liaison se forme soit par réaction entre deux groupements
silanols en libérant une molécule d’eau (Figure 1-15, équation (c)) soit par réaction entre un
groupement silanol et un groupement alcoxyle avec la libération d’une fonction alcool comme

le montre (Figure 1-15, équation (d)).

Si(OR), +nH,0 — Si(OR),,(OH), + nROH (a)

2(SiOR), (OH), — (Si(OR), (OH)_,),0 +H,0 (b)
OR OR OR  OR

RO—Si~OH + HO—$i~OR —> RO—Si~0—Si~OR + H,0 ©)
OR OR. OR OR
OR OR OR  OR

RO—S$i~OH + RO—Si~OR —» RO—Si~O—$i~OR + ROH (d)
OR OR OR OR

Figure 1-15 : Réactions d’hydrolyse et d'homocondensation des organosilanes
quadrifonctionnels dans le cas ou X = OR [108]
L’homocondensation des silanes peut s’enchainer jusqu’a la formation d'un réseau
tridimensionnel (Figure 1-16). Plus I'organosilane portera de groupements hydrolysables, plus
il aura tendance a former un réseau 3D. La Figure 1-16 montre que les liaisons Si-O-R d’un
trialkoxysilane s’hydrolysent facilement en solution aqueuse pour former des silanols
RSi(OH)3, composés métastables qui tendent a se condenser par I’intermédiaire de ponts
siloxanes Si-O-Si [109]. Cette réaction d’oligomérisation se poursuit pour aboutir a un gel

formant un réseau a 3 dimensions.
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Figure 1-16 : Différentes voies d’hydrolyse et d"homocondensation des organosilanes dans le cas ou X = OR

[110]

Cette reéaction de condensation peut avoir lieu a la surface d'un substrat si ce dernier présente

des groupements hydroxyles (OH) en surface. Le mécanisme de cette réaction, dite

hétérocondensation, est similaire a celui de I’homocondensation. Il aboutira a la formation de

liaisons covalentes M-O-Si ou M représente un élément chimique existant dans la structure du

substrat et portant les sites de surface de type OH. Le substrat peut étre soit un matériau

organique (e.g. un polymere) soit un matériau inorganique (e.g. un métal ou une céramique).

La Figure 1-17 montre un schéma général de la réaction d’hétérocondensation d’un

organosilane a la surface d’un substrat.

M F——OH
M
——OH 4 (RO),SIR ————>
M (RO)Si
M F——OH
Substrat

m ——OH (|:)R
M .
— O—Si—R’ , ROH
M
M ——OH OR
Substrat

Figure 1-17 : Schéma représentatif de la réaction d’hétérocondensation d’un organosilane a la surface
d’un substrat dans le cas o X = OR

La reaction de silanisation est influencée par différents parametres réactionnels représentés

sur la Figure 1-18 et détaillés dans le paragraphe suivant. Ces paramétres vont jouer sur la

densité, I’architecture et la répartition des organosilanes a la surface du substrat.
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Parametres réactionnels influencant la

silanisation
Fonctionnalité et nature des
pH et nature du solvant . .
substituants organiques

. Longueur des

Temps de silanisation ongueur des
chaines carbonées

, Concentration de
Temperature , ; .
I’organosilane en solution

Figure 1-18 : Organigramme des paramétres influencant la réaction de silanisation

1.3.3. Parametres influencant la silanisation

Les principaux paramétres des protocoles de silanisation utilisés dans les références citées
dans ce paragraphe sont résumés au Tableau I-1. Ces parameétres concernent la silanisation de

substrats non métalligques.
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Tableau I-1 : Paramétres de greffage rencontrés dans la littérature lors de la silanisation des substrats par des organosilanes

Concentration

Réf. Substrat Silane en silane Conditions de réaction Solvant Rincage / Séchage
Rincage toluene et
[105] Pastille en HA 3-Aminopropyltriéthoxylesilane 1,5%v-v Agitation 4 h/40°C Toluéne anhydre chloroforme,
séchage sous vide
[111] Silicium Octadécyltrichlorosilane imM Immersion & Tymp Toluéne anhydre -
A - . . Immersionde 1a48h a ) Ringage
- 04H\/-
[112] Silicium, silice Alkyltrichlorosilanes 0,1-0,5%v-v T Hexadécane dichlorométhane
3-Aminoproovl-1- Ringage acétone et
[113] Silice (méthyle diétﬁoxp)llesilane) 0,1-1%v-v Immersion:2ha Ty Toluéne anhydre éthanol, séchage
y y sous argon
- . . . Agitation sous reflux :
[114] Silice poreuse  Triméthoxylesilanes, chlorosilanes - pendant 14 h - Ringage propan-2-ol
Oxvde de Rincage eau (3
[115] siI)i/cium n-Alkyltrichlorosilanes 0,001M Agitation & Ty = 60°C n-Alcanes fois), séchage a
I’étuve
Agitation sous reflux Ringage toluéne
ydroxyapatite -Aminopropyltriéthoxylesilane , bV o oluéne anhydre anhydre, séchage a
116 Hyd tit y-Ami Itriéthoxylesil 0,002% g Tolue hyd hydre, séchage 3
pendant 24 h/120°C .
60°C/24 h
ilicium ctadécyltrichlorosilane - mmersion : 1 a 90 min .
[117] Silici Octadécyltrichlorosil | ion - 1290 mi Tétrachlorométhane, Rincage
hexadécane chloroforme
Toluéne anhydre, tampon Ringage (solvant
[118] Silicium 3-Aminopropyltriéthoxylesilane 2%v-v Immersion : 15 mina 24 h ydre, 1amp non précisé),

phosphate salin

séchage sous azote
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[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

Silicium

Oxyde de

silicium

Oxyde de Fer

Silice

Silice

Hydroxyapatite

n-Octadécyltrichlorosilane

3-Aminopropyltriéthoxylesilane

y-Aminopropyltriéthoxylesilane

3-
glycidoxypropyltriméthoxylesilane

Ethoxysilane

Octadécyltrichlorosilane

0,4%v

1%yv

0,03%v

0,02%v

3-5 mmol/I

Immersion de 6 h

Immersion a Tamp

Immersion de 5 min

Immersion de 24 h

Immersion de 12 h

Immersion : 4 a 36 heures

Hexane,
tétrahydrofurane,

dichlorométhane, toluéne

Toluéne, eau

Eau

Eau, isopropanole

Toluéne,
tétrachlorométhane,
iso-octane, triglyme

Toluéne

Rincage toluéne et
éthanol, séchage
sous vide a
120°C/1h

Rincage éthanol,
séchage sous azote

Rincage eau,
séchage sous azote

Rincage pentane (3
fois), séchage sous
vide

Ringage toluéne,
séchage sous vide a
120°C/24 h
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1.3.3.1. Effet du pH et de la nature du solvant

Le pH du milieu réactionnel ainsi que la nature du solvant (aqueux/anhydre) vont influencer
les cinétiques des réactions d’hydrolyse et de condensation. Le Tableau I-2 résume 1’influence
du milieu réactionnel sur les différentes réactions rencontrées au cours de la silanisation d’un

substrat.

Tableau I-2 : Influence du milieu réactionnel sur les réactions d’hydrolyse, d’homocondensation et
d’hétérocondensation (+ signifie que la réaction est favorisée et — signifie que la réaction est défavorisée)

pH Nature du solvant Quantité d’eau
Paramétre -
. . faible 5
) Acide neutre basique | anhydre aqueux | absence o, Excés

Réactions guantité
Hydrolyse + - + - + - -
Homocondensation - - + - + - +
Hétérocondensation + - + + - + + -

La réaction d'hydrolyse est minimisée autour de pH 7. En effet, cette réaction requiére
I'emploi d'acides (ex: acide acétique) ou de bases (ex: ammoniaque) [125].
L homocondensation sera fortement influencée par le pH du milieu réactionnel. Un milieu
acide (au minimum autour de pH 2) [125] ralentira ’homocondensation alors qu’elle sera
favorisée en milieu basique. La réaction d’hétérocondensation peut, quant a elle, avoir lieu en

milieu acide ou basique.

Un des parametres essentiels a 1’obtention de monocouches auto-assemblées de bonne qualité
a la surface du substrat est la quantité d’eau présente dans le milieu réactionnel [126]. En
effet, celle-ci est fortement impliquée dans les réactions d’homo et hétérocondensation. L’eau
provient soit du solvant, soit a été adsorbée a la surface du substrat avant réaction. En milieu
aqueux la réaction d’hétérocondensation est minoritaire, la réaction d’homocondensation étant
favorisée, alors qu’elle est majoritaire en milieu anhydre. En absence totale d’eau, des
monocouches (pas d’homocondensation) partielles et incomplétes sont obtenues, les
molécules silanes étant réparties de fagon éparse a la surface du substrat [127] (Figure 1-19-a).
En présence d’un exceés d’eau, une polymérisation en solution a lieu (homocondensation).
Puis, par hétérocondensation, il se forme des amas ou ilots de polymeres a la surface du
substrat. Il en résulte un réseau polysiloxane tridimensionnel fixé uniquement par quelques
liaisons Si-O-M (Figure 1-19-c). Pour obtenir une monocouche auto-assemblée dense, un
strict contrdle de la teneur en eau est requis afin de favoriser les réactions avec la surface mais

aussi la polymérisation latérale des silanes et ainsi obtenir un réseau polysiloxane
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bidimensionnel (Figure 1-19-b). Afin de limiter I’homocondensation, de nombreuses réactions

de silanisation sont donc réalisées dans des solvants anhydres.

MeO,
MeO—/Sl—R
MeO
+
OH OH OH OH OH OH

3 2
E N

Anhydrous Optimum
conditions amount of Hy

R

FoUR o .

1
AN

(a) (b) (c)
Monocouche partielle Monocouche dense Multicouche

Figure 1-19 : Influence de la quantité d’eau sur le greffage des organosilanes trifonctionnels dans le cas
ol X = OMe [128]
L’influence de la nature de solvant (toluene, PBS pour phosphate buffer solution) sur
I’épaisseur de film formé apres silanisation a été étudiée par Kim et al. [118] qui ont greffé du
3-aminopropyltriéthoxylesilane (APTES) a la surface de wafer de silicium. Cette étude a
montré que la structure et 1’épaisseur des films d’APTES formés a la surface du substrat sont
influencées par le temps d’immersion et la nature de la solution. Dans une solution de toluéne
anhydre, 1’épaisseur des films d’APTES formés varie entre 10 et 144 A en fonction du temps
de silanisation. En revanche, des films d’APTES ayant une épaisseur variant entre 8 et 13 A
ont été formés lorsque la silanisation est effectuée dans des solutions aqueuses contenant des
ions (PBS). lls ont aussi montré que dans une solution de toluéne anhydre, les films croissent
a la fois par liaison covalente et adsorption de I’APTES ainsi les groupements amines
semblent beaucoup plus disponibles. Mais, les films d’APTES se développent par des
interactions électrostatiques/liaisons hydrogéne lorsqu’ils sont déposés a partir des solutions

aqueuses.

Parallélement, la polarité du solvant anhydre va influencer la densité de greffage (taux de
molécules par unité de surface). Un solvant polaire possede par définition un fort moment
dipolaire ce qui provoque des interactions non négligeables avec les molécules de soluté
polaires ou polarisables (interactions de Van der Waals) induisant une solvatation des
molécules de silane et limitant ainsi leurs interactions avec la surface de substrat. De ce fait, la

plupart des réactions de silanisation sont effectuées dans des solvants anhydres apolaires tels
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que le toluéne ou I’hexane. Les travaux effectués par Manifar et al. [119] ont montré
I’influence de la nature du solvant sur la morphologie de couches d’octadecyltrichlorosilane
(OTS) a la surface de wafer de silicium préalablement nettoyé par une solution de Piranha. La
morphologie des couches dépend de la polarité. Les images topographiques en AFM
indiquent que pour des solvants polaires tels que le dichlorométhane (DCM) ou le
tétrahydrofurane (THF), la nanostructuration finale des couches est homogeéne avec présence
de quelques nodules. Les solvants non ou peu polaires comme 1’hexane ou le toluéne,

conduisent a des surfaces qui présentent de plus gros agrégats.

En milieu anhydre on peut distinguer deux mecanismes différents de greffage des
organosilanes. Le premier mécanisme est une réaction d’hétérocondensation entre les
groupements hydroxyles existant a la surface du substrat et les groupements hydrolysables des
organosilanes. Le deuxiéme mécanisme est basé¢ sur l’effet catalytique du groupement
terminal de 1’organosilane. Dans le cas de I’APTES [120] la réaction subit une auto-catalyse
due au groupement amine terminal conduisant a une condensation de la molécule a la surface
du substrat quelles que soient les conditions réactionnelles et la nature du substrat (Figure
1-20).

~NH.+
EO,_ _,-DEC;E EtO,_ -"Df:t-Et I 3
5= 5 .
,] _/J ] Y ~NHg+
[ - > [ - /?' “ OFt = {
. Et0 1 ,
NH, NH+ | OEt \ |
\ EtO- Si...,
s co” \OE
OH OH OH OH O  OH OH O OH o) OH
t l I I I I l | |
MxOy MxOy MxOy MxOy

Figure 1-20 : Réaction de condensation auto-catalysée entre une molécule d’APTES et la surface d’un
oxyde métallique dans un solvant anhydre [129]
Malgré son influence positive sur le greffage, le groupement terminal amine qui est
hydrophile, peut réduire la qualité de la monocouche en s’adsorbant a la surface du matériau
et en bloguant ainsi les sites fonctionnels [121] via 1'établissement d’interactions ioniques

avec les sites OH libres existant a la surface du substrat [130].
1.3.3.2. Effet de la température

La temperature lors de la réaction de greffage est un parameétre important car elle influence la
nature des réactions (homocondensation vs hétérocondensation) et la structuration des

couches d’organosilanes formées a la surface du substrat.

41



Chapitre I - Synthese bibliographique

On peut définir deux grandes écoles, concernant I’influence de la température sur la

structuration de la couche formée par un organosilane donné a la surface du substrat.

La premicre suppose que l’augmentation de la température de silanisation aboutit a des
couches d’organosilanes non organisées a la surface de substrat. Cette hypothése a été
confirmée par les travaux de Brzoska et al. [115]. Ills utilisent des molécules de
n-alkyltrichlorosilanes immobilisées a la surface d’un substrat d’oxyde de silicium pour
définir une température critique (Tc = 28°C) au dessous de laquelle les molécules forment en
surface une phase organisée en monocouche. Au dessus de cette température, les molécules

s’étalent préférentiellement a la surface et forment une phase désordonnée.

La deuxiéme école montre le contraire. Elle indique qu’en augmentant la température de
silanisation, des monocouches de plus en plus denses et ordonnées sont formées a la surface
du substrat. Les principales études confirmant cette hypothese sont celles de Furuzono et al.
[116] ainsi que Schuessele et al. [105] qui ont utilisé une température de 1’ordre de 120°C lors
de la fonctionnalisation de poudres et de pastilles denses en hydroxyapatites (HA) par de
I’APTMS (3-aminopropyltriméthoxylesilane) et de ’APTES. De méme, Davidovits et al.
[117] ont étudié I’influence de la température de silanisation sur la structuration des couches
d’octadécyltrichlorosilane (OTS) a la surface de wafers de silicium. Pour des températures
élevées (43 £ 1°C), la réaction en solution (homocondensation) est favorisée et des couches
ordonnées sont observées. Pour des températures basses (12 + 1°C), les réactions de surface
(hétérocondensation), en compétition avec les réactions de polymérisation en solution

(homocondensation) sont quant a elles favorisées conduisant a des couches désordonnées.

1.3.3.3. Concentration de I’organosilane en solution

L’augmentation de la concentration de 1’organosilane en solution influence non seulement la
densité des molécules a la surface du substrat, mais aussi leur état de condensation et leur
répartition. Généralement, 1’augmentation de la concentration permet d’augmenter le taux de
recouvrement de surface. Il existe une concentration optimale, qui correspond a
I’encombrement stérique maximum de la surface par les molécules, au-dela de laquelle le taux
de couverture reste stable et ne varie plus [131]. Dans le cas d’organosilanes
multifonctionnels, [’augmentation de la concentration en solution favorise 1’apparition

d’espéces plus condensées en surface de silice [132].
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La conformation des molécules a la surface de la silice déepend également de la concentration
de D’organosilane dans le milieu. La concentration de la solution influence le taux de
recouvrement qui a son tour va influencer la conformation des molécules d’organosilanes. A
forte concentration, les molécules se regroupent en paquet ou en ilots (si la concentration de
I’organosilane est inféricure a celle de la formation d’une monocouche) avec les chaines
carbonées orientées vers I’extérieur. A faible concentration, les molécules couvrent une large

surface et adoptent une conformation repliée [122].

1.3.3.4. Effet de la longueur de la chaine carbonée et du temps de

silanisation

Des nombreux travaux dans la littérature ont montré qu’un nombre de carbone (au niveau des
chaines non hydrolysables) suffisamment élevé engendre des multicouches auto-assemblées
bien ordonnées et orientées perpendiculairement a la surface. Cette organisation est attribuée a
des interactions trés fortes entre les groupements portés par les chaines et a I’encombrement

stérique engendré par des chaines carbonées de grande taille [133].

Bierbaum et al. [134] ont comparé le greffage, a la surface d’un wafer de silicium oxydé, de
différentes molécules d’organosilanes ayant des longueurs de chaines R, des fonctions
terminales et des groupements réactifs variés. Le Tableau I-3 récapitule les différentes
molécules d’organosilanes étudiées. Ils ont montré que les organosilanes ayant une fonction
méthylee terminale et des longueurs des chaines carbonées intermédiaires, comme par
exemple I'OTS et I'OTMS, ont tendance & former des monocouches auto-assemblées et a
s’orienter perpendiculairement a la surface du substrat. Le n-triacontyltrichlorosilane (TCTS)
dont la chaine hydrocarbonée est plus longue conduit lui a la formation d’un film désordonné
et moins orienté que le film formé par I'OTS. Les films formés par I’aminosilane (AHTMS)
ayant la méme longueur de chaine carbonée que I'OTS et I'OTMS sont complétement
désordonnés. Cela est probablement di a I’interaction du groupement amine avec la surface
du substrat. Les organosilanes ayant de courtes chaines alkyles et des fonctions terminales de
type méthylee ou amine (APTMS et PTS) conduisent a des films caractérisés par une

orientation aléatoire des molécules.
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Tableau I-3 : Noms, acronymes et formules chimiques et semi-développées des organosilanes employés par
Bierbaum et al. [134]

Nom et acronyme de _— Formule
R . Formule chimique N )
I’organosilane semi-développée

Cl
n-Propyltrichlorosilane

| .
Cl—Si CHs;(CH,),Si(ClI
(PTS) |_\_CH 3(CH2);Si(Cl)s
Cl 3
n-Octadecyltrichlorosila NP NN :
ne {OTS) CI/SI\CI T T T T gy, CH3(CH2)17SI(CI)3
n-Triacontyltrichlorosila ol PPN PN :
e (YFCTS) C‘/S‘\;, I i T 0 £ FY (ol s P PYST (O B
CHs
n-Octadecyltriméthoxyle N P .
silaney(OTMS) ’ He T e CH(CH2)7SI(0CH:)s
HaC /CHE
3-Aminopropyltrimétho R .
xylesilane (APTMS) HaC“o"S'\O N2 NH(CH,);SI(OCH)s
Hac’j
(17-Aminoheptadecy)tri T S
méthoxylesilane N e " NH,(CH,)17Si(OCHs),
(AHTMS) P

H3C

Généralement, 1’augmentation du temps d’immersion du substrat dans une solution
d’organosilane favorise 1’épaisseur de la couche formée en améliorant son taux de
condensation [123]. Les temps de silanisation rencontrés dans la littérature sont variables de
quelques minutes a plusieurs heures et dépendant de 1’organosilane employé (Tableau I-1). Le
temps de la réaction est ainsi conditionné par la nature de la molécule d’organosilane : nature
de ses groupements terminaux, nature et nombres de ses groupements hydrolysables. Mais,
I’impact du paramétre « temps », pour un silane donné ne fait pas consensus. Les résultats
FTIR-ATR obtenus par Banga et al. [111] ont montré qu’un film d’octadécyltrichlorosilane
(OTS) se forme a la surface du silicium aprés 131 minutes de silanisation. Pour le méme
organosilane et dans des conditions de greffage différentes, Wasserman et al. [112] suggerent
24 heures et Silberzan et al. [135] 3 minutes.

Enfin, un temps de silanisation trop important peut avoir un effet contre productif. Les
travaux de Lindlar et al. [114] sont basés sur I’étude du greffage de trimethoxysilanes et de
chlorosilanes a la surface d’un matériau en silice poreuse (M41S). Les résultats montrent
qu’un temps de reflux prolongé (t = 4 heures) peut inverser la réaction de polymérisation a la

surface du matériau pour les deux types d’organosilanes.
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1.3.3.5. Fonctionnalité et nature des substituant organiques

La densité de greffage est fonction de la réactivité des silanes. La nature et le nombre de
groupements R et X des organosilanes RnSiX-) (X est le groupement hydrolysable) ont une

influence capitale sur les cinétiques d’hydrolyse/condensation.

La fonctionnalité du silane oriente dans un premier temps la morphologie du dépét par le
nombre de points d’ancrage entre la molécule et le substrat. En effet, avec des silanes
monofonctionnels (R3SiX), on obtient une couche monomoléculaire sur le solide ; avec des
silanes multifonctionnels, la diversit¢ des modes d’ancrage du silane induit une structure
finale du recouvrement plus complexe [136]. En augmentant le nombre de groupements
hydrolysables dans la structure chimique de 1’organosilane, les réactions d’homocondensation
et d’hétérocondensation sont favorisées et donc la densité de greffage sera plus importante
(paragraphe 1.3.2). De plus, la structure électronique du groupement R est un parametre
¢galement important. La présence d’hétéroatomes et de liaisons multiples (fonctions vinyle ou

allyle) influe sur la polarité de la chaine et donc la réactivité [136].

Ces derniéres années, 1’utilisation de chlorosilanes de formule générale RSiCls., (N =0, 1, 2,
3) s’est rependue a cause de leur grande réactivité due a la présence du chlore dans leur
structure (la liaison Si-Cl est hydrolysable) [124]. Les chlorosilanes sont corrosifs,
inflammables et réagissent avec tous les agents polaires. En milieu aqueux, ils forment des
silanols R,xSi(OH)yx instable (molécules transitoires) qui se condensent rapidement pour
former des organosiloxanes constitués d’enchainements Si-O-Si [137]. Ces chlorosilanes sont
généralement utilisés dans le but d’améliorer et d’optimiser les propriétés de surface des
substrats. Ils sont notamment employés dans la fabrication des cellules photovoltaiques, de
semi-conducteurs et de fibres optiques. Le chlore est un groupement réactif qui favorise le
greffage direct alors que le groupement amine peut conduire & une réaction d’autocatalyse de
I’organosilane a la surface du substrat. La nature de groupements terminaux de 1’organosilane

influence donc sa réactivité et son mode de greffage.
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1.3.3.6. Conclusion

La silanisation est un procédé de modification de surface couramment utilisé et ceux sur de
nombreux substrats. Elle est trés sensible aux conditions opératoires et plusieurs parametres
(pH, température, pression atmosphérique, nature du solvant, etc.) interviennent sur

I’efficacité du greffage (Figure I-21 et Tableau I-1).

Groupementnon  Groupement
hydrolysable hydrolysable

O{/ﬂ\/o” \ / !
Haj —OH 4  RSiXen ——s R(

4
h
HO T \OH
OH

X-OH/nm? Fonctionnalié  Solvant Rincage et séchage
SSA enm?/g Préhydrolyse = Temps de réaction
% H,0 pH
Traitement thermique et Température
traitement de surface Catalyseur
Substrat Silane Substrat Silanisé

Figure 1-21 : Paramétres pertinents lors de la fonctionnalisation de particules d’hydroxyapatite par un
organosilane
Pour le substrat, les groupements hydroxyles présents naturellement a sa surface (cas de
céramique) ou suite a un traitement spécifique (cas de métaux) sont les sites de liaison
principaux entre l’organosilane et le substrat. L’augmentation de la densité de ces
groupements (OH) amene a une amélioration de la densité de greffage. De ce fait, la surface
spécifique du substrat (SSA en m?/g) sera un élément essentiel dans le contrdle du procédé de
silanisation, sa maitrise permet de moduler la quantité de molécules greffées a masse de

substrat égale.

Le pH du milieu influence 1’hydrolyse des organosilanes ainsi que leur condensation. C’est
pourquoi, afin de contrdler la réaction, les silanisations sont généralement effectuées en
milieu anhydre en utilisant un solvant aprotique apolaire et sous un balayage gazeux (argon
ou azote). Des monocouches partielles et incomplétes d’organosilanes sont obtenues avec ses
solvants completement anhydres, en revanche en présence d’une quantité maitrisée d’eau dans

le milieu, des monocouches completes et reproductibles ont été observées.
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Le temps de silanisation, varie de 1 h a 24 h et la température de silanisation de 1’ambiante
jusqu’a 300°C. Ces deux parameétres influence la structuration du film formé. Il semblerait
que des réactions de silanisation effectuées sous reflux a hautes températures et avec des
temps de réaction longs donnent licu a de faibles densités d’organosilanes a la surface du

substrat.

Une influence de la longueur de la chaine carbonée de I’organosilane a été mise en évidence,
des multicouches auto-assemblés sont obtenus avec des organosilanes ayant de longues
chaines carbonées (C >18). La nature des groupements organiques et le nombre des
groupements hydrolysables portés par [’organosilane sont également a prendre en

considération.

En résumé, il est difficile de déduire, a partir des donnés bibliographiques, un protocole
universel de greffage. Plusieurs parametres sont a prendre en compte et le choix des

organosilanes et des conditions de leur greffage dépend des objectifs visés.

1.3.4. Silanisation de la surface de phosphates de calcium en vue

d’une fonctionnalisation thérapeutique

On rencontre dans la littérature de nombreux travaux concernant la fonctionnalisation
thérapeutique, via le greffage d’organosilanes, de métaux dont la surface a été préalablement
oxydeée (silicium [138], titane [67, 139, 140]), de céramiques comme les oxydes de métaux
(oxyde de zinc (ZnO) [141], oxyde de titane (TiO,) [142]) ou de verres bioactifs [143]. La
plupart des réactions de greffage sont effectuées dans des solvants anhydres comme le
toluéne, I’hexane ou le chloroforme alors que les conditions de réactions de silanisation

différent selon les travaux.

La Figure 1-22 présente le principe général de la fonctionnalisation de surface par des
biomolécules. Le protocole utilise dans la plupart de ces travaux, consiste a oxyder la surface
du substrat afin d’avoir des sites de greffage de type OH lorsque ces derniers ne sont pas
naturellement présents. Ensuite, une (ou plusieurs) molécule(s) intermédiaire(s) est (sont)
greffée(s) a la surface du materiau. La derniere étape de ce protocole géneral est consacrée a

I’immobilisation covalente de la molécule biologiquement active a la surface.

47



Chapitre I - Synthese bibliographique

Molécules intermédiaires

A

Molécule Agentde
d’ancrage couplage

Substrat Biomolécule

Figure 1-22 : Principe de la fonctionnalisation par des biomolécules de la surface des substrats

La stratégie générale de la modification de la surface de matériaux a base de phosphate de
calcium est globalement la méme que celle employée avec les métaux et les polymeéres :
silanisation de la surface, greffage ou non d’agents de couplage (cross-linker) puis
immobilisation des molécules biologiques (peptides, protéines, facteur de croissance, etc.).
Cela permet d’avoir en surface les fonctions nécessaires a I’immobilisation de la biomolécule

et une distance suffisante substrat/cellules osseuses [144, 145].

Le Tableau I-4 récapitule les principaux parameétres de greffage rencontrés dans la littérature
lors de la fonctionnalisation de 1’hydroxyapatite par des molécules intermédiaires de type
organosilanes. Dans la plupart de ces travaux le 3-aminopropyltriéthoxylesilane (APTES) est
utilisé comme molécule intermédiaire pour la modification de la surface des substrats. Les
concentrations des organosilanes et les conditions de réactions utilisées different en fonction
des travaux. Il est important de noter que la plupart des réactions de silanisation sont
effectuées dans des solvants anhydres afin de limiter les réactions d’hydrolyse et

d’homocondensation de I’APTES.
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Tableau I-4 : Paramétres de greffage rencontrés dans la littérature lors de la fonctionnalisation de I’hydroxyapatite (HA) par des organosilanes

. . Concentration . o . ) Molécules
Réf. Substrat Silane en silane Conditions de réaction Solvant Rincage / Séchage immobilisées
Poudre en Immersion pendant 2 h A . RGD linéaire
[68] HA APTES 0,01M avec agitation & Ty Hexane anhydre Filtration, ringage sous argon et cyclique
Pastille en O Agitation pendant 4 h a A Ringage par toluéne et chloroforme et i
[105] HA APTES (1.5%v-v) 40°C Toluéene anhydre séchage sous vide BMP-2
Poudreen  Triméthoxylesilanes (R i Chauffage a reflux sous . Ringage avec 1’éthanol, séchage sous vide i
[146] HA variable) azote pendant 48 h Xylene anhydre pendant 24 h a 323 K
[147] Grar:_t:k-s en APTES. TEOS 1M Agitation du mélange Hexane anhydre Ringage avec I’acétate d’éthyle et I’ i
carbonatée ' pendant 3 h hexane, séchage sous vide pendant 24 h
Poudre en i pH fixé entre 9 et 10, . Filtration, séchage a T,y puis a 130°C PNIPAM,
[148, 149] HA APTES Tos Solution aqueuse (étuve) P(BLG-NCA)
[150] Poudre en i Sous agitation pendant Diméthyleformamide Rincage au THF, xyléne et eau .
HA GPTMS 48 h/95°C anhydre déminéralisée Cyclodextrine
HA
cristalline, Immersion pendant 2 h Séquences
[151] phosphate de APTES 0,01M aVec a itafion AT Hexane anhydre Filtration, ringage sous argon peptidiques
calcium g amb KRSR, KSRR
amorphe
[152] Skelite™ APTES 0.01M Immersion pendant 2 h Ethanol anhydre Rincage avec éthanol anhydre, séchage BCSP™.1
' avec agitation a T,y sous air
Pastille en O Augitation sous reflux X Rincage 3 fois par trichlorométhane, i
[153] HA APTES (5%v-v) pendant 3,5 h Toluene anhydre acétone, éthanol et séchage sous air BMP-2
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Da Silva et al. [146] ont effectué une réaction de silanisation a la surface de poudres
d’hydroxyapatite steechiométrique (HA, Ca/P = 10/6) en utilisant trois triméthoxylesilanes de
formule  générale (CH30);SiIR  avec R =(CHy)sNH,  (CH2)sNH(CH,):NH, et
(CH2)3sNH(CH,),NH(CH),NH, (Figure 1-23). Les analyses thermogravimétriques et la
résonnance magnétique nucléaire (**C) ont confirmé que la réaction de silanisation a eu lieu &
la surface de I’HA avec les trois organosilanes. Les résultats ont montré qu’une augmentation
de la longueur de la chaine d’organosilane induisait une augmentation de la quantité de
molécule en surface (0,75 mmol/g pour HApR1, 4,71 mmol/g pour HApR2 et 7,45 mmol/g

pour HApR3).

Hap
~0—P—0H
FO—P—0H
L0 —P—0H
1
fa) SilR1 (b SilR2 () SilR3
'."||':0\ (.ij}\ (_'”-\U\
CHY0 —Si—CH,CHACHNHy CH0 — Si—{CH)NHICHzNHy  CH30 —Si —(CH2NHICH,NHICH;)NH,
CH;0 CH;0 CH0

l

0-P—0
{u—v—u— i —CH,CHACHoNH; + 3CH;0H

0-r-0 HApRI

O-=P=0
—() =P —(— Si—(CH)sNH{CH,-NH; + ICHOH
0-—pP—0"

HApR2

rO=pP—0._
LO—P —0— §i —{(CH2NH(CH1NH(CH,).NH, + 3CH0H

Lo—p— 07
HApR3

Figure 1-23 : Greffage des méthoxylesilanes a la surface d’HA établi par Da Silva et al. [146]

Les travaux récents de Russo et al. [147] ont porté sur 1’étude de la silanisation de la surface
d’hydroxyapatite carbonatée par des mélanges d’organosilanes afin d’optimiser le potentiel
d’immobilisation de molécules bioactives a la surface de la biocéramique. Les résultats
obtenus montrent qu’un mélange d’organosilane entre I’APTES (3-
aminopropyltriéthoxylesilane) et le TEOS (orthosilicate de tétraéthyle) est plus efficace que
I’APTES seul. Théoriquement, le greffage de I’APTES devrait permettre un couplage
homogeéne entre les groupements OH de la surface du substrat et les groupements silanols de
I’APTES (Figure 1-24-a). Cependant, les résultats expérimentaux montrent que la formation
de liaisons de type Si-O entre les groupements silanols de I’APTES et les groupements OH du
substrat est accompagnée par une physisorption (Figure 1-24-b) pouvant également impliquer

une inversion moléculaire de I’APTES (Figure 1-24-c).
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(a) polycondensate

(c) physisorption with
molecular inversion
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Figure 1-24 : Différents modes d’interaction entre les groupements silanols de ’APTES et les
groupements OH de la surface [147]
La silanisation de poudres d’HA est également employée en vue de les fonctionnaliser par des
polymeres biocompatibles. Les travaux de Wei et al. [148, 149] portent sur la
fonctionnalisation de poudre d’HA par du poly(N-isopropylacrylamide) noté PNIPAM [148]
et du (g-benzyl-L-glutamate N-carboxyanhydride) noté P(BLG-NCA) [149]. Dans les deux
cas, le greffage du polymeére est précédé d’une silanisation par de I’APTES afin de créer des
fonctions amines a la surface de ’'HA. Puis la polymérisation est initiée soit directement a
partir des groupements amines présents a la surface (cas du monomere (BLG-NCA), soit
suite & une bromation des molécules d’APTES (cas du monomeére PNIPAM), le brome étant

plus réactif qu’une amine.

Un autre type d’organoalkoxysilane, le (3-glycidyloxypropyl) triméthoxylesilane (GPTMS), a
été utilisé par Jacobsen et al. [150] pour fonctionnaliser une surface de BCP (70% HA : 30%
B-TCP). Cet organosilane est caractérisé par une fonction terminale de type époxy, qui réagit
directement sur de la cyclodextrine (molécule cage utilisée pour la libération continue de
principe actif) pour former une liaison de type éther avec la molécule biologique (Figure
1-25).

Part 1

-‘-Q -~ /_'c‘-fl
L on 9S00 = —1
] [ \‘Si.ﬁvn Iy
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T o 7
1 aill) Yoo o <T
o \Siz“-x/‘wof 0 - /5;\ 0 \.]/ " ‘-]‘ | I. II
e NaH, DMF,00°C Lo OH oH SR

Figure 1-25 : Procédé de greffage de la B-cyclodextrine a la surface d’HA [150]
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Dans le cadre de I’immobilisation de la séquence peptidique RGD a la surface des substrats a
base de phosphate de calcium, Durrieu et al. [68] ont transposé le procédé développé pour la

fonctionnalisation de la silice [65] aux surfaces d’hydroxyapatite (Figure 1-26).
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Figure 1-26 : Procédé de greffage d’APTES a la surface d’HA établi par Durrieu et al. [68]

Dans un premier temps, le substrat d’HA est dégazé sous vide (10 torr) & 100°C pendant
20 h afin d’éliminer ’eau et les impuretés adsorbées a sa surface (Figure 1-26-1). Puis une
silanisation par de I’APTES dans de ’hexane anhydre est effectuée (Figure 1-26-11). Ensuite,
la surface est mise en présence d’un agent de couplage SMP (Maléimido Propionate) (Figure
[-26-111). Cette étape permet d’apporter a la surface du matériau un groupement maléimide
(H2C2(CO)2N") dont la double liaison C=C réagit facilement avec les fonctions thiols (R-SH)
de la cystéine présente dans des peptides RGD cycliques et linéaires (Figure 1-26-1V).

Une étude cellulaire in vitro menée avec des cellules ostéoprogeénitrices utilisées de la moelle
osseuse humaine (HBMSC pour Human Bone Marrow Stromal Cells), a été effectuée suite a
I’immobilisation des séquences RGD linéaire et cyclique. Les résultats quantitatifs ont montré
une amélioration de I’adhésion cellulaire dans le deux cas. Plus précisément, la séquence
RGD cyclique améliore 1’adhésion cellulaire a 3h, alors que la séquence linéaire 1’améliore a
24 h.
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Nelson et al. [151] ont utilisé le méme protocole expérimental que celui établi par Durrieu et
al. [68] afin de fonctionnaliser la surface d’HA cristalline et de phosphate de calcium
amorphe par deux autres seéquences peptidiques: les séquences Lysine-Arginine-Sérine-
Arginine (KRSR) et Lysine-Sérine-Arginine-Arginine (KSRR) (Figure 1-27). Dans le cas de
la séquence KSRR, les études biologiques in vitro ont montré une amélioration de 1’adhésion
de cellules ostéoblastes d’origine humaine a la surface d’HA cristalline par rapport au
phosphate de calcium amorphe. Mais, 1’adhérence était similaire pour I’HA cristalline non

fonctionnalisée ou fonctionnalisée par la séquence KRSR.
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Figure 1-27 : Procédé de greffage utilisé par Nelson et al. [151]

Sur la base des travaux de Durrieu et al. [68], une nouvelle stratégie a plusieurs étapes a été
proposée par Wang et al. [152]. Elle consiste a fonctionnaliser la surface de pastilles de
Skelite™ (une céramique biodégradable composée de 33% d’hydroxyapatite et de 67% de
phosphate tricalcique contenant du silicium) par une séquence peptidique synthétique de
collagéne humain (BCSP™-1) aprés une réaction de silanisation de la céramique par de
I’APTES. Le protocole est détaillé a la Figure 1-28.

Une silanisation par de I’APTES dans de 1’é¢thanol anhydre est effectuée (Figure 1-28-1), puis
la surface est mise en présence d’un agent de couplage 1’ester bis-N-hydroxysuccinimide
(DSS) (Figure 1-28-2) qui se fixe par le biais du groupement terminal amine de I’APTES.
Cette étape permet d’apporter a la surface du matériau un groupement maléimide (Figure
[-28-3) qui va réagir avec la cystéine présente dans les peptides (Figure 1-28-4).

Afin d’évaluer I’intégrité biologique de I’implant, une étude in vitro a éte réalisée en utilisant

des cellules ostéoprogénitrices de calvaria de rat. Une amélioration de la prolifération
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cellulaire a été mise en évidence en présence de BCSPTM-1. Par ailleurs, I’étude in vivo a
montrée une augmentation de 1’activité de ’alcaline phosphatase (enzyme responsable de la

différenciation cellulaire).
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o] o 8]
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Elo
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o

Skelite +,§P‘TES+I)$S BCSP-1 peptide attachment
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o
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o

Skelite+APTES+DS5+BCSP-1

Figure 1-28 : Procédé de greffage d’APTES i la surface des pastilles de Skelite™ établi par Wang et al.
[152]
D'autres études de la littérature s’intéressent a la fonctionnalisation de la surface des substrats
a base de phosphate de calcium par des protéines. Parmi elles, les études menées par
Schuessele et al. [105] ainsi que par Zurlinden et al. [153] ont utilisé I’APTES pour la
silanisation de pastilles d’HA dans 1’objectif d’immobiliser de fagon covalente la BMP-2 par

I’intermédiaire d’un agent de couplage (Figure 1-29).
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Figure 1-29 : Procédé de silanisation d’HA par de ’APTES établi par Schuessele et al. [105]

Une étude cellulaire in vitro réalisee avec des myoblastes de souris a démontré la
biocompatibilité des matériaux fonctionnalisés, ainsi qu’une amélioration de I’adhésion
cellulaire apres greffage et une augmentation de la prolifération cellulaire ce qui démontre la

fixation de protéine a la surface des pastilles d’HA.
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1.4. Conclusion

Les différents inconvénients rencontrés avec les substituts osseux naturels ont poussé a

I’élaboration de substituts osseux synthétiques ayant des propriétés biologiques améliorées.

Les matériaux a base de phosphates de calcium et principalement ceux en hydroxyapatite sont
largement employés comme substitut osseux synthétiques du fait leur composition chimique
proche de celle du minéral osseux. Ces biocéramiques sont biocompatibles, bioactives et
ostéoconductrices. En revanche, elles ne sont pas ostéoinductrices : elles n’ont pas la capacité
de générer une nouvelle matrice osseuse lorsqu’elles sont implantées en site extra osseux.
Afin d’améliorer les propriétés biologiques et ostéoinductives de ces biocéramiques, une
nouvelle stratégie est actuellement en cours de développement. Elle consiste a fonctionnaliser

leur surface par des molécules biologiquement actives.

Cette étude bibliographique a décrit le principe de la fonctionnalisation de la surface de
substrats en hydroxyapatite par des biomolécules selon trois méthodes différentes : la
physisorption, la chimisorption et le greffage covalent. Le greffage covalent doit permettre de
contrdler la densité de greffage a la surface du substrat et le relargage des biomolécules dans
le milieu biologique. Il a pu étre démontré que la silanisation de surface est une technique
envisageable pour le greffage covalent des biomolécules. Plusieurs parametres réactionnels
ont été identifiés. lls vont influencer la densité et la structuration des organosilanes greffés a
la surface du substrat.

Le but général de ce travail est de greffer de facon covalente et contr6lée avec une faible
densité de greffage des molécules d’organosilanes ayant des fonctionnalités difféerentes a la
surface de substrat en hydroxyapatite (Caio(PO4)s(OH),) et en hydroxyapatite silicatée
(Ca10(PO4)sx(SiO4)x(OH),x). L’HA et la SiHA ont été choisies comme substrats pour le
greffage des molécules d’organosilanes au regard de leurs propriétés biologiques
intéressantes. L’incorporation de silicium (Si) dans la structure apatite peut améliorer la
bioactivité du matériau [2, 154]. L’HA posséde des sites de greffage de type P-OH a sa
surface, 1’incorporation de silicium dans la structure apatite pourrait permettre d’offrir des
sites de greffage privilégiés de type Si-OH a la surface du matériau. En effet, dans la
littérature, la plupart des réactions de silanisation de surface sont réalisées sur des substrats a
base de silicium présentant des sites Si-OH en surface. Ces sites présentent une bonne

aptitude a la silanisation car ils possédent une affinité importante pour les groupements
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hydrolysables des organosilanes. La présence de ces sites dans la structure apatite pourrait
donc améliorer les propriétés de surface des biocéramiques phosphocalciques vis-a-vis de la

réaction de silanisation.

L’objectif de ce travail, sera d’étudier I’influence de la fonctionnalité d’organosilanes
présentant une fonction amine terminale et de 1’incorporation du silicium dans la structure

apatite sur la nature et le mode de greffage a la surface des substrats céramiques.
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Chapitre Il - Elaboration et
caractérisation des substrats,

caractérisation des agents de greffage

Ce chapitre est consacré a 1’élaboration et a la caractérisation des substrats en hydroxyapatite
et en hydroxyapatite silicatée, ainsi qu’a la caractérisation des agents de greffage, i.e. les
organosilanes  polyfonctionnels, utilisés afin de développer des biocéramiques

fonctionnalisées.

La premiere partie porte sur les phosphates de calcium. Les différentes techniques de
caractérisation mises en ceuvre tout au long de ce travail sont présentées en deuxieme partie.
La troisieme partie est consacrée a la caractérisation des substrats non greffés. Les
organosilanes employés pour la modification de surface des apatites, et leur caractérisation

sous forme libre, font I’objet de la derniére partie.

11.1. Elaboration des substrats phosphocalciques

L’hydroxyapatite phosphocalcique est un orthophosphate de calcium, c’est-a-dire un sel de
calcium de I’acide orthophosphorique (H3PO,4). Sa composition et sa structure cristalline en
font un composé tres proche du minéral osseux [1]. Apres un bref rappel de ses données
cristallographiques, les substitutions pouvant avoir lieu au sein de sa structure et sa synthése

par précipitation en milieu aqueux, sont présentées.

11.1.1. L’hydroxyapatite phosphocalcique

11.1.1.1. Données cristallographiques et substitutions

Les orthophosphates de calcium de structure apatite ont pour formule générale Me1o(XO4)sY 2,

dans laquelle Me représente un cation métallique divalent (Ca®*, Ba®"...), XO, un anion
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trivalent (PO,>, VO, ...) et Y un anion monovalent (OH , CI...). L’hydroxyapatite
steechiométrique (HA), de formule générale Cajo(PO4)s(OH), et de rapport atomique
CalP = 1,667, cristallise dans le groupe d’espace P63/m du systeme hexagonal. Les parametres

de maille de I’HA sont les suivants :
a=b=9418 A c=6,884 A a=y=90° p=120°[155]

Des substitutions multiples par des ions de méme valence ou de valence différente peuvent
avoir lieu sur tous les sites ; 1’équilibre des charges s’effectuant par la création de lacunes sur
les sites calcium (Ca) et/ou hydroxyde (OH"). Ces modifications de la composition chimique
engendrent une modification des propriétés chimiques des céramiques en HA : solubilité,

comportement thermique, comportement en milieu biologique, etc.

Le Tableau II-1 résume les principales apatites substituées contenant des éléments présents
dans la phase minérale de 1’0s. L’introduction de tels ions a pour but une modification de la
réponse biologique du matériau. Par exemple, le magnésium jouerait un rdle dans les
processus de minéralisation des tissus calcifiés [156], la présence de groupements carbonates
augmenterait la solubilité et la bioactivité de I’hydroxyapatite [157] alors que la présence de
fluor sur les sites hydroxyde augmenterait la stabilité des apatites tendant a les rendre

bioinertes.

Tableau 11-1: Exemples de substitutions dans les hydroxyapatites phosphocalciques [158]

Substitution Formule chimique théorique Notations
Site Ca?"
Mg** Ca0My(PO,)s(OH), Mg-HA
zn* CaoxZny(PO4)s(OH), Zn-HA
sr?t Ca0.,Sr(PO.)(OH), Sr-HA
Site PO,>
COs” Caz0.x(PO4)sx(CO3)x(OH)2.x C-HA type B
Sio,* Cayox(PO4)sx(Si04)x(OH).x Si-HA
HPO,* Ca0-x(PO4)sx(HPO4)x(OH)ox
Site OH"
F Cayo(PO4)s(OH)2.2¢F2x F-HA
COos” Cay(PO4)s(OH),.2x(COs), C-HA type A
Mixte CalO-x+uDx-u(PO4)6-x(COB)x(OH)2-x+2u»2y(C03)ny-2u+y C-HA type A/B

Parmi les phosphates de calcium actuellement développés, on peut citer I’hydroxyapatite
partiellement substituée par des ions silicates (SiO,*). Cette substitution ionique conduit & un
déséquilibre de charge dii & la différence de valence entre les groupements phosphate (PO4)

et silicate (SiO4*). Ce déséquilibre de charge est compensé par la création de lacunes (CJ) sur
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les sites hydroxyde (OH") afin d’assurer la neutralité de la structure cristalline ce qui conduit a

la formule chimique hypothétique formulée par Gibson et al. [159] :
Cayo (PO4)s-x (SiO4)x (OH)Q-XDX avec 0 <x<2etd=lacune

Par la suite, cette formulation sera notée SiHA.

11.1.1.2. L"hydroxyapatite silicatee

Dans la littérature, les travaux qui décrivent la synthése de I’hydroxyapatite silicatée (SiHA)
sont nombreux. En 1999, Gibson et al. [159] ont montré la possibilité de synthétiser une
hydroxyapatite substituée par des ions silicate (SiO,*) & partir d'une réaction de neutralisation
acido-basique et de tétraacétate de silicium. Dans le méme cadre, Palard et al. [158, 160] ont
étudié la synthése par précipitation en voie aqueuse pour différents taux de silicium (x = 0,2 ;
04; 06; 08; 1; 15; 2et 4). Cette méthode ne permet pas la formation directe
d’hydroxyapatite silicatée. Les poudres brutes obtenues sont biphasees. Elles sont composées
d’un silicate de calcium et d’apatite carbonatée de type B (substitution d’ions phosphate par
des ions carbonate) contenant une partie des silicates au sein de sa structure. Pour incorporer
le silicium dans la structure apatite, un traitement thermique au-dessus de 700°C est alors
nécessaire. Cette méthode de synthése développée au Laboratoire Science des Procédés

Céramiques et de Traitements de Surface (SPCTS) sera utilisée dans le cadre de cette étude.

L’incorporation du silicium dans la structure apatite engendre une variation des parametres de
maille de la structure cristalline apatite. Le paramétre de maille "c" augmente dans la majorité
des cas avec le taux de silicium [158, 159], il peut également rester constant alors que le
paramétre de maille "a" peut croitre [161, 162] ou décroitre [163]. Si "a" décroit, le volume de
maille ne varie quasiment pas alors que lorsque "a" augmente, la maille se dilate.
Padmanabhan et al.[164] ont constaté une faible augmentation des paramétres de maille (a et
c) apres I’incorporation du silicium. Ces variations peuvent €tre attribuées a une distorsion du
réseau cristallin due a 1’incorporation de 1’ion silicate (SiO4*) Iégérement plus volumineux
que I’ion phosphate (PO,%). En effet, le rayon ionique de Si** (0,42 A) est supérieur & celui de
P>* (0,35 A) et la longueur de la liaison Si-O (0,161 nm) est plus grande que celle de la liaison
P-O (0,155 nm) [165].

Les travaux d’Arcos et al. [161, 166] ont montré que le silicium joue un réle important au

niveau de la structure cristalline en induisant une distorsion des tétraédres. Parallelement,
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I’étude récente effectuée par Padmanabhan et al. [164] portant sur la synthése micro-onde
montre que la taille des cristallites et celle des particules diminuent avec 1’augmentation de la
teneur en silicium. Palard [158] a indiqué pour des pastilles frittées et denses, la taille de

grains diminue légérement avec la quantité du silicium incorporée dans la structure.

De nombreux travaux décrivent 'influence des ions silicate (SiO4*) sur les propriétés
biologiques de I’hydroxyapatite. Les études effectuées par Vallet-Regi et Arcos [154] ont
montré que la présence de silicium améliorait la bioactivité de I'apatite tout en conservant, une
biocompatibilit¢ et des propriétés mécaniques comparables a celles de I’hydroxyapatite.
Troubitsin et al. [167] ont mis en évidence que 1’hydroxyapatite silicatée présentait une
résorption plus importante que celle de I’hydroxyapatite sans pour autant engendrer d'effets
toxiques sur les tissus environnants. Sutha et al. [168] ont étudié les propriétés biologiques de
I’hydroxyapatite silicatée contenant différents taux en silicium (0; 0,4; 0,8; 1 et 1,6 %
massique). Les implants contenant 1 %m de silicium présentent la meilleure activité
biologique. Néanmoins, pour M. Bohner [169] malgré les affirmations faites dans de
nombreux articles, le réle du silicium dans la réponse biologique des substituts n’est pas clair.
Plusieurs explications peuvent étre avancées : un effet passif impliquant par exemple la

libération d’ions calcium, une modification de la chimie ou de la topographie de la surface.

11.1.2. Elaboration des substrats

11.1.2.1. Synthése des poudres

Les poudres d’hydroxyapatite (HA) et d’hydroxyapatite silicatée (SiHA) sont synthétisées par
précipitation en voie aqueuse. La synthese de ces phosphates de calcium ayant fait I’objet de
précédents travaux au sein du Laboratoire SPCTS [42, 158], celle-ci ne sera que briévement

exposée.

Les travaux sur la synthése de poudre d'hydroxyapatite silicatée de Palard [158] ont démontré
que le taux de substitution limite permettant un compromis matériau monophasé/densification
maximale était x = 0,5 mol. Afin d’obtenir des matériaux monophasés et d'évaluer 1'impact du
silicium, le taux de substitution hypothétique est ici fixé a x = 0,4 mol (soit 1,13 %m Si). De
ce fait, I’hydroxyapatite silicatée, est synthétisée en se basant sur la formule chimique

hypothétique suivante :
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Ca1o (PO4)s6 (S104)0,4(OH)1,6010 4

De nombreux parameétres sont a contrdler lors d’une précipitation aqueuse car ce sont eux qui
vont conditionner la nature et la qualité de la poudre synthétisée [42, 158]. Ces différents
parametres sont récapitulés dans le Tableau Il-2. Les quantités de réactifs nécessaires pour
synthétiser des poudres d’HA et de SiHA (rapport Ca/P =1,667 dans le cas d’HA,
Ca/(P+Si) = 1,667 dans le cas de SiHA) sont récapitulés dans le Tableau I1-3.

Tableau 11-2 : Paramétres de synthése utilisés lors de la synthése des poudres d’HA et de SiHA [158]

Paramétres de synthese Valeurs de parameétres

Température de réacteur principal (°C) — solution de calcium 90,0+1,0
Température de réacteur secondaire (°C) — solution de phosphate ou

solution de phosphate + silicium 600+10
pH du milieu réactionnel 9,0+0,1
Temps de maturation (min) 15
Vitesse d’introduction de la solution de phosphate ou de phosphate + 24
silicium (L/h) :
Atmosphére du réacteur argon
Débit de I’argon (L/h) 0,5

Tableau 11-3 : Quantité de réactifs (n), concentration de réactifs (C), rapports molaires (Ca/P) et
(Cal/(P+Si)) de réactifs et teneur hypothétique (x) de silicium

Notation Nca Cca Npo4 Cros Nsi Csi Ca/P Ca,/(P-i_-Si) Xsi
(mol) (mol/L) (mol) (mol/L) (mol) (mol/L) réactifs réactifs (mol)
HA 1,280 0,64 0,768 0,64 0 0 1,667 1,667 0
SiHA 1,280 0,64 0,717 0,60 0,051 0,04 1,785 1,667 0,4

Les précurseurs utilisés (voir annexes) sont le nitrate de calcium tétrahydrate Ca(NO3),,4H,0,
I’hydrogénophosphate de diammonium (NH4),HPO, et le tétraacétate de silicium
Si(OCOCHj3),. La mise en solution, en milieux aqueux, des sels de calcium et de phosphate se
fait sans difficulté. En revanche, celle de la poudre de tétraacétate de silicium est plus difficile
et nécessite une mise en suspension préalable [158]. Pour ce faire, le mélange "eau +
précurseur de silicium” est placé dans une jarre en alumine contenant des billes de broyage
également en alumine. Afin de casser les agglomérats, la suspension est homogénéisée
(Lmina 150 tr.min?) a l’aide d’un broyeur planétaire. Le dispositif de synthése des
phosphates de calcium est représenté sur la Figure 1l-1. La capacité du réacteur permet

d'obtenir environ 100 g de poudre par synthése.
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Ar
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REACTEUR PRINCIPAL
Figure 11-1 : Schéma du montage utilisé pour les synthéses par précipitation en voie aqueuse [170]

La solution de nitrate de calcium est introduite dans le réacteur principal, puis chauffée, agitée
et portée a la température de consigne (90°C). La solution de phosphate (ou celle de
phosphate + précurseur de silicium), placée dans le réacteur secondaire, est également portée
a sa température de consigne (60°C). Lorsque les deux solutions ont atteint leurs températures
de consigne, la solution de phosphate (ou de phosphate + précurseur de silicium) est ajoutée a
débit controlé dans le réacteur principal contenant la solution de calcium. Le pH du milieu
réactionnel est maintenu a sa valeur de consigne par un régulateur de pH. Celui-ci est relié a
une pompe doseuse régulatrice permettant 1’ajustement du pH par ajout automatique d’une
solution d’ammoniaque NH4OH a 35% (Fisher). Les solutions sont maintenues sous agitation
mécanique et balayage d’argon durant toute la synthése et la maturation. Les régulations en
pH et en température sont également maintenues durant cette derniére période. A 1’issue de la
maturation, le précipité est récupéré par centrifugation (500 g pendant 5 min) et lavé deux fois
a I’eau distillée. Le "gateau" récolté est alors séché dans une étuve ventilée (70°C/24 h).
Apres séchage, les blocs de poudre compacts obtenus sont cassés et broyés dans un mortier en

agate.
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11.1.2.2. Mise en forme des substrats

Deux types de substrats sont employes au cours de ces travaux : des poudres calcinées et des

pastilles denses.

Les substrats pulvérulents (poudres) d’HA et de SiHA utilisés pour le greffage des
organosilanes sont obtenues par calcination des poudres brutes a 1000°C durant 1 h sous air

avec des rampes de montée et descente en température de 20°C/min (Four Super Khantal).

Les pastilles denses d’HA et de SiHA sont réalisées a partir des poudres brutes d’HA et de
SiHA calcinées respectivement a 650°C/30 min et 700°C/2 h afin d’obtenir une surface
spécifique d’environ 30 m?/g. Un pressage uniaxial de ces poudres, sous une contrainte de
125 MPa et dans un moule métallique de 10 mm de diamétre, est ensuite réalisé. Les pastilles
pressées sont frittées sous air (frittage naturel) a 1200°C durant 30 minutes avec des rampes
de montée et descente en température de 20°C/min (Four Super Khantal). Les pastilles denses
d’HA et de SiHA sont polies fagon miroir a I’aide de papier en carbure de silicium de grade
4000. Elles sont ensuite nettoyées a 1’éthanol technique 96% non dénaturé (15 min dans un
bain a ultrasons) afin d’éliminer les résidus de polissage et séchées a 1’étuve (70°C/24 h). Le
polissage permet de rendre la topographie de la surface homogeéne et reproductible (rugosité

constante).

11.2. Techniques de caracterisation

11.2.1. Caractérisations physico-chimiques

11.2.1.1. Analyse par spectroscopie infrarouge

Les spectres infrarouges des échantillons sont réalisés avec un spectrométre a transformee de
Fourier (FT-IR pour Fourier Transform InfraRed) Perkin Elmer, Spectrum One entre
400 cm™ et 4000 cm™ avec une résolution de 4cm™. 1mg ou 5mg (dans le cas des
échantillons concentres) de poudre et 180 mg de bromure de potassium (KBr) sont mélangés
dans un mortier en agate puis pressés dans un moule de 13 mm de diameétre. Le bromure de
potassium sert de support a la mesure. Une pastille de KBr pure est réalisée pour chaque série
de mesures et son spectre est soustrait de celui des échantillons. Pour comparer les spectres

infrarouges des phosphates de calcium, une normalisation est nécessaire. Aprés une correction
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automatique de la ligne de base, chaque spectre est multiplié par un coefficient ramenant
I’absorbance de la bande v4POy située & 602 cm™, & 1 [171]. Cette normalisation n'est pas
effectuée dans le cas des échantillons concentrés en raison de la saturation du massif v4POs.
Pour les échantillons liquides une goutte de 1’échantillon a analyser est déposée, a I’aide d’une

pipette Pasteur, entre deux fenétres de KBr (monocristal).

11.2.1.2. Analyse qualitative par diffraction des rayons X

L’identification des phases cristallisées présentes dans les poudres et les matériaux denses
(pastilles) est réalisée par diffraction des rayons X (DRX). Les diffractogrammes sont acquis
avec les radiations K, du cuivre (CuK, =1,54056 A et CuKy =1,54443 A) sur un
diffractometre 6/20 Siemens D5000. Les acquisitions sont faites avec un pas de 0,02° en 20 et
un temps de comptage de 4 secondes sur un intervalle [25,40°] (en 20). Les phases sont
identifiées par comparaison avec les références du fichier International Center for Diffraction
Data-Powder Diffraction Files (ICDD-PDF) sur le logiciel EVA (Bruker AXS). Le Tableau

I1-4 regroupe les numéros des fiches PDF utilisées ainsi que les composes correspondants.

Tableau 11-4 : Fiches PDF de référence pour I’indexation des différents composés

Formule chimique Nom du composé Abréviation Ne° fiche PDF
Cayo(PO4)s(OH), Hydroxyapatite HA 9-432
Ca3(POy)2 Phosphate tricalcique o a-TCP 9-348
Ca3(POy)2 Phosphate tricalcique B- TCP 9-169
Cao Oxyde de calcium - 37 - 1497
Ca(OH), Dihydroxyde de calcium - 4-733

11.2.1.3. Affinement des parametres de maille

L’analyse Rietveld consiste a simuler un diffractogramme a partir d’'un modele
cristallographique de 1’échantillon, puis a ajuster les parametres de ce modele afin que le
diffractogramme simulé soit le plus proche possible du diffractogramme mesuré. Pour ce
faire, les diffractogrammes sont acquis avec un appareillage Briikker D8 Advance (CuKa
1,54056 A), sur I’intervalle [20-120°], avec un pas de 0,012° en 20 et un temps de comptage
de 0,75 s. L’affinement des paramétres de maille est réalisé par la méthode WPF (Whole
Pattern Fitting ou méthode de Le Bail) a 1’aide du logiciel FullProf Suite, version 1.10. Ce
traitement permet d’effectuer un ajustement global du diffractogramme avec contrainte de la

position des raies mais sans contraindre les intensités. Cela permet de s’affranchir en partie du
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probléme de superposition des raies de diffraction. L’évaluation de la qualit¢ de I’affinement

est effectuée a 1’aide des facteurs de confiance suivants :

e y°: facteur représentant la somme des carrés des résidus, permet de juger de
I’adéquation du modele aux mesures expérimentales,
e Rp:résidu du spectre,

e Ruyyp : résidu pondéré du spectre, qui exprime la convergence de I’affinement.

11.2.1.4. Analyse par spectroscopie de photoélectrons X

La spectroscopie de photoélectrons X (XPS pour X-ray Photoelectron Spectroscopy) est une
méthode physique d’analyse chimique de la surface. Les analyses sont réalisées avec un
appareillage Axis Ultra DLD spectrometer (Kratos Analytical Ltd). Les spectres sont acquis a
I’aide de la radiation monochromatique K, de I’aluminium (1486,6 V) avec une tension
d’accélération de 15 KV et une intensité de courant de 12 mA. La zone analysée est de 300 um
par 700 pum et la profondeur d’analyse de I’ordre de 5 nm. L’énergie de passage est de 160 eV
pour les spectres larges et 20 eV pour les spectres de haute résolution avec des pas de 0,5 eV
et de 0,1 eV respectivement. L’appareillage a une erreur associée sur la position des pics de
+ 0,2 eV. Les spectres sont repositionnés en utilisant le pic de contamination 1s du carbone
(C1s) détecté a 285,0 eV. Apres correction du bruit de fond par la méthode de Shirley, la
décomposition des spectres est réalisée a 1’aide du logiciel Vision (Kratos) et la composition

atomique des échantillons est calculée a I’aide des coefficients de Scofield [172].

11.2.1.5. Analyses élémentaires

Le taux de carbone contenu dans les poudres (exprimé en pourcentage massique de carbone,
%m C) avant et apres greffage des organosilanes est déterminé avec un appareillage EMIA-V
321V, HORIBA. De 0,5 & 2 g de poudre sont chauffés a haute température (T > 2500°C) par
induction en présence de fondants (melange de fer, de cuivre et d’étain) dans des creusets en
alumine et sous flux constant d’oxygene. Le carbone contenu dans les échantillons est
transformé en dioxyde de carbone CO; et en monoxyde de carbone CO. Ces deux gaz sont
ensuite dosés par spectroscopie d’absorption infrarouge. Des analyses sans poudre (blanc) et
des mesures avec des étalons contenant respectivement 4,180 ; 2,850 et 0,044 %m C sont

réalisées afin d’établir une droite d’étalonnage dans le domaine d’intérét.
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La quantit¢ de silicium dans I’hydroxyapatite silicatée (SiHA) est déterminée par
spectrométrie d’émission atomique par torche a plasma (ICP/AES pour Inductively Coupled
Plasma Atomic Emission Spectroscopy), grace a un appareillage Thermo-Opteck de modele
Iris. Pour la mise en solution, 100 mg de poudre sont placés dans un réacteur en Téflon® en
présence de 4 mL d’acide nitrique (HNOs3) & 15 mol.L™. Aprés dissolution de la poudre,
10 mL d’acide fluorhydrique (HF) a 3 mol.L™" sont ajoutés. Le réacteur est placé dans un
dispositif micro-ondes (CEM, MARS 5) afin de favoriser la dissolution de la poudre et
homogénéiser la solution. Une fois préparée, la solution a doser est pompée puis nébulisée
afin d’obtenir un aérosol et est transportée jusqu’au plasma ou elle est ionisée. Des solutions
étalons avec une gamme variant de 0 & 40 mg.L™* de silicium sont préalablement analysées

afin d'établir une droite d’étalonnage.

11.2.1.6. Microscopie électronique a balayage

Les observations par microscopie électronique a balayage (MEB) sont effectuées sur des
appareillages Philips XL30 et JEOL JSM-7400 F. Avant observation, les échantillons sont
métallisés a I’or ou au palladium (couche d’environ 10 nm d’épaisseur). La microstructure des
matériaux denses (pastilles) est observée apres un gravage thermique a une température
inférieure de 20°C a la température de frittage (1200°C). Les échantillons préalablement polis
sont portés durant 6 min a T =1180°C (rampe de montée et de descente en température :
20°C/min, four Super Khantal).

11.2.1.7. Microscopie a force atomique

Le dispositif utilisé pour étudier la topographie de la surface des pastilles est un microscope a
force atomique (AFM pour Atomic Force Microscopy) 5500 piloté par Picoview 1.8.2 de la
société Agilent Technologies ayant un scanner dont I’étendue maximum est de 9x9 pm?. C’est
un microscope a "pointe balayée" : 1’échantillon est fixe et la pointe balaye la surface. Les
topographies sont faites en mode contact avec des pointes en nitrure de silicium (17 kHz,
0.046 N.m™, AppNano, Hydra6V, le rayon de courbure est <10 nm). La variation de la
topographie de la surface est suivie par la détermination de la rugosité surfacique, Sa, calculée
sur toute la surface du scan (2x2 um?) et la rugosité linéaire, Ra, mesurée sur une ligne de
longueur 2 um. Sa est la hauteur arithmétique moyenne, elle correspond & la rugosité

moyenne de la surface. Ce paramétre est calculé selon I’Equation 11-1. Le Ra est la moyenne
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arithmétique des écarts a la moyenne, il s’agit d’'un paramétre d’amplitude, calculé selon

1’Equation 11-2, sur un profil linéaire comme le montre la Figure 11-2.

A = surface étudiée

= L :l- 7 "
Sa =7 [JZ2(x.y)ldxdy (ennm),avec {Z = écart a la hauteur moyenne

Equation 11-1 : Calcul de la rugosité surfacique (Sa)

Ib = longuewr de base

1 —ib _
Ra = Ezﬂ 1Z(x)] (ennm). avec EE = écart a la hauteur moyenne

Equation 11-2 : Calcul de la rugosité linéaire (Ra)

N /N7 \
N

Figure 11-2 : Profil linéaire d’une topographie de surface réalisée par AFM permettant le calcul du Ra
11.2.1.8. Analyse de I’angle de contact

Les analyses de 1’angle de contact sont effectuées dans le but de déterminer 1’énergie de
surface () des pastilles denses en HA et SiHA avant et aprés greffage des organosilanes. Les
analyses sont effectuées avec un appareillage Digidrop Goniometer, GBX relié a une caméra
PixeLink. Les populations de gouttes utilisées ont un volume moyen de 1’ordre de 4,4 puL et
sont déposées automatiquement. Trois solvants ayant des tensions superficielles (x)
différentes sont utilisés : 1’eau distillée (H.0), I’éthyléne glycol (HO-(CH,),-OH) et le
diiodométhane (CHyl,). Le calcul des angles de contact moyens est effectué selon le mode

polynomial. Avant 1’analyse, la surface des pastilles est nettoyée avec un flux d’argon.

11.2.2. Analyses thermiques

La thermogravimétrie (TG) couplée a la spectroscopie de la masse (SM) est utilisée pour
étudier le comportement thermique des poudres greffées ou non. Les analyses TG permettent
de déterminer les pertes de masse et les températures auxquelles elles se produisent, les
analyses SM permettent de déterminer la masse des composés mis en jeu. L’appareillage

utilisé est un STA 449 F3 (Netzsch) équipé d’un dispositif TG et relié par un tube, calorifugé
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a 200°C, a un spectrométre de masse a quadrupéle (Pfeiffer Vacuum Thermostar) permettant
d'analyser les gaz émis lors du traitement thermique. Les expériences sont réalisées dans des
creusets en platine avec environ 30 mg de poudre. L’argon, en balayage & 20 ml.min™, est
utilisé pour 1’atmosphére du four et comme gaz vecteur afin d’acheminer les gaz émis vers le
spectrométre de masse. La vitesse de chauffe est fixée & 10°C.min™* jusqu’a 900°C avant une

descente en température & 20°C.min™. Le blanc est effectué avec de creusets vides sous argon.

11.2.3. Caractérisations physiques

11.2.3.1. Détermination de la masse volumique des poudres

La masse volumique réelle des poudres (praelie, g.Cm's) est déterminée par pycnométrie a
hélium (Micromeritics AccuPyc 1l 1340). Le volume de gaz (hélium) déplacé par une masse
connue de poudre est mesuré ce qui permet de connaitre la masse volumique réelle du
matériau. Chaque valeur est déterminée a partir de 10 mesures successives. L'erreur sur la

mesure est de 0,05 g.cm™.

Les masses volumiques théoriques (pig) des poudres d’HA et de SiHA sont déterminées selon
I’Expression 11-1, ou M représente la masse molaire de Iapatite (elle est de 1004,64 g.mol™
pour "'HA et 995,69 g.mol™ pour SiHA avec x = 0,45, valeur expérimentale déterminée par
ICP/AES, voir paragraphe 11.3.1.4), n le nombre de motifs par maille, V le volume de la
maille cristalline et N, le nombre d’Avogadro. L’apatite cristallisant dans un systéme
hexagonal, le nombre de motifs par maille n vaut 1, et le volume de la maille est donné par

I’Expression |1-2.

_ MXn
pthé—VxNa

Expression I1-1 : Loi de détermination de la masse volumique théorique des poudres

Vmaille =aXxXbXcXsin120°

Expression 11-2 : Volume de la maille hexagonale, avec a = b. Les parametres de maille a, b et ¢ sont
déterminés par I’affinement Rietveld
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11.2.3.2. Mesure de surface specifique

La surface spécifique (SSA, m>.g™) des poudres est évaluée par la méthode B.E.T. (Brunauer-
Emmett-Teller) d'adsorption de diazote (N2) a huit points (Analyzer Micromeritics
ASAP2010). Les mesures sont effectuées aprés dégazage sous vide de la poudre a 250°C
pendant 12 heures. La surface spécifique des pastilles frittées est trés faible. Elle est donc

déterminée par adsorption de krypton (Kr).

La taille moyenne des grains (@moyen) peUt étre estimée a partir de la mesure de la surface
spécifique et de la masse volumique réelle de la poudre (prene) Suivant I'Expression 11-3 ou

@moyen, SSA et preelle sont exprimés respectivement en pm, mz.g'1 et g.cm'3.

6
(pmoyen B Préelle X SSA

Expression 11-3 : Détermination de la taille moyenne des grains

11.2.3.3. Analyse granulométrique

La granulométrie des poudres est déterminée sur un granulométre laser HORIBA Partica
LA-950V2. Les mesures sont effectuées en milieu liquide dans de 1’eau distillée sans addition
d’un dispersant. Pour chaque analyse, 0,1 g de poudre est dispersé dans 5 mL d’eau distillée.
En début d’analyse et afin d’assurer une désagglomération correcte de la poudre, I’ensemble
est soumis durant 15 min aux ultrasons. Le principe de mesure repose sur I’analyse du spectre
de diffraction émis par les particules en interaction avec un faisceau monochromatique
cohérent de longueur d’onde largement inférieure a la taille des particules. L’analyse est basée

sur la théorie de Mie en faisant les approximations suivantes :

e les particules sont considérées comme sphériques et homogenes,
e les photons du faisceau incident n’interagissent qu’avec une seule particule

(suspension diluée).
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11.2.3.4. Mesure du potentiel zéta par zé&tamétrie

Le potentiel zéta (p&) des surfaces d’HA et SiHA est déterminé avec d'un Zetasizer nano zs
(Mavern Instrument UK) sur des poudres calcinées et mises en suspension dans de I'eau. Les
suspensions sont preparées avec 0,1 g de poudre dans 5 mL d’eau distillé. En début d’analyse
et afin d’assurer une désagglomération correcte de la poudre, I’ensemble est soumis durant
15 min aux ultrasons. Les analyses sont effectuées avec un faible volume de suspension
préparée. Les mesures sont effectuées a 25°C et les valeurs calculées sont obtenues a partir de

deux mesures pour chaque composition.

11.2.3.5. Mesure de densité et détermination du taux de densification

Pour déterminer le taux de densification (t %) des pastilles frittées, il est nécessaire de
calculer la densité des pastilles. Cette densité est déterminée par la méthode d’Archiméde qui
consiste a réaliser deux pesées de 1’échantillon, 1'une a 1’air (mscne) €t la seconde plongée
dans I’eau distillée (mpyqro). La densité (darcni) est alors calculée a partir de 1’Expression 11-4-a,
connaissant la masse volumique de 1’eau pesy = 1 g.cm™ & température ambiante. Le taux de
densification d’une pastille (t en %) est alors donné par I’Expression 11-4-b.

Mgiche

(a) dArchi = X Peau
Mgache — rnhydro

d .
(b) T(%)=—"Mx100

Preéelle

Expression 11-4 : Détermination (a) de la densité d’Archiméde et (b) du taux de

densification des substrats frittés

11.3. Caractérisation des substrats

11.3.1. Pureté des poudres synthétisées

Les résultats présentés dans ce paragraphe (paragraphe 11.3.1) sont obtenus sur des poudres
d’HA et de SiHA calcinées a 1000°C/15 h.
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11.3.1.1. Analyse des phases secondaires

Les poudres d’hydroxyapatite (HA) peuvent contenir des phases secondaires. Un rapport
molaire Ca/P global supérieur a 10/6, peut étre d0 a la présence de chaux, et un rapport Ca/P
inférieur a 10/6, a la présence de phosphate tricalcique dans la poudre. La calcination des
précipités a 1000°C pendant 15 h est le traitement thermique préconisé par la norme
internationale 1SO 13779-3 [173] afin d’identifier les phases cristallines présentes dans les
matériaux dont le rapport molaire Ca/P est compris entre 3/2 et 10/6. Les poudres
d’hydroxyapatite silicatée (SiHA) seront traitées de la méme fagon que celles

d'hydroxyapatite, en faisant référence a un rapport Ca/(P+Si) global de 10/6.

La présence de chaux est vérifiée qualitativement sur des échantillons de poudres d’HA et de
SiHA calcinées en testant le pH d’une solution aqueuse contenant de la poudre d’apatite par
de la phénolphtaléine. L’absence de coloration rose de la solution assure avec une grande
sensibilité (pH<7) I’absence de chaux dans I’échantillon. Ce test est effectué aprés chaque
synthése sur les poudres chaudes (400°C) en suivant les recommandations de la norme
ISO 13779-3 [173]. Les résultats des tests ne montrent aucune coloration, en présence de
phénolphtaléine, des solutions aqueuses contenant les poudres d’apatite, traduisant ainsi

I’absence de chaux dans toutes les synthéses.

La Figure 11-3 présente les diffractogrammes des poudres d’HA (Figure 11-3-a) et de SiHA
(Figure 11-3-b). Les diffractogrammes ne mettent en évidence aucun pic de diffraction
pouvant traduire la présence de phosphate tricalcique o (a-TCP) ou de phosphate tricalcique 8
(B-TCP). Tous les pics de diffraction peuvent étre indexés avec la fiche ICDD-PDF
n°® 09-0432 de I’hydroxyapatite pure. Cette analyse permet de confirmer I’absence de TCP au

sein des poudres. Ce résultat est valable pour toutes les synthéses effectuées.
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Figure 11-3 : Diffractogrammes des poudres (a) d’HA et (b) de SiHA calcinées a 1000°C/15 h

11.3.1.2. Evaluation des parametres de maille par affinement Rietveld

La détermination des parametres de maille est effectuée par analyse Rietveld sur des poudres
d’HA et de SiHA calcinées. La Figure 11-4 permet de comparer le résultat de I’affinement (Y
calculé) au diffractogramme de la poudre (Y observé) ainsi que la différence entre ces deux
diagrammes. Cette figure montre la bonne adéquation entre la fonction affinée et les valeurs
mesurées expérimentalement pour les poudres d’HA et de SiHA. Le Tableau 11-5 récapitule
des résultats obtenus pour les deux compositions. Le volume de la maille cristalline V (A®) est
calculé avec I’Expression 11-2.

Tableau 11-5 : Facteurs de confiance (3, Rp, Rup), paramétres de maille (a, b, c) et volume de la maille (V)
pour les poudres d’HA et de SiHA calcinées a 1000°C/15 h

Composition Ry Rpw Rw/R, a(A) b (A) ¢ (&) Volume de la maille

(A%
HA 10,8 47,4 488 1,03 9421(6) 9,421(6) 6,884(5) 529,23(9)
SiHA 10,8 44,9 489 1,09  9,425(0) 9,425(0) 6,885(5) 529,69(8)
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Les valeurs calculées des parameétres a, b, ¢ et du volume de maille de I’HA sont légerement
supérieures a celles de la fiche PDF 9-432 (a=9,4180 A, c = 6,8840 A et VV = 528,80 A3).
L’incorporation du silicium dans la structure apatite provoque une légére hausse du parametre
de maille a de 9,421(6) a 9,425(0) A ainsi qu’une augmentation du volume de la maille de
529,23(9) & 529,69(8) A%. Dans le méme temps, le paramétre de maille ¢ reste quasi constant.
Ces variations sont en accord avec les résultats obtenus par Palard et al. [160] sur 1’étude de
I’influence de I’incorporation de taux croissants de silicium sur les paramétres de maille de la
structure apatite. Ces resultats mettent en évidence que le silicium est incorporé dans la

structure apatite [174].

Les facteurs de confiance XZ, Rp et Rup quantifient la validité d’un mode¢le structural. Si la
simulation est parfaite, le rapport Rwy / R, doit tendre vers 1. Ce rapport est égal a 1,03 pour
HA, et 1,09 pour SiHA. Ces valeurs montrent que les simulations effectuees sur les deux

poudres sont bonnes.
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Figure 11-4 : Diffractogrammes expérimentaux (Y observé), calculé (Y calculé) et différence mesurée (Y
observé — Y calculé) dans le domaine en 2 theta [20-120°] a I’issue de I’affinement des poudres d’HA et
de SiHA calcinées a4 1000°C/15 h
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11.3.1.3. Caractérisation par spectroscopie infrarouge

Les spectres FT-IR obtenus pour les poudres d’HA et de SiHA calcinées (1000°C/15 h) sont
représentes sur la Figure 11-5. Pour faciliter la lecture, les spectres sont étudiés dans trois
domaines : 4000 & 400 cm™, 1000 & 400 cm™ et 1600 & 1350 cm™. Le Tableau 11-6 récapitule
les bandes d’absorption caractéristiques des groupements susceptibles d’étre détectés dans les

poudres.

Les bandes d’absorption situées a 3400 et 1640 cm™ sont dues a I’eau adsorbée 4 la surface
des poudres. Quelle que soit la composition des poudres (HA ou SiHA), les bandes
d’absorption relatives aux groupements phosphates sont présentes. Les bandes intenses a 1090
et 1030 cm™ correspondent au mode vsPO, (élongation asymétrique), celle a 961 cm™ au
mode v;PO, (élongation symétrique). Les bandes & 603 et 564 cm™ sont attribuées au mode
v4PO, (déformation angulaire asymétrique) et celle observée a 472 cm™ au mode v,PO,
(déformation angulaire symétrique). Les bandes observées autour de 2000 cm™ sont attribuées
aux harmoniques des groupements phosphates. Les bandes & 3570 et 630 cm™ correspondent
respectivement aux modes d’élongation (vs) et de vibration (v.) du groupement hydroxyle
(OH). Ces derniéres sont plus intenses dans le cas d’HA que dans celui de SiHA. En effet,
I’incorporation du silicium sous forme des tétraedres de silicate dans la structure apatite
s’accompagne de la création de lacunes sur les sites hydroxydes, ce qui explique la diminution

de I’intensité des bandes d’absorption des groupements hydroxyle [160].

Pour les poudres de SiHA, les groupements silicate (SiO4*) sont caractérisés par des bandes
de faible intensité & 504, 522, 752 et 890 cm™ attribuées aux vibrations des liaisons Si-O [158,
175]. Les épaulements détectés a 840, 928, 945 et 984 cm™ sont attribués soit aux
groupements silicates [159, 174], soit aux vibrations des liaisons Si-OH existantes a la surface
de SiHA [174].

Les bandes caractéristiques de groupements carbonate COs* sites B & 1420 et 1450 cm™
(Figure 11-5-c) sortent avec une faible intensité. Le traitement thermique des poudres a

1000°C ne permet pas d’éliminer totalement le carbonate de la structure apatite.
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Figure 11-5 : Spectres FT-IR dans les intervalles (a) 4000-400 cm™, (b) 1000-400 cm™ et (c) 1500-1400 cm™ des poudres
d’HA et de SiHA calcinées a 1000°C/15 h. Les indexations représentées en noir sont communes aux spectres d’HA et
SiHA, les indexations en rouge sont spécifiques aux spectres de SiHA

Tableau 11-6 : Bandes d’absorption susceptibles d’étre détectées dans les poudres d’HA et de SiHA

Gr_oupements ’ Bandes_ Nombre d’onde (cm)
ioniques d’absorption
] 3570 [1]
OH Vs
7 631 [1]
Vi 961 [1]
Vo 474 [1]
PO,>
V3 1030 et 1081 [1]
Va 560 et 602 [1]
SiO, - 504, 522, 752, 840, 890, 928, 945, 984 [158, 159, 174, 175]
O-H de Ca(OH), v 3640-3650 [176]
CO, moléculaire
(air) - 2360 [176]
Vo 871,873 [1, 176]
CO,” sites B V3 1412, 1420, 1450, 1460, 1465, 1470 [1, 158, 176]
Va4 692 et 710 [1]
i v 3400 [176]
H,0 adsorbé
1640 [176]

11.3.1.4. Analyse chimique

Les poudres de SiHA calcinées (1000°C/15 h) ont fait 1’objet d’une analyse chimique par

ICP/AES afin de déterminer le taux de silicium présent (Xsj mesuré). Les analyses sont

menees sur deux syntheses differentes de poudres de SiHA. La valeur moyenne de la teneur

78



Chapitre 11 - Elaboration et caractérisation des substrats, caractérisation des agents de greffage

en silicium mesurée est égale a 0,45 + 0,01 mol. Celle-ci est 1égérement plus élevée que celle

définie hypothétiquement pour la synthése des poudres (Xs; hypothétique = 0,40 mol).

En conclusion, les analyses effectuées sur les échantillons de poudre d’HA et de SiHA
calcinées a 1000°C/15h ont montré que les poudres synthétisées par la méthode de
précipitation en voie aqueuse sont pures et monophasées. Apres le traitement thermique, le
silicium est totalement incorporé dans la structure apatite avec un taux molaire de 0,45

(1,27 %m). Les formules chimiques des poudres d’HA et de SiHA synthétisees sont :
HA : Calo(PO4)5(OH)2

SiHA : Ca10(PO4)s,55(Si04)0,45(OH)1,55

11.3.2. Caractérisation des substrats pulvérulents

Le greffage des organosilanes est effectué sur des poudres en hydroxyapatite (HA) et en
hydroxyapatite silicatée (SiHA) calcinées a 1000°C durant 1 heure. Aprés calcination, ces

poudres sont caractérisées, afin d’évaluer leurs propriétés avant le greffage des organosilanes.

11.3.2.1. Composition des poudres

La Figure 11-6 présente les diffractogrammes des poudres d’HA et de SiHA et les résultats des
affinements Rietveld sont récapitulés dans le Tableau 1I-7. Les diffractogrammes ne mettent
pas en évidence la présence de phase secondaire au sein des échantillons. Les poudres d’HA
et de SiHA sont donc considérées comme monophasées. Elles sont constituées d’une phase
apatite pure. Les résultats des affinements montrent que les valeurs des paramétres de maille
a, b, c et du volume de maille V sont plus grand pour SiHA que pour I’HA. Ces variations
sont en accord avec la substitution des groupements phosphates par des silicates dans la
structure apatite (voir paragraphe 11.3.1.2, chapitre 11).

Les spectres FT-IR des poudres calcinées sont présentés sur la Figure I1-7. Les bandes de
vibration relatives aux groupements phosphate sont présentes pour les deux compositions
(voir paragraphe 11.3.1.3, chapitre Il). Il est important de noter qu’aprés calcination a
1000°C/1 h, les groupements silicate sont incorporés dans la structure apatite. En effet les

bandes d’absorption correspondant aux groupements silicate sont clairement observées dans
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le cas des poudres SiHA (voir paragraphe 11.3.1.3, chapitre I1). Comme pour les poudres
calcinées durant 15 h, des ions carbonate résiduels en site B peuvent étre détectées sur le

spectre FT-IR.
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. HA (ICDD-PDF-09-0432)
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Figure 11-6 : Diffractogrammes des poudres (a) d’HA et (b) de SiHA calcinées a 1000°C/1 h

Tableau 11-7 : Facteurs de confiance (3, Rp, Rup), paramétres de maille (a, b, c) et volume de la maille (V)
pour les poudres d’HA et de SiHA calcinées a 1000°C/1 h

Volume de maille

Composition Ry, Ruwp Rup/ Rp a(A) b (A) c(A) A
HA 10,7 46,9 47,7 1,02 9,420(1) 9,420(1)  6,881(6) 528,84(5)
SiHA 10,7 459 474 1,03 9,426(2) 9,426(2)  6,892(6) 530,38(4)
T T AR AR AL
[(a) v,PO, (b) (c)
I | L v,PO, 1
o v,PO, - r 7
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Figure 11-7 : Spectres FT-IR dans les intervalles (a) 4000-400 cm™, (b) 1000-400 cm™ et (c) 1500-1400 cm™ des poudres
d’HA et de SiHA calcinées & 1000°C/1 h. Les indexations représentées en noir sont communes aux spectres d’HA et SiHA,
les indexations en rouge sont spécifiques aux spectres de SIHA
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11.3.2.2. Caractérisations physiques des poudres

La Figure 11-8 expose les clichés MEB des poudres calcinées. Les poudres sont composées de

grains en forme de batonnets d'une centaines de nanometre.

Le Tableau I1-8 regroupe les mesures de surface spécifique (SSA), de masse volumique réelle
(Preetie), de masse volumique théorique (pie), I’estimation du diamétre moyen des grains
(pmoyen) et les valeurs de potentiel z&ta (p&) des poudres d’HA et de SiHA.

La surface spécifique des poudres d’HA est égale a 7,0 + 0,2 m”.g™. Celle des poudres de
SiHA est le double soit 16,1 + 0,2 m>.g™.

Les résultats obtenus montrent que les masses volumiques réelles (prsere) SONt en accord avec
les masses volumiques théoriques (pwe) pour les deux compositions. Le diametre moyen des
grains estimé (@moyen) est de I’ordre de la centaine de nanometres pour HA et SiHA ce qui est
en accord avec les images obtenues par MEB. La décroissance du diametre moyen des grains
suite a I’incorporation du silicium dans la structure apatite, est attribu¢ a I’influence de
I’élément silicium sur la cinétique de croissance granulaire [158].

Les valeurs de potentiel zéta des poudres d’HA et de SiHA a 25°C sont égales a
-272 £1,7mV pour HA et a -30,0x£15mV pour SiHA. Les surfaces des deux
compositions présentent des charges globales moyennes négatives et similaires. La présence
du silicium dans la structure apatite ne modifie pas significativement la charge globale de
surface du matériau.

Les répartitions granulométriques des poudres d’HA et de SiHA sont représentées sur la
Figure 11-9. Les répartitions en volume montrent la présence de deux familles d'agrégats
(distribution bimodale) pour les deux compositions. Le diamétre moyen en volume (Do)
des poudres de HA est de 2,26 um et celui des poudres de SiHA de 0,16 um. La présence
d'agrégats est donc plus marquée dans le cas de HA que de SiHA. La répartition en nombre
met en évidence la présence des petites particules. Elles sont comprises entre 0,09 et 0,50 um
pour HA et entre 0,05 a 0,40 pm pour SiHA avec un diamétre moyen en nombre (D 05)) €gal
a 0,16 um pour HA et a 0,07 um pour SiHA. Ces resultats sont en accord avec les diametres

moyen estimes (moy) par I’Expression 11-3 (@moy HA = 0,28 um, @mey SIHA = 0,12 um).
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Figure 11-8 : Clichés MEB des poudres (a, ¢) d’HA et (b, d) de SiHA calcinées a2 1000°C/1 h

Tableau 11-8 : Surfaces spécifiques (SSA), masses volumiques réelles (prie), masses volumiques

théoriques (pi¢), estimation du diameétre moyen des grains (¢n,,) et potentiel zéta (pg) des poudres d’HA
et de SiHA calcinées & 1000°C/1 h

- 7 1 3 3
Composition ~ SSA(M°.97)  preeie (9.CM~)  pine (9.CM7) Qrmoy (NM) pé (mV)
HA 70+0,2 3,11+ 0,05 3,15 275+12 27217
SiHA 16,1+0,2 3,07 +0,05 3,12 122 + 4 -30,0+15
(a) == Fréquence en nombre = Fréquence envolume (b) =—=Fréquence en nombre = Fréquence envolume
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Figure 11-9 : Distribution granulométrique en fréquence (%o) et en fréquence cumulée (%) des poudres (a, c)
d’HA et (b,d) de SiHA calcinées a 1000°C/1 h
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En conclusion, les poudres d’HA et de SiHA calcinées a 1000°C durant 1 heure sont
considérées comme monophasées et pures. Concernant I'nydroxyapatite silicatée, le silicium
est bien incorporé a la structure apatite. Les deux compositions présentent des valeurs de
potentiel z&ta comparables. Outre la composition chimique, les seules différences notables
entre les deux poudres sont la surface spécifique (celle de la poudre de SiHA est le double de
celle de la poudre d'HA) et la répartition granulométrique (la poudre d'HA présente plus
d'agrégats que celle de SiHA).

11.3.3. Caractérisation des pastilles

Les pastilles denses d’HA sont ¢élaborées a partir des poudres d’HA calcinées a 650°C/30 min
et celles de SiHA a partir des poudres calcinées a 700°C/2 h. Ces pastilles sont frittées a
1200°C/30 min, sous air.

11.3.3.1. Composition des pastilles

Les diffractogrammes de la surface des pastilles d’HA et de SiHA aprés polissage sont
présentés sur la Figure 11-10. Les spectres FT-IR obtenus pour les deux compositions a partir
de poudres grattées a la surface des pastilles sont représentés sur la Figure 11-11. Sur les
diffractogrammes des deux compositions, seules les raies de diffraction relatives a la phase
cristalline apatite sont présentes (voir paragraphe 11.3.1.1, chapitre Il). Sur les spectres FT-IR
(Figure 11-11), seules les bandes d’absorption relatives aux groupements phosphates sont
observées (voir paragraphe 11.3.1.3, chapitre I). Comme pour les poudres calcinées, les
bandes caractéristiques des groupements silicates sont observées dans le cas de SiHA,
vérifiant 1’incorporation des groupements silicates dans la structure apatite, et des carbonates
résiduels en site B sont détectées. Les pastilles d’HA et de SiHA sont donc pures et

monophasées.
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Figure 11-10 : Diffractogrammes des pastilles (a) d’HA et (b) de SiHA frittées a 1200°C/30 min et polies
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Figure 11-11 : Spectres FT-IR dans les intervalles (a) 4000-400 cm™, (b) 1000-400 cm™ et (c) 1500-1400 cm™ des
pastilles d’HA et de SiHA frittées a 1200°C/30 min. Les indexations représentées en noir sont communes aux spectres
d’HA et SiHA, les indexations en rouge sont spécifiques aux spectres de SiHA
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11.3.3.2. Caractérisations physiques des pastilles

La Figure 11-12 expose les clichés MEB obtenus apres gravage thermique. Les matériaux en
hydroxyapatite et en hydroxyapatite silicatée présentent une microstructure dense. Les
pastilles d’HA sont tres peu poreuses. Comparativement aux pastilles d'HA, celles de SiHA
présentent une porosité résiduelle légerement plus importante et une taille de grain légérement

plus faible.

Le Tableau I1-9 présente la densité d’ Archimeéde, le taux de densification (t %) et la surface
spécifique (SSA) des pastilles d’HA et de SiHA frittées. La détermination de la densité
d’Archiméde (darcni) est effectuée sur trois pastilles de chaque composition, la valeur

présentée correspond donc a une moyenne de 3 mesures (darchi (moy))-

Le taux de densification des pastilles (7 %) est calculé en utilisant comme valeur pour la
masse volumique réelle (prelie,), Celle de poudres calcinées a 1200°C pendant 30 minutes, soit
3,08 + 0,05 g.cm™ pour HA et 3,11 + 0,05 g.cm™ pour SiHA. Une température de frittage de
1200°C permet une densification de 98% pour les pastilles d’HA et de 1’ordre de 95% pour
les pastilles de SiHA.

Les surfaces spécifiques des pastilles d’HA et de SiHA sont de ’ordre de 0,50 = 0,01 mz.g‘l.
Ces valeurs sont a prendre avec précaution. En effet, leur détermination est difficile et
nécessite plusieurs essais avant d’obtenir des résultats concluants. Les pastilles sont denses et
de faible surface, ce qui limite 1’adsorption du Kr a leur surface et donc la détermination

précise de la surface spécifique.

En conclusion, les pastilles d’HA et de SiHA sont pures et monophasées. Cependant, il est &
remarquer que les pastilles d’HA sont légerement plus denses que celles de SiHA et
présentent des grains légérement plus gros conformément aux travaux précédents effectués au
laboratoire [158]. La présence de silicium dans I’apatite ralentit Iégerement la cinétique de

frittage (donc le taux de densification) et la croissance granulaire.
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1pm

Figure 11-12 : Clichés MEB de la surface des pastilles (a, b, ¢) d'HA et (d, e, f) de SiHA frittées a
1200°C/30 min

Tableau 11-9 : Densité d’Archiméde moyenne darchi moy)» taux de densification (T %) et surface spécifique
(SSA) des pastilles d’HA et de SiHA frittées a 1200°C/30 min et polies

Composition darchi (moy) (%) SSA (m*g™)
HA 3,01+0,20 98 0,50 + 0,01
SiHA 2,94+0,20 95 0,50 + 0,01
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11.3.4. Détermination de la densité de sites X-OH accessibles a la

surface des substrats

D’apres la littérature, I’hydroxyapatite présente a sa surface des sites réactionnels de nature
différente : des groupements fonctionnels phosphate et des groupements fonctionnels
hydroxyle. Wu et al. [177] ont montré que chaque groupement phosphate est lié a deux

atomes de calcium dans la structure apatite et porte un seul site de greffage de type OH :

=Ca—0H et p

A la différence de Wu et al. [177], Casesetal. [178] estiment que les groupements
phosphates sont liés a un seul atome de calcium de surface pour assurer 1’électroneutralité de
I’interface et portent chacun deux sites de greffage de type OH :

EllH
=Ca—-0H et =Ca—-0-P=0

I

OH

La densité de sites OH présents a la surface de I’apatite différe d’un travail a un autre dans la
littérature. Le calcul appliqué aux substrats utilisés lors des présents travaux de thése reprend
celui utilisé par N. Douard [179] dans des travaux précédents réalisés au laboratoire. Ce
calcul, ne tient pas compte de I’existence possible de groupements OH liés aux atomes de

calcium et considére un seul groupement OH par atome de phosphore.

Chaque maille d’hydroxyapatite posseéde huit sites de type P-OH en surface (Figure 11-13).
Les groupements silicates substituant les groupements phosphates, 1’incorporation du silicium
dans la structure apatite ne modifie pas le nombre de sites total P+Si de surface. Les substrats
en HA et en SiHA présentent donc un méme nombre de sites X-OH de surface (X = P ou Si).
Le nombre de moles de sites X-OH est déterminé a partir des parametres cristallographiques
de la structure apatite et des aires des plans cristallographiques. L’aire de la maille cristalline
(Amaille €N M?) est obtenue selon 1’Expression 11-5. La densité de sites X-OH est égale au
nombre de sites X-OH de surface (huit) divisé par I’aire de la maille de I’apatite (Amaile) €N

tenant compte du fait que seule une face sur six du motif est accessible (Expression 11-6).
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Les résultats des affinements de paramétres de maille d’HA et de SiHA permettent de

calculer I’aire de la maille (Amaine) selon I’Expression I1-5 en utilisant les paramétres de maille

déterminés au Tableau I1-7. La densité de sites de greffage a la surface des substrats (dx-on)

est alors déduite selon 1I’Expression 11-6. L'ensemble des résultats obtenus est répertorié dans

le Tableau 11-10. L’incorporation du silicium dans la structure apatite ne modifie pas la

densité de sites (dx-on) accessibles au greffage a la surface des poudres et des pastilles en HA

et SIHA.
¢
A
‘ OH
@ o S Cs
@ ’ i - %

",f (U,' ‘ v ] ; /
& "o ® ﬁ ,
- Plan (100) ]
7 4
3

Figure 11-13 : Schéma représentant la maille cristalline de ’hydroxyapatite [155]

Apaine = 2 XA(001) +4 x A(100)
avec A(100) = A(010) =axc et A(001) =axbx
Expression 11-5 : Calcul de ’aire de la maille cristalline d'une apatite. Les aires A(100), A(010) et A(001)

correspondent aux aires des plans cristallographiques (100), (010) et (001) de la maille de I’apatite

d 1 8
_ = —-X—F
x-on 6 Amaille X Na

Expression 11-6 : Expression de la densité de sites dy o existant a la surface d’un solide de structure
apatite (N, = nombre d’Avogadro)

Tableau 11-10 : Différents paramétres calculés pour les substrats d’HA et de SiHA

Composition 2 2 . 2 2

U substrat A(001) (A% A(100) (A% Amaille (A% dx.on (Mol.m™)
HA 76,85+ 0,01 64,81 £ 0,01 412,94 £ 0,01 5,36x107"
SiHA 77,01 £0,01 64,97 £ 0,01 413,90 £ 0,01 5,35x10”"
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I1.4. Caractérisation des organosilanes utilisés

Les organosilanes utilisés pour la modification de la surface des substrats sont des
aminosilanes. Le groupement amine placé a 1’extrémité de leurs chaines carbonées non
hydrolysable, va jouer deux rdles différents durant cette étude. D’une part, il va contribuer a
l’autocatalyse de la réaction de silanisation [120] en favorisant la réaction
d’hétérocondensation entre les groupements hydrolysables de 1’organosilane et les sites OH
existant a la surface du substrat. D’autre part, il va constituer un site réactif pour

I’immobilisation future de molécules biologiquement actives a la surface du substrat [68].

Les trois organosilanes étudiés sont représentés sur la Figure 11-14. La différence entre
I’APTES (3-aminopropyltriéthoxylesilane), I’APMDES
(3-aminopropyl(diéthoxyle)méthylesilane) et I’APDMES (3-
(éthoxylediméthylesilyl)propylamine) réside dans leur fonctionnalité, c¢’est-a-dire le hombre
de branches éthoxyle (-O-C,Hs) hydrolysables et réactives disponibles sur ’atome de
silicium. L’APTES comporte trois branches éthoxyle alors qu’il n’y en a que deux dans
I’APMDES (I’autre groupement étant une fonction méthyle) et une seule dans I’APDMES
(les deux autres groupements étant des fonctions méthyle). Cette différence de fonctionnalité
peut impliquer une variation de la réactivité de ces molécules vis-a-vis les sites OH de la

surface d’un substrat.

(a) HLC ) H,C .
CH N (©
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Figure 11-14 : Représentation des molécules de (a) 3-aminopropyltriéthoxylesilane (APTES), (b)
3-aminopropyl (diéthoxyle) méthylesilane (APMDES) et (c) 3-(éthoxylediméthylesilyl)propylamine
(APDMES)

11.4.1. Propriétés biologiques des organosilanes

L’utilisation d’organosilanes comme agents de couplage pour I’immobilisation des molécules
biologiquement actives a la surface d’un biomatériau nécessite une connaissance de leurs
propriétés biologiques et plus précisément de leur biocompatibilité. En effet, ces molécules si

elles ne sont pas couplées a une biomolécule vont étre en interaction directe avec le milieu
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biologique. 1l est important de distinguer I'action d'une molécule "libre” et d'une molécule

"liée" soit par hétérocondensation soit par homocondensation.

Dans un rapport scientifique sur la santé publique [180], la toxicité a été évaluée pour
I’APTES dans son état libre sur des modeles animaux. Des lapins males et femelles ont été
traités par voie cutanée avec des solutions d’APTES sur une période de vingt-quatre heures.
Les analyses ont montré 1’absence d’effets cutanes locaux graves vérifiant la faible toxicité de
I’APTES par voie cutanée. Dans le but de vérifier la toxicité biologique de I’APTES, cinq
souris ont recu des doses de 0, 28, 56 et 90 mg/kg d’APTES par injection intrapéritonéale. La
dose la plus élevée était équivalente a environ 80% de la dose létale médiane (DLsg). La DLsg
est un indicateur quantitatif de la toxicité d’une substance, cet indicateur mesure la dose de
substance causant la mort de 50% d’une population animale donnée dans des conditions
d’expérimentation précises. Les résultats obtenus ont montré que I’APTES ne provoquait pas
la rupture de I’ADN. L’APTES a également donné une réponse négative dans plusieurs essais
de mutagénécité bactérienne, ainsi que dans des études biologiques effectuées in vitro sur la
mutation génique de cellules de mammiféres. Cet organosilane manque d’activité significative
sur I’endommageant de I’ADN, et sa réponse a aussi été négative lors d’un test d’aberration
chromosomique sur des fibroblastes de hamsters chinois. Par ailleurs, un essai in vivo et

plusieurs essais in vitro n’ont montré aucun signe de potentiel génotoxique de I’APTES.

Comme il a été exposé dans le chapitre I, 'APTES est couramment utilisé comme agent de
greffage. Durrieu et al.[68] 1’ont utilisé pour immobiliser un peptide RGD a la surface de
poudre en hydroxyapatite (HA). La biocompatibilit¢ de I'APTES n'a pas été évaluée
directement mais, les tests de culture cellulaire in vitro effectués avec des cellules
ostéoprogénitrices humaines ont montré une amélioration de 1’attachement et de I’adhésion
cellulaire a la surface du matériau aprés I’immobilisation du peptide. Li et al. [181] ont étudié
la faisabilité de Il'utilisation de I'APTES comme agent de greffage pour la modification de
supports poreux de chitosane. Les cultures cellulaires in vitro effectuées avec des cellules de
Schwann (neurolemmocytes) ont montré que la surface de chitosane silanisée avec 8%
d’APTES sans addition d’une molécule biologique facilitait la fixation et la prolifération
cellulaire a 24 heures. Les tests cellulaires n’ont pas montré d’effets toxiques pour I’APTES.
La présence & la surface d’un substrat de molécules d’APTES non greffées par des

biomolécules n’a donc pas d’impact toxique sur le milieu biologique.
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La toxicité biologique des organosilanes difonctionnel (APMDES) et monofonctionnel
(APDMES) n’est pas décrite dans la littérature. Seules, quelques études [182-184] décrivent
leur utilisation comme intermédiaires associés a des biomolécules dans des travaux a visée

biologique dans des milieux acellulaires.
11.4.2. Caractérisation des organosilanes

Dans la suite de ce travail, la nomenclature suivante sera employée :

- D’APTES sera noté T (pour trifonctionnel),
-  D’APMDES sera noté D (pour difonctionnel),
-  I’APDMES sera noté M (pour monofonctionnel).

11.4.2.1. Analyse par spectroscopie infrarouge

Les trois organosilanes sont fournis par la société Sigma-Aldrich (voir annexes). Les spectres
FT-IR caractéristiques des molécules sont représentés a la Figure I1-15. Les spectres sont
découpés en trois domaines allant de 4000 & 2500 cm™ (Zone 1), de 2500 & 1700 cm™ (Zone
1) et de 1700 & 500 cm™ (Zone 111).

La zone Il présente une seule bande de vibration notable située & 1900 cm™ observée pour
I’organosilane T (Figure I1-15-c). Dans la littérature, cette bande est référencée comme
harmonique des élongations Si-O-Si de la silice ou de réseau de type silice [185-187]. Elle
peut étre attribuée dans le cas présent a une polymérisation de la molécule T
(homocondensation, voir paragraphe 1.3.2). Cette polymérisation est rendue possible par la
sensibilit¢ de la molécule T aux molécules d’eau présentes dans I’air. Cette bande est
également présente dans le cas de l'organosilane D mais avec une intensité beaucoup plus
faible (Figure 11-15-b).

De ce fait, seules les zones | et 111 seront détaillées (Figure 11-16). Les principales bandes de

vibrations des organosilanes sont récapitulées dans le Tableau I1-11.
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Figure 11-15 : Spectres FT-IR des organosilanes utilisés (a) M, (b) Det (c) T

Tableau 11-11 : Principales bandes de vibrations des organosilanes
Abréviations : v, élongation symétrique ; v,s, élongation asymétrique ; 9, cisaillement ;

w, hochement ; p, balancement

Nombre d’onde (cm™) Attributions Intensité de bande Réf.
3381 vas N-H Faible [188]
3211 vsN-H Faible [188]
2975 Vas CH3 Intense [189]
2973 vs CHy(NH,) Moyenne [190]
2928 Vas CH, Intense [189]
2887 vs CH3 / vs CH, Intense [189-194]
2738 vsC-H Faible [188]
1640 82 NH, Faible [179]

1600 - 1580 6 NH, Faible [188, 189]
1483 8 CH, Moyenne [189]
1443 8as CH3 Moyenne [189]
1411 8 Si-CH, Moyenne [189]
1391 8 CH; Moyenne [188]
1297 o CH;, Moyenne [188]
1249 5 Si-CH3 Intense [179]
1168 p O-C;Hs / 8 NH, Intense [188, 190-194]
1100 vsC-N Trés intense [190-194]

1100 et 1080 Vas Si-0-CyHs Trés intense [188, 190-194]

958, 792, 777 v, Si-0O-C,H;s Intense [188, 190-194]
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Figure 11-16 : Spectres FT-IR des organosilanes utilisés : (a) M, (b) D et (c) T dans les intervalles
4000-2500 cm™ (Zoné 1) et 1700-500 cm™ (Zone I11)
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Les travaux de nombreux auteurs ont permis d’identifier les différentes bandes d’absorption
relevées sur les spectres FT-IR [188-194]. La plupart des bandes d'absorption sont communes

aux trois molécules :

- les bandes d'é¢longation asymétrique et symétrique des groupements CHj3 et CH, sont
observées entre 2980 et 2870 cm™. La bande & 2975 cm™ peut étre attribuée soit a
élongation asymetrique v,sCH3 [189] soit a I'élongation viCH>(NH,) [190]. La bande
d’absorption 4 2738 cm™ est caractéristique de 1’élongation symétrique de la liaison
vsCH [188]. Les déformations angulaires de ces groupements sont visibles & 1442 cm™
(8as CH3), 1391 cm™ (85 CHs), 1483 cm™ (5 CH,) et 1297 cm™ (o CHy),

- les bandes caractéristiques de la fonction amine (amine 1) sont observées : élongations
asymétrique et symétrique de la liaison N-H entre 3381cm™ et 3211cm™
déformations de cisaillement asymétrique et symétriqgue du groupement NH, a
1640 cm™ (épaulement) et 1600 cm™ et élongation de la liaison vCN & 1106 cm™,

- les bandes d’absorption situées a 1168 cm™ (balancement), 1104 et 1080 cm™
(élongation asymétrique), 958, 792 et 777 cm™ (élongation symétrique) témoignent de
la présence des groupements éthoxyle (O-C,Hs),

- la bande d’absorption & 1411 cm™ est caractéristique de la déformation de cisaillement
des groupements (Si-CH,).

A la différence des organosilanes D et M, la molécule T ne présente pas de bande
d’absorption a 1249 cm™ correspondant & la déformation de cisaillement des groupements
silyles Si-CHs. L’absence de cette bande dans le cas de la molécule T est due a la présence de

trois groupements fonctionnels (-O-C,Hs) dans sa structure chimique.

11.4.2.2. Analyse thermogravimétrique couplée a la spectrométrie de masse

Les analyses thermogravimétriques (TG) des organosilanes trifonctionnel (T), difonctionnel
(D) et monofonctionnel (M), effectuées sous atmosphére d’argon, sont représentées sur la
Figure 11-17. Les thermogrammes mettent en évidence d'importantes pertes de masse (T :
83%, D : 97%, M : 99%) avant 250°C. Les courbes dérivées des analyses TG montrent que
ces pertes de masse sont maximales a 150°C pour 1’organosilane T, a 130°C pour le D et a
120°C pour le M. Cette évolution est en accord avec celle des points d’ébullition & pression
atmosphérique des organosilanes T, D et M qui sont respectivement 221,1°C, 214°C et
166,5°C a P = 760 mm Hg (données Sigma Aldrich).
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La fonctionnalité de 1’organosilane influence sa stabilité thermique : plus la fonctionnalite est
importante, plus la température d’ébullition est haute. Quelle que soit leur fonctionnalité, les
organosilanes se vaporisent avant 250°C. Pour les organosilanes T et D les pertes de masse a
250°C sont de 83% et 97% respectivement. Les résidus (apres 250°C) peuvent étre attribués a
des polymeéres issus de réactions de polymérisation (homocondensation) in situ, qui se
décomposent a plus haute température totalement (organosilane D) ou partiellement
(organosilane T) avec formation de solides silicés résiduels.

(b) — TG 1
Dérivée du TG |

-83%

-97%

n) o1 feubis n
Perte de masse (%)

(e'n) 91 |eubis np 8anliaa

P s Y L. \‘7

0 200 400 600 800
Température (°C) 0 200 400 600 800
Température (°C)

T —
— TG
Dérivée du TG

Figure 11-17 : Courbes d’analyses TG effectuées

sous atmosphére d’argon et dérivées des courbes

d’analyses TG pour les molécules d'organosilane
utilisées (@) T, (b) D et (c) M

Perte de masse (%)
(‘e'n) o1 |eubis np agnliaqQ

0 200 400 600 800
Température (°C)

Les Figure 11-18, Figure 11-19 et Figure 11-20 illustrent 1’évolution des différentes masses
émises au cours du traitement thermique des organosilanes libres. Ces émissions de masses
correspondent aux molécules volatilisées ou a la fragmentation, dans le spectrometre de masse
de ces molécules. Pour faciliter I’interprétation des émissions de masses obtenues pour chaque
organosilane, les courbes sont divisées en trois domaines de température : zone 1 [20-100°C],
zone 2 [100-300°C] et zone 3 [300-900°C].
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Figure 11-18 : Emissions des masses au cours du traitement thermique de I’organosilane T
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Figure 11-19 : Emissions des masses au cours du traitement thermique de I’organosilane D
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Figure 11-20 : Emissions des masses au cours du traitement thermique de I’organosilane M
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Le spectre de masse de 1’organosilane T (Figure 11-18) présente de nombreuses émissions de

masses. Les différentes possibilités d’attribution des émissions de masses aux fragments

organiques des organosilanes entre m/e = 2 et 58 sont récapitulées dans le Tableau 11-12. A

partir de m/e = 58, les émissions de masses ne sont pas observables, elles ne sont donc pas

présentées. En se basant sur les profils des courbes et sur la structure de la molécule, les

émissions concernant 1’organosilane T sont détaillées ci-dessous. L'ensemble de ces

interprétations est résumé sur la Figure 11-21.

La Zone 2 présente un premier maximum a 160°C. Celui-ci concerne 1’ensemble des

émissions de masses, certaines pouvant correspondre a plusieurs fragments :

La chaine «amine », plus ou moins hydrogénée, est identifiée par les fragments
suivants : CsHgN (m/e =58), CsH/;N (m/e=57), CsH¢N (m/e=56), CszHsN
(m/e =55), C3HsN (m/e=54), CsH3N (m/e=53), C3H,N (m/e=52), C,HgN
(m/e = 44), C,HsN (m/e = 43), CoH4N (m/e = 42), N, ou CH,;N (m/e = 28), complétés
par les petits fragments propres a la fonction amine NH3; a m/e = 17, NH; a m/e = 16,
NHam/e=15et N am/e =14,

Les chaines contenant des atomes de silicium (chaines « siloxanes » et « silanes »)
peuvent contribuer aux émissions : CH,OSi a m/e = 58, CHOSi a m/e = 57, COSi ou
C2H,Si a m/e = 56, C,H3Si a m/e = 55, C,H,Si @ m/e = 54, C,HSi a m/e = 53, C,Si a
m/e =52, SiO & m/e = 44 et CH,Si a m/e = 42.

Les chaines « éthoxyle » se retrouvent aux émissions m/e =45 (C,Hs0), m/e = 44
(C2H40), m/e = 43 (C,H30) et m/e = 42 (C,H,0). Concernant les petits fragments, les
émissions de masses 16, 17 et 18 correspondent a la perte d’un atome d’oxygene libre
%0 (m/e =16), d'un groupement hydroxyde **OH (m/e=17) et a de l'eau H,™0O
(m/e =18). L’émission de masse a m/e = 46 est attribuée a la perte d’éthanol
(CH3CH,0H). Cette émission ne correspond pas a aucun fragment des chaines amine,
siloxane ou silane. Elle sera discriminante pour 1’identification de la chaine éthoxyle.
Les émissions de masses 2, 3, 12 & 15 et 24 a 27 correspondent aux chaines alkyles
quelle que soit leur origine (chaines amines, silanes, éthoxyles,...). Les émissions de
masses m/e = 12 et m/e = 13 sont liées aux carbone libre seul (**C) ou couplé avec un
atome d’hydrogéne (*’CH). Les masses 14, 15, 24, 25, 26 et 27 correspondent
respectivement au départ de groupes de type CH, (m/e = 14), CH; (m/e = 15), C,
(m/e = 24), C,H (m/e = 25), C,H, (m/e = 26) et C,H3 (m/e = 27).
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Ce pic a 160°C correspond donc a la vaporisation de la molécule. Les zones 2 et 3 montrent
également deux faibles bosses enregistrées a environ 250°C et a environ 480°C pour
lesquelles les fragments suivants sont présents : m/e = 15, 25, 26, 27, 45, 52, 53 (a 250°C) et
m/e = 15, 26, 27, 44, 53, 54 (a 480°C). Ces émissions correspondant a la perte de masse
enregistrée en ATG entre 400°C et 500°C (Figure I1-17-a) sont certainement dues a la
décomposition de polymeres formés lors d’une polymérisation partielle, in situ et/ou lors du
stockage, (voir paragraphe 1.3.2) de l’organosilane T. Ce point est appuyé par deux
observations : d'une part la présence, sur le spectre FT-IR de la molécule, d'une bande de
vibration attribuée a la liaison siloxane Si-O-Si et d'autre part a la présence des émissions de
masse 2 a 46 en zone 1. Ces courbes présentent toutes un profil identique avec un maximum a
90°C. Elles peuvent étre associées au départ d’éthanol, produit secondaire de la réaction de
polymérisation, les émissions de masses 42 a 46 correspondant aux fragments suivants :
C,HsOH (m/e = 46), C,HsO (m/e =45), C,H,O (m/e =44), C,H3;0 (m/e =43) et C,H,0
(m/e = 42).

CH, Chainesiloxane

Chaine éthoxy \

CH; —CH,—— Ot Si—CH,—CH,—CH,—NH, | Chaineamine

Figure 11-21 : Représentation de la décomposition des chaines organiques de I’organosilane T dans le
spectromeétre de masse
L’attribution des différentes émissions de masses pour les organosilanes D et M est analogue

a celle de I’organosilane T.

L’organosilane D se vaporise a 137°C (zone 2), cette température correspondant a la majorité
des pics et aux plus intenses d’entre eux (Figure 11-19). Les emissions de masses
caractéristiques de la décomposition de polymeéres issus d’une éventuelle polymeérisation
résiduelle in situ de la molécule semblent plats, néanmoins des pics correspondant aux

émissions de masse m/e = 26, 53, 54 et 55 sont discernables a 430°C. Ce point est en accord
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avec le spectre FTIR (Figure 11-16) qui montre une faible bande de vibration Si-O-Si
caractéristique de la polymérisation de la molécule D et par la présence dans la zone 1 des
émissions de masse correspondant a 1’éthanol (m/e = 46 pour 1’éthanol et m/e = 43, 44 et 45
pour les résidus éthoxyle C,H30, C,H,O et C,HsO et sous fragment a m/e = 25, 26 pour les
résidus alkyles C,H et CoHy).

L’ organosilane M se volatilise a 117°C (zone 2), puis se décompose dans le spectrometre de
masse (Figure 11-20). La zone 2 présente une faible bosse enregistrée dans la descente a
200°C caractéristique de la volatilisation et de la décomposition de dimeres issus de la
polymérisation in situ de la molécule (m/e = 52 a 58 correspondant aux chaines « amines »,
« siloxanes » et silanes alors que m/e = 25 et 26 correspondant aux chaines alkyles). Cette
polymérisation est confirmée par la présence dans la zone 1 de pics caractéristiques de
I’évaporation de 1’éthanol (m/e = 46 pour I’éthanol et m/e = 43, 44 et 45 pour les résidus
éthoxyle C,H30, C,H,0 et C,HsO et sous fragment a m/e = 25, 26 pour les résidus alkyles
C,H et CoHy).

Pour résumer, quelle que soit la fonctionnalité, les trois organosilanes (T, D et M) se
volatilisent a des températures inférieures a 250°C. Aprés la volatilisation, la molécule est
conduite vers le spectromeétre de masse ou elle se décompose en fragments organiques. Des
fragments peuvent étre détectés au-dela des températures d'évaporation des organosilanes. Ils
sont liés a I'évaporation de polymeéres résultants d’ une réaction de polymérisation résiduelle in
situ de I’organosilane. Cela est confirmé pour tous les organosilanes par la présence dans la
zone 1 de pics attribués a I’évaporation d’éthanol (m/e = 46) produit secondaire des réactions

de polymérisation des organosilanes.
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Tableau 11-12 : Principaux fragments organiques et émissions des masses correspondantes

m/e détectés

Nature des chaines Formule des fragments sur les
spectres
C3HgN, C3H;N, C3HgN, C3HsN, C3HyN, C3H3N, C3H,N, C3HN, C3N 58 a 50
C,HgN, C,HsN, C,HyN, C,H3N, C,HyN, C,HN, CoN 44238
Chaines "amine”  CH,N, CH;N, CH,N, CHN, CN 30426
NHs, NH, NH 17, 16, 15
N2, N 28, 14
C,Hs0, C,H,40, C,H30, C,H,0, C,HO, C,0 45240
Chaines "€thoxyle”  cH,0, CH;0, CH,0, CHO 32229
CO 28
C,H,0si, C,H;0Si, C,H,0Si, C,HOSI, C,0Si 72268
Chaines "siloxane”  cH,0Si, CHOSI, COSi 58 a 56
Sio 44
CsHeSi, CsHsSi, CsH,Si, CsH5Si, CsH,Si, CsHSI, CsSi 70 4 64
Chaines "silane” ¢ H,Si, C,H;Si, C,;H,Si, C,HSi, C,Si 56 a 52
CH,Si, CHSI, CSi 42240
CsHe, C3Hs, C3Hy, C3H3, CsH,, CsH, Cs 42 236
Chaines "alkyle” ¢ 1, C,H,, C,H,, CH, C; 28424
CHs, CHy, CH, C 152412
Dioxyde de carbone  *2CO, ®CO, 44, 45
Eau H,0, HO, O 18,17, 16
Hydrogéne H 1
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11.5. Conclusion

Des poudres d’hydroxyapatite et d’hydroxyapatite silicatées ont été synthétisées par
précipitation en voie aqueuse. Les analyses effectuées ont montré que les poudres synthétisées
sont pures et monophasées. Concernant la poudre de SiHA, la présence des groupements
silicate a été mise en évidence par spectroscopie FT-IR. Les affinements Rietveld ont montré
une augmentation du parametre de maille ¢ et du volume de maille V traduisant
I’incorporation de ces groupements dans la structure apatite. Le taux molaire de silicium de la
poudre de SiHA est de x = 0,45 (1,27 %m Si). Les formules chimiques des poudres d’HA et
de SiHA synthétisées sont donc Ca;o(PO4)s(OH), et Caio(PO4)s55(Si04)0 45(OH)1 ss.

Deux types de substrats ont été élaborés : des poudres obtenues par calcination a 1000°C
durant 1 h des poudres brutes de synthése et des pastilles denses obtenues par frittage a
1200°C durant 30 min. Les poudres calcinées sont monophasées et pures et présentent des
valeurs de potentiel z&ta comparables (pCxa =-27,2+ 1,7 mV et plsia =-30,0 £ 1,5 mV).
Les images MEB ont mis en évidence la structure nano batonnet des poudres (diameétre
moyen estimé @moy HA = 0,3 um, @moy SIHA = 0,1 um). Les deux compositions presentent
des répartitions granulométriques similaires, néanmoins la poudre d'HA présente plus
d'agrégats que celle de SiHA. La seule différence réellement notable entre les deux
compositions  est  la  surface  spécifigue:  SSAua=7,0+02m’gt et
SSAsina=16,1+0,2m%g™. Les pastilles frittées sont monophasées, pures et denses
(tHa = 98% et 1sina = 95%). Les images MEB montrent que les pastilles de SiHA présentent

des grains légerement plus petits que les pastilles de HA.

Les organosilanes (T, D et M) employés pour le greffage de la surface des substrats sont des
molécules organiques ayant des fonctionnalités différentes (i.e. nombre de groupements
hydrolysables). L’étude bibliographique de leurs propriétés biologiques a montré 1’absence
d’effet toxique in vivo et in vitro pour 1’organosilane trifonctionnel (T) sous sa forme libre. En
revanche, bien qu’ils soient utilisés dans des applications a visées biologiques, la
biocompatibilité des organosilanes difonctionnel (D) et monofonctionnel (M) n’est pas

vérifiée dans la littérature.
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Les trois organosilanes ont été caracterisés par spectroscopie FT-IR et par analyse thermique.
Les modes de vibration des différentes fonctions de ces molécules ont été identifiés. L’étude
thermique a mis en évidence la faible stabilité thermique des organosilanes libres, les
molécules sont volatilisées a 160, 137 et 117°C (maximum des pics) dans les conditions

d'analyses employées.
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Chapitre 111 - Etude du greffage des

organosilanes a la surface des substrats

Dans ce chapitre, le protocole expérimental mis en place au laboratoire afin de greffer les 3
organosilanes retenus (APTES (T), APMDES (D) et APDMES (M)) a la surface des substrats
d’HA et de SiHA est présenté. Les résultats obtenus sur 1’étude de la nature et du mode de
greffage des organosilanes a la surface des substrats, I’influence de leur fonctionnalité et de
I’incorporation du silicium dans la structure apatitique sur la quantité et le mode du greffage

sont ensuite discutés.

Certaines techniques de caractérisation nécessitent des échantillons pulvérulents et d’autres
des échantillons massifs (pastilles). De ce fait, les organosilanes sont greffés sur ces deux
types de substrats afin de pouvoir utiliser des techniques complémentaires. Il a été montré au
cours du deuxieme chapitre que les poudres d’HA et de SiHA calcinées a 1000°C/1h sont
pures et monophasées, ces poudres vont donc servir de substrats. Le greffage sera également
effectué sur des pastilles denses d’HA et de SiHA frittées a 1200°C/30 min.

I11.1. Protocole de greffage

Le protocole expérimental de greffage est établi en tenant compte des études effectuées dans
la littérature sur I’influence des différents parametres réactionnels sur la silanisation de
surface. L’emploi de toluéne anhydre comme solvant permet de s’affranchir de 1’influence du
pH et de la présence d’eau dans le milieu réactionnel ce qui permet de limiter les réactions
d’homocondensation et ainsi favoriser les réactions d’hétérocondensation a la surface des
substrats [126-128]. La réaction de silanisation sera effectuée sous argon et en utilisant la
technique de Schlenk qui permet d’avoir un milieu totalement anhydre afin de limiter

I’influence de I’humidité sur le greffage.

Comme présenté dans la partie bibliographique, la gamme de température utilisée va de la

température ambiante jusqu’a 120°C. Toutefois, il semble qu’a température élevée
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(T >60°C), la réaction de silanisation entre les sites OH de la surface et les groupements
hydrolysables des organosilanes soit favorisée [195]. De méme, les temps de silanisation
rencontrés dans la littérature sont variables de quelques minutes jusqu’a 48 heures (Tableau
I-1 et Tableau I-4). Sur cette base, un chauffage a reflux pendant 3 h a 90°C sera appliqué

dans le protocole de silanisation suivi d’une étape de 12 h a 60°C (Figure 111-1).

La concentration d’organosilanes dans le milieu réactionnel est fixée a 0,2 mol/L. Cette valeur
de concentration correspond a un excés de molécules d’organosilanes par rapport au nombre
de moles de sites de greffage disponibles sur les substrats dans les conditions expérimentales

choisies (voir paragraphe 111.1.2.).
I11.1.1. Mode opératoire

Le protocole expérimental mis en place pour greffer la surface des poudres d’HA et de SiHA
se découpe en plusieurs étapes qui sont présentées a la Figure Ill-1-a. Tout d’abord,
1,00 £ 0,01 g de poudre d’HA ou de SiHA est séché a 110°C pendant 3 heures dans une étuve
afin d’éliminer les molécules d’eau adsorbées a la surface. La poudre est ensuite introduite
dans un ballon de Schlenk de 100 mL, et 20 + 1 mL de toluéne anhydre (Sigma Aldrich,
pureté : 99,8%) sont ajoutés au moyen d’une seringue en verre. Le ballon de Schlenk est
ensuite relié a une rampe vide-argon afin de travailler dans des conditions anhydres. La rampe
est composée de deux entrées et plusieurs ports, la premiere entrée de la rampe est connectée
a une source de gaz d’argon inerte (ALPHAGAZ 1 Argon, pureté globale = 99,999%), tandis
que I’autre est reliée a une pompe a vide secondaire (ALCATEL 2004A) permettant de retirer
I’air de I’intérieur du ballon. Le ballon contenant la suspension de poudre est passé pendant
15 minutes dans une cuve a ultrasons afin de disperser la poudre dans le solvant. Puis il est
porté a 60°C dans un bain d’huile thermostaté, sous agitation magnétique pour préserver une
bonne homogénéité du mélange et sous atmosphére inerte (Ar) assurée par la rampe. 0,0042
mol soit un volume de 1 mL d’APTES, 0,9 mL d’APMDES ou 0,8 mL d’APDMES sont
ajoutés goutte a goutte au mélange en utilisant une seringue en verre (concentration = 0,20 +
0,06 mol/L). Le mélange est ensuite chauffé a reflux 3 heures a 90°C puis 12 heures a 60°C.
Le melange est ensuite passé 15 minutes dans une cuve a ultrasons afin d’empécher la
formation d’agglomérats et de finir la réaction de silanisation. Le ringage des poudres greffées
est effectué par centrifugation (HERMLE Z383) a 2500 r.p.m en utilisant le toluéne anhydre
(deux lavages) puis 1’éthanol technique non dénaturé (un lavage). Le dernier ringage des

substrats greffés est effectué avec de 1’éthanol technique car ce solvant se volatilise a basse
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température (T = 70°C) ce qui permet d’¢liminer facilement les molécules de solvant
adsorbées a la surface des substrats greffés lors du séchage ultérieur. Le séchage des poudres
greffées est réalisé dans une étuve a 100°C pendant 12 h puis sous vide durant 3 heures. Les
¢chantillons greffés sont protégés de I’humidité dans un dessiccateur contenant une quantité
suffisante de gel de silice.

Le protocole de greffage des pastilles (Figure 111-1-b) est similaire a celui des poudres. Les
différences entre les deux protocoles sont : I’étape de désagglomération des poudres qui n’est
pas nécessaire et le ringage des pastilles greffées qui est effectué dans une cuve a ultrasons et

non par centrifugation.

@ (" 1 gdepoudre séchea11cecian | (b) [ )
Iglcée dp:nus u§ ZZ?Ioiade Schlenk 5 pastilles sechées a 110°C/3h
L P ) placées dans un ballon de Schlenk
N J
) \ \ |
Addition de 20 mL de toluéne 1 N . )
anhydre Addition de 20 mL de toluéne
~ J anhydre
A\ J

15 minutes d’ultrasons

A4 ] \l,

[ Chauffage du mélange jusqu’a 60°C ]

A N EPY 0 ( N
Chauffage du mélange jusqu’a 60°C ] Addition de 0,2 mol/L

‘1' d’organosilanes

[ Addition de 0,2 mol/L ) > l' g

d’organosilanes

\1, Chauffage a reflux 3 heuresa 90°C

N i a 60°
Chauffage a reflux 3 heures a 90°C | Puis12heures a60°C sousargon |

puis 12 heures a 60°C sous argon

A\ 4

v 15 minutes d’ultrasons apres
15 minutes d’ultrasons aprés refroidissement
refroidissement
\4
-y N
- - - N Ringage dans une cuve a ultrasons :
Ringage par centrifugation : Toluéne (deux lavages) et éthanol (un
Toluéne (deux lavages) et éthanol L lavage)
L (un lavage) )
\4
Séchage a I’étuve (100°C/12 h) ) ( Séchage a I’étuve (100°C/12 h)
puis puis
L sous vide (3 h) ) L sous vide (3 h)
A4 A4
[ Stockage dans un dessiccateur ] [ Stockage dans un dessiccateur ]

Figure I11-1 : Organigrammes des protocoles de greffage (a) des poudres et (b) des pastilles d’HA et de
SiHA
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111.1.2. Evaluation du taux de recouvrement des sites

Le taux de recouvrement (tr en %) est le nombre de molécules d’organosilanes en solution
divisé par le nombre de sites de surface du matériau. Le nombre de sites X-OH de surface
(nx-on) calculé selon I’Expression 111-1, permet de connaitre le nombre de sites théoriques
accessibles au greffage des organosilanes. La détermination du taux de recouvrement des sites
(tr en %) a été conduite dans [’hypothése ou tous les sites P-OH existants a la surface de ’HA
ou les sites P-OH et Si-OH de la SiHA pourraient fixer les organosilanes. Chaque site de
greffage a donc la capacité de recevoir au maximum une molécule d’organosilane.
L’évaluation du taux de recouvrement des sites (tg en %) permet de vérifier si les
organosilanes sont en excés dans le milieu réactionnel. Ce taux est déterminé selon
I’Expression I11-2 [179] ou npas représente le nombre de moles d’organosilanes en solution, il
est de Iordre de 4,2x10™ mol, et nx.on est le nombre de sites X-OH (X = P, Si) accessibles au
greffage a la surface des poudres d’HA et de SiHA. La densité de sites de greffage dx-on est
définie dans le chapitre II par I’Expression I1-6. Les résultats obtenus sont récapitulés dans le
Tableau I11-1.

(a) Sp = mp X SSA (b) nX_ = Sp X dX—OH

OH

Expression I11-1 : Détails du calcul du nombre de moles de sites X-OH. (a) Calcul de la surface développée
par les substrats (Sp en m?) & partir de la masse du substrat (mp en g) et sa surface spécifique (SSA en
m?.g™). (b) Calcul du nombre de moles de sites de surface ny.on accessibles & partir de la surface
développée par les poudres (Sp en m?) et la densité de sites X-OH (dx.on en mol.m™)

. _DNoas
R = ———
Ny_oH

Expression 111-2 : Calcul du taux de recouvrement des sites de surface par les organosilanes

Tableau I11-1 : Différents parameétres calculés pour les substrats d’HA et de SiHA

Echantillon me (g) SSA (Mgl  Sp (M) Noas Nx.on (MOI) TR (o)

HA poudre 1,00+£0,01 70+0,2 7,0%0,3 4,20x10° 3,80x10° 1105
SiHA poudre 1,00+ 0,01 16,1+0,2 16,1+0,4 4,20x10° 8,60x10°® 488

HA pastille 0,30+0,01 0,50 +£0,01 0,15+0,02 4,20x10° 8,04x10°® 52239
SiHA pastille 0,30+0,01 0,50 +£0,01 0,15+0,02 4,20x10° 8,04x10°® 52239

La surface développée par la poudre de SiHA est environ le double de celle de HA. La
présence du silicium dans la structure apatite permet d’augmenter le nombre de mole des sites

accessibles au greffage de 3,80x10° mol pour HA & 8,60x10® mol pour SiHA. A masse égale,
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une poudre en SiHA présentera donc environ deux fois plus de sites greffables qu’une poudre
en HA. De ce fait, le taux de recouvrement de sites (tr en %) de la surface des poudres d’HA
est quasiment le double de celui de SiIHA. Les pastilles d’HA et de SiHA posseédent quant a
elles des surfaces specifiques similaires. Donc, le nombre de mole de sites accessibles au
greffage ne varie pas d'une composition a l'autre de 1’ordre de 8,04x10® mol.

Les valeurs relativement importantes obtenues pour le tr pour HA (1105%) et SiHA (488%)
montrent que les organosilanes sont en large excés dans la solution par rapport au nombre de
sites de greffage (nx.on). Le taux de recouvrement des pastilles d’HA et de SiHA (52239%)
est plus important que celui des poudres et les organosilanes sont en trés large exces par

rapport au nombre de sites de greffage (nx-on).

111.2. Mode de greffage et quantification

La mise en évidence de la présence des organosilanes a la surface des substrats en HA et en
SiHA, ainsi que 1’é¢tude de leur mode de greffage et I’estimation de leurs quantités greffées

par différentes techniques expérimentales sont présentées ci-dessous.
Dans la suite de ce travail, la nomenclature suivante sera employée :

- HA : les poudres d’HA calcinées a 1000°C/1 h,

- HA-Réf : les poudres d’HA de référence qui sont traitées avec le protocole de greffage
mais sans addition de I’organosilane,

- HA-T : HA greffée avec I’organosilane trifonctionnel (APTES),

-  HA-D : HA greffée avec 1’organosilane difonctionnel (APMDES),

-  HA-M : HA greffée avec I’organosilane monofonctionnel (APDMES),

- SiHA: les poudres de SiHA calcinées a 1000°C/1 h,

- SiHA-Réf : les poudres de SiHA de référence qui sont traitées avec le protocole de
greffage mais sans addition de I’organosilane,

- SIHA-T : SiHA greffée avec 1’organosilane trifonctionnel (APTES),

- SIHA-D : SiHA greffée avec I’organosilane difonctionnel (APMDES),

- SIHA-M : SiHA greffée avec 1’organosilane monofonctionnel (APDMES).

111



Chapitre 111 - Etude du greffage des organosilanes a la surface des substrats

111.2.1. Morphologie des poudres apreés greffage

La morphologie des poudres d’HA et de SiHA (i.e. calcinées a 1000°C durant 1 h), de
référence (HA-Réf, SIHA-Réf) et de celles greffées avec I’organosilane trifonctionnel (HA-T,
SiHA-T) sont observées par MEB. Les clichés obtenus sont présentés sur la Figure I11-2. Le
Tableau 111-2 regroupe les mesures de surface spécifique des poudres non greffées et greffées

avec I’organosilane trifonctionnel.

Les images MEB montrent que les poudres restent inertes vis-a-vis du solvant organique
(toluéne) utilisé pour le greffage. Par rapport aux poudres avant greffage (Figure 111-2-a et b),
aucune différence significative de morphologie n’est a noter pour les poudres de référence
(Figure 111-2-c et d) et greffées (Figure 111-2-e et ). Elles présentent des agglomérats dont la
taille se situe autour de quelques micrometres, ces derniers étant constitués de grains
nanomeétriques. Pour les poudres HA-T et SIHA-T, aucune évolution de la surface specifique
est notée (Tableau 111-2). Les surfaces spécifiques sont identiques a celles des poudres non
greffées. Le greffage ne modifie pas la morphologie des poudres ni leur surface spécifigque.

Tableau I11-2 : Surfaces spécifiques (SSA) des poudres non greffées (HA, SiHA) et des poudres greffées
avec I’organosilane trifonctionnel (HA-T, SiHA-T)

Echantillons HA HA-T SiHA SIHA-T

SSA (m*.g™) 7,1%0,2 72%0,2 16,1+0,2 16,1+0,2
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AccV SpotMagn Det WD Exp 1 5um AccV SpotMagn Det WD Exp H—— 5um
200kv 40 4000x SE 100 0 200kv 40 4000x SE 100 0

30KV X30,000 100nm WD 8.0mm

Figure 111-2 : Clichés MEB des poudres (a) HA, (b) SiHA, (c) HA-Réf, (d) SiIHA-Réf, (e) HA-T et (f) SIHA-T
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111.2.2. Mise en évidence de la présence des organosilanes

111.2.2.1. Analyse par spectroscopie infrarouge

Les spectres FT-IR des poudres d’HA et de SiHA greffées avec les organosilanes sont
représentés Figure I11-3 et Figure Il1-4. Afin de détecter les bandes caractéristiques des
organosilanes et compte tenu de la faible sensibilité de la technique, les pastilles de KBr ont
été concentrées (voir paragraphe 11.2.1.1).

Les spectres FT-IR d’HA-M, HA-D et HA-T (Figure 111-3) présentent les modes de vibration
typiques des groupements phosphates (v1, v2, vs et v4) ainsi que deux bandes caractéristiques
du mode vibrationnel de la liaison O-H (vs et v.) [1] (voir paragraphe 11.3.1.3). La seule
différence remarquée entre ces spectres et celui de la poudre d’HA est la présence de trois
bandes d’absorption de faibles intensités a 2973, 2928 et 2887 cm™ qui correspondent
respectivement aux bandes de vibrations vsCH2(NH2) [190], vasCH, [189] et vsCH3/ vsCH,
[189-194] (élongations de CH aliphatiques) des molécules T, D et M (voir paragraphe
[1.4.2.1). Les organosilanes T, D et M sont donc présents a la surface des poudres d’HA. Les
autres bandes caractéristiques des organosilanes (T, D et M) ne peuvent pas étre observées car

elles sont masquées par les bandes phosphates de la structure apatite qui sont trés intenses.

De la méme facgon, les poudres de SiHA greffées avec les organosilanes T, D et M présentent
les bandes d’absorption caractéristiques des groupements phosphate de 1’hydroxyapatite
silicatée (Figure I111-4). Les groupements silicates (SiO,*), trés peu visibles, ne sont
caractérisés que par une bande de faible intensité & 890 cm™ attribuée & la liaison Si-O dans la
structure tétraédrique SiO,. Les trois bandes d’absorption de faibles intensites a 2973, 2928 et
2887 cm™ caractéristiques de bandes de vibrations vsCH,(NH2) [190], vasCH2 [189] et vsCHs/
vsCH; [189-194] sont détectées sur les spectres mettant également en évidence la présence des

organosilanes T, D et M a la surface des poudres de SiHA.
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Figure 111-3 : Spectres FT-IR des poudres HA-M, HA-D et HA-T dans les intervalles (a) 4000-400 cm™ et
(b) 3000-2800 cm™
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Figure 111-4 : Spectres FT-IR des poudres SiHA-M, SiHA-D et SiHA-T dans les intervalles (a) 4000-400
cm™ et (b) 3000-2800 cm™

Tableau I11-3 : Rapports d’aire vsCH,(NH,)/vsOH pour les poudres d’HA et de SiHA greffées

Echantillon HA-M HA-D HA-T SiHA-M SiHA-D SiHA-T

v{CH,(NH,)/v.OH 0,005 0,01 0,01 0,01 0,14 0,14
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Pour un méme substrat, I’intensité de la bande d’absorption & 2973 cm™ semble augmenter
avec la fonctionnalité de 1’organosilane (Figure 111-3-b, Figure 111-4-b). Afin de valider cette
hypothése, le rapport d’aire viCHo(NH,)/vsOH a été calculé a I’aide du logiciel Origin 8%. Les
valeurs obtenues sont récapitulées dans le Tableau Il11-3. Pour les deux compositions, le
rapport viCH>(NH,)/viOH augmente en passant de 1’organosilane M a 1’organosilane D puis
reste constant avec l’organosilane T. L’APDMES monofonctionnel semble conduire a un

greffage beaucoup plus faible que les deux autres organosilanes.

111.2.2.2. Analyse des poudres par spectroscopie de photoélectrons X

a. Poudres non greffées

La Figure I11-5 présente les spectres larges acquis par spectroscopie de photoélectrons X
(XPS) a la surface des poudres d’HA et de SiHA calcinées. Quelle que soit la composition, les
pics caractéristiques des éléments oxygene (O 1s), phosphore (P 2s et P 2p), calcium (Ca 2s,
Ca 2p, Ca 3s et Ca 3p), et silicium (Si 2s et Si 2p) pour SiHA, apparaissent. Les deux pics
observés autour de 555 eV sont assignés aux plasmons de 1’atome d’oxygene. Les pics
caractéristiques des éléments Ca, P, O, C et Si ont fait I’objet d’une étude de décomposition
(acquisition haute résolution). Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 111-6.

Les énergies de liaisons (eV) sont récapitulées dans le Tableau Ill-4. Afin de vérifier la
reproductibilité des analyses, chaque échantillon est caractérisé trois fois. Ce tableau résume
I’ensemble des résultats obtenus sur poudres calcinées et calcinées puis greffées, des éléments

chimiques détectés a la surface des échantillons et énergies de liaisons correspondantes.

Pour chaque liaison d’un atome donné (Ca, P, O...), tous échantillons confondus, la moyenne
de I’énergie de liaison a été calculée. Les faibles valeurs des écarts types (0,1 & 0,2 eV)

montrent que les énergies de liaisons sont identiques d’un échantillon a I’autre.
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Figure 111-5 : Spectres XPS larges des poudres (a) d’HA et (b) de SiHA non greffées
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Pour les poudres calcinees, les differentes contributions caractéristiques des éléments

chimiques sont :

- Le pic C 1s qui présente trois contributions observées a des énergies de liaisons
différentes. La premiére a 285,0 eV est la référence, elle est due a des liaisons de type
C-C et C-H [196, 197]. La deuxieme contribution a 286,5 = 0,1 eV est associée aux
liaisons de type C-O ou C-N [197]. La derniere contribution de C 1s &4 288,9 + 0,1 eV
est attribuée aux liaisons de type C(=0)O [196, 198]. La présence de carbone est due a
des impuretés présentes a la surface des échantillons.

- Le pic Ca 2p qui présente deux contributions. La premiére, centrée autour de
347,0 £ 0,1 eV est due aux photoélectrons Ca 2p3/2 et la seconde, positionnée autour
de 350,5 + 0,1 eV aux photoélectrons Ca 2p1/2 [199].

- Le pic P 2p qui est également formé de deux contributions. La contribution a
132,8 £ 0,2 eV correspond aux photoélectrons P 2p3/2 [200]. L’autre contribution
centrée a 133,8 + 0,1 eV est attribuée aux photoélectrons P 2p1/2 [124].

- Le pic Si 2p qui est présent uniquement dans le cas de SiHA est formé a partir d’une
seule contribution a 102,2 + 0,2 eV. Dans la littérature, ce pic est associé aux liaisons
0O-Si-O dans la silice [162, 197, 200-203]. Par analogie, il peut étre attribué aux
liaisons O-Si-O des tétraédres SiO, de I’apatite.

- Le pic O 1s qui possede trois contributions. Le pic a 530,8 + 0,2 eV, correspond sans
ambiguité aux liaisons P-O [162, 204]. La contribution a 532,2 £ 0,1 eV est associée
aux liaisons de type O-H (HA et SiHA) et O-Si (SiHA) [162]. Dans le cas de I’HA, il
n’y a pas de liaisons O-Si, le silicium n’étant pas dans sa structure chimique, donc la
contribution vient uniquement des fonctions O-H présentes en surface. La derniére
contribution a 533,4 + 0,1 eV est attribuée aux molécules d’eau adsorbées a la surface

des échantillons [205, 206].
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Figure 111-6 : Décomposition des pics XPS Ca 2p, P 2p, O 1s, C 1s et Si 2p des poudres d’HA et de SiHA non greffées

Echelle : abscisse = énergie de liaison en eV, ordonnée = intensité en (u.a.)
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Tableau 111-4 : Energies des liaisons (eV) des éléments chimiques (Ca, P, O, C, Si, N) détectés a la surface des poudres d’HA et de SiHA avant et aprés greffage

Ca2p P2p O1s C1ls Si2p N 1s
Echantillon 2p 312 2Py, 2p 3 2D v O-P O-H/O-Si H,O C-C/C-H C-O/C-N 6{0]0) C-Si-Of NH, N*
[199] [199] | [200] [124] | [162,204]  [162]  [205,206] | [196, 197] [197]  [196,198] | O-Si-O | [194,197] [194, 197, 205]
[197, 201]

HA 347,1 350,5 | 133,0 1339 530,9 532,2 533,5 285,0 286,4 288,9 - - -
SiHA 347,0 3505 | 1329 1338 530,8 532,3 533,5 285,0 286,5 288,9 102,2 - -
HA-T 346,8 350,3 | 132,6 1337 530,7 532,1 533,3 285,0 286,5 288,8 102,6 399,5 401,5
HA-D 346,9 350,5 | 132,6  133,6 530,9 532,1 533,5 285,0 286,2 289,3 102,2 399,6 401,5
HA-M 347,2 350,7 | 133,0 1339 531,0 532,4 533,6 285,0 286,7 289,1 101,8 Trace Trace

SIHA-T 346,8 350,4 | 132,7 133,38 530,5 531,9 533,2 285,0 286,5 288,9 102,6* 399,2 401,1

SiHA-D 346,8 350,3 | 132,6 1335 530,7 532,0 533,6 285,0 286,4 288,8 102,6* 399,6 401,6
SiIHA-M 347,0 350,6 | 1329 1338 531,0 532,4 533,6 285,0 286,3 289,1 101,8* Trace Trace
Moyenne 347,0 350,5 | 132,8 1338 530,8 532,2 533,4 285,0 286,5 288,9 102,2 399,5 401,4
Ecart type 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,0 0,1 01 0,2 0,1 0,2

* Contribution principale
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b. Poudres greffées

La Figure 111-7 montre le spectre XPS large d’une poudre d’HA greffée avec 1’organosilane
trifonctionnel (HA-T). Ce spectre est représentatif de tous les spectres larges obtenus avec des
poudres greffées. Il indique la présence de tous les pics caractéristiques des phosphates de
calcium (Ca, P et O). Pour tous les échantillons (HA-T, HA-D et HA-M) des pics additionnels
attribués aux éléments azote (N 1s) et silicium (Si 2s et Si 2p) sont détectés. Ces pics

témoignent de la présence des organosilanes a la surface des poudres d’HA.

Pour la composition SiHA, le silicium est déja présent dans la structure. De ce fait, il ne
permet pas de confirmer la présence des organosilanes a la surface des poudres, mais la

détection de I’azote (N 1s) confirme leur présence.

O1s

= Plasmons
3 [
e M
¥
c
]
£
800 700 600 500 400 300 200 100 0

Energie de liaison (eV)

Figure 111-7 : Spectre XPS large d’une poudre HA-T

Les spectres haute résolution des poudres greffées sont présentés sur la Figure 111-8

(décomposition des pics C 1s et O 1s) et Figure 111-9 (decomposition des pics Si 2p et N 1s).
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Figure 111-8 : Décomposition des pics XPS O 1s et C 1s obtenus a la surface des poudres d’HA et de SiHA greffées

Echelle : abscisse = énergie de liaison en eV, ordonnée = intensité en (u.a.)
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Figure 111-9 : Décomposition des pics XPS Si 2p et N 1s obtenus a la surface des poudres d’HA et de SiHA greffées

Echelle : abscisse = énergie de liaison en eV, ordonnée = intensité en (u.a.)
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La décomposition des pics C 1s et O 1s montre les mémes contributions que celles des
poudres non greffées. Cependant, certaines contributions semblent plus importantes ce qui est
normal en présence des molécules d’organosilane et des impuretés a la surface des poudres.
Pour vérifier cette hypothése, les rapports d’aires d’intensité des pics Ac-oic-n/Ac-cic-H),
Acoo)/Ac-cic-Hy et A-nio-sifAo-p) Sont calculés et sont récapitulés dans le Tableau I11-5. La
variation de ces trois rapports est a mettre en relation avec la présence des organosilanes a la
surface des poudres. Quel que soit la nature de I’échantillon (HA ou SiHA), les rapports
Ac-oic-ny/Ac-crc-vy et AcooyAc-cicy doivent diminuer apres le greffage des organosilanes.
L’aire du pic Ac.cic-ny doit augmenter plus vite que celle du pics Ac-orcny et celle du pic
A(coo) rester constante. Cette évolution hypothétique n’est vérifiée expérimentalement que
dans le cas du rapport Acooy/Ac-cic-Hy comme le montre le Tableau 111-5, I’aire A(coo) €tant
uniquement due aux impuretés présentes a la surface. L’étude du rapport Ao-nio-si/ Ao-p) qui
n’inclut pas I’élément carbone, est plus fiable. Ce rapport est également en relation avec la
présence de I’organosilane et doit augmenter apres greffage, di a la diminution de I’intensité
du pic de la liaison O-P et a I’augmentation de la contribution de la liaison Si-O. Cela est le

cas pour les deux substrats greffés.

Tableau 111-5 : Rapports des aires des pics caractéristiques des poudres d’HA et de SiHA avant et aprés

greffage
Rapports d’aires Ac-ocn/Ac-cic-h) AcooyAc-cic-h Ao-nio-si/Ao-p)

HA 0,22 0,17 0,19

SiHA 0,14 0,14 0,14
HA-M 0,26 0,14 0,25
HA-D 0,20 0,13 0,24
HA-T 0,20 0,13 0,38
SiIHA-M 0,35 0,13 0,42
SiHA-D 0,23 0,16 0,49
SIHA-T 0,19 0,09 0,34

Pour les poudres HA-T, HA-D et HA-M, le pic Si 2p est form¢é a partir d’une seule
contribution & (101,8-102,6 eV) attribuée aux liaisons C-Si-O des organosilanes [197, 201],
puisque I’HA ne contient pas de silicium dans sa structure chimique. Pour les poudres
SiHA-T, SiHA-D et SiHA-M, les largeurs a mi-hauteur (FWHM) des pics Si 2p sont
relativement plus importantes que celles de I’'HA greffée. Ces valeurs sont de 1’ordre de
1,6 eV pour HA alors qu’elles sont augmentées a 1,8 eV pour SiHA. Cette évolution des
valeurs des largeurs a mi-hauteur permet de considérer que les pics Si 2p des SiHA greffées

sont composés de deux contributions. L’une est caractéristique des liaisons O-Si-O des
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tétraedres SiO, dans I’apatite [197, 200], I’autre est associée aux liaisons C-Si-O des

organosilanes [201]. Dans ce cas, il faut noter que 1’attribution exacte de ces pics est délicate.

Concernant le pic N 1s, dans le cas des poudres greffées par I’organosilane M, ce pic est
détecté mais non quantifiable probablement a cause de la faible quantité de molécule M
présente a la surface. Il est donc trés difficile d’effectuer sa décomposition. Pour les poudres
HA-T, HA-D, SiHA-T et SiHA-D, les spectres de décomposition des pics N 1s montrent la
présence de deux contributions (Figure 111-9). La premiere contribution a 399,5 + 0,1 eV est
associee selon la littérature a un environnement chimique de type NH; de molécules
d’organosilanes greffées d’une fagon covalente (Figure I11-10-a) [194, 197] ou adsorbées
(Figure 111-10-d) [147] a la surface du substrat. Dans ce cas, la fonction amine non protonée
est libre pour une réaction ultérieure.

La deuxiéme contribution a 401,4 £ 0,2 eV est attribuée a un environnement chimique de type
NHs" [194, 197, 205]. Dans ce cas, la protonation de 1’atome d’azote terminal (NH3") peut
étre expliquée par la littérature selon plusieurs possibilités mettant en évidence un greffage
covalent (Figure I11-10-b et Figure 111-10-c) ou une adsorption (Figure I111-10-e) des
organosilanes a la surface des substrats. La premiére possibilité illustrée par les Figure
[11-10-b et Figure 111-10-e met en jeu la différence d’électronégativité entre 1’atome d’azote du
groupe amine et 1’hydrogene des fonctions hydroxyles présentes a la surface des substrats
[129, 147]. Cette différence induit la formation de liaisons hydrogenes qui modifient
I’orientation de I’organosilane qui se replie & la surface du substrat [206]. Cette hypothése
nécessite des sites OH libres a la surface des substrats en HA et en SiHA qui sont identifiés
par la contribution a 532,2 eV caractéristique de la liaison O-H. Une autre indication de la
présence des sites OH libres a la surface des poudres est la détection du phosphore (P 2p)
portant ces sites apres le greffage des organosilanes (Tableau I11-4). Ces groupements OH
peuvent également provenir de la présence d’eau résiduelle (contribution de 1’oxygéne a 533,4
eV) adsorbée a la surface des poudres greffées, ce qui permettrait de favoriser la protonation
des groupements NH, en NHs" [197, 205].

La deuxiéme possibilité (Figure I11-10-c) est basée sur I’effet catalytique du groupement
amine terminal de I’organosilane. Ce dernier se protone en arrachant I’hydrogéne porté par un
groupement OH de surface. Le site négatif (O) créé a la surface du substrat permet
I’hétérocondensation de la molécule d’organosilane [129] quelles que soient les conditions

réactionnelles et la nature du substrat.
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Figure 111-10 : Schéma représentatif des différentes contributions de I’azote a la surface du substrat

Le Tableau 111-6 récapitule les valeurs des rapports des pics A(NH3")/A(NH,) caractéristiques

des poudres d’HA et de SiHA greffées par 1’organosilane T (HA-T = 0,41, SiIHA-T = 0,48) et

D (HA-D = 0,17, SiHA-D = 0,32). La protonation du groupement amine semble augmentée

avec la présence du silicium et la fonctionnalité des organosilanes.

Tableau I11-6 : Rapports des aires A(NH3")/A(NH,) pour HA-D, HA-T, SiHA-D et SiIHA-T

Echantillons

A(NH;")/A(NH,)

HA-D
HA-T
SiHA-D
SIHA-T

0,17
0,41
0,32
0,48
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Le Tableau I11-7 et la Figure I11-11 présentent 1’évolution des pourcentages atomiques des

différents eléments chimiques présents a la surface des échantillons.

Le Tableau I1I-7 montre que quel que soit le substrat (HA ou SiHA), les pourcentages
atomiques en calcium (Ca), en phosphore (P) et en oxygene (O) diminuent aprés le greffage
des organosilanes. Les pourcentages atomiques en carbone (C), en silicium (Si) et en azote
(N) dus & la présence des organosilanes augmentent lorsqu’ils sont quantifiables. Apres le
greffage des organosilanes, et bien que leur contribution soit divisée par deux, on arrive
toujours a quantifier le phosphore (P) et le calcium (Ca) a la surface des échantillons. Selon la
littérature [151], ceci confirme I’absence de la formation de couches épaisses d’organosilanes
couvrant totalement la surface des substrats. En effet, la profondeur d’analyse de I’XPS est
d’environ 10 nm. Le pourcentage atomique d’oxygene (O) doit soit augmenter apres le
greffage des organosilanes (si I’organosilane est greffé par 1 ou 2 bras), soit rester constant (si
I’organosilane est greffé par 3 bras). La diminution du pourcentage atomique d’oxygene (O)
apres le greffage des organosilanes peut étre expliquée par un effet d’écran des molécules
d’organosilanes sur les sites OH libres présents a la surface des substrats. Plus la
fonctionnalité de 1’organosilane augmente, plus le nombre de sites OH écrantés serait
important. Ce point est confirmé par I’augmentation du pourcentage atomique du carbone (C)
apres greffage, la structure chimique des organosilanes englobant un nombre important
d’atomes de carbone. La diminution du pourcentage atomique d’oxygeéne (O) et
I’augmentation de celui du carbone (C) sont en accord avec les résultats XPS obtenus dans la
littérature [66, 207]. Les travaux de theése de Simon [207] ont montré que le greffage de
I’organosilane T (APTES) a la surface de la silice provogue une augmentation du pourcentage
atomique de carbone de 18,7 & 25,2% et une diminution du pourcentage atomique d’oxygéne
de 29,1 a 28,6%. Dans le méme cadre, De Taillac et al. [66] ont montré une augmentation du
pourcentage atomique de carbone de 53,5 a 63,3% et une diminution du pourcentage

atomique d’oxygene de 46,5 a 32,8% apres greffage d’APTES a la surface de la cellulose.

Les poudres d’HA et de SiHA non greffées présentent des rapports atomiques expérimentaux
Ca/P de l’ordre de 1,50 et 1,60 respectivement (Tableau I11-7), alors que les rapports
atomiques théoriques sont de 1,67 pour HA et 1,78 pour SiHA. Les rapports Ca/P des poudres
greffées sont : HA-T (1,50), HA-D (1,50) et HA-M (1,57) pour I’hydroxyapatite et SIHA-T
(1,40), SIHA-D (1,50) et SiHA-M (1,33) pour I’hydroxyapatite silicatée. La composition de la
surface méme si la profondeur d’analyse est encore élevee en XPS (10 nm) peut étre

différente de la composition du cceur des apatites. Toutefois, pour tous les échantillons, le
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rapport Ca/P est quasiment constant compte tenu des incertitudes de mesure élevées (Tableau
[11-7). Cette incertitude ne permet pas de conclure sur une influence de 1’organosilane en

surface des substrats sur les rapports Ca/P.

Le rapport N/P n’est pas calculé pour les poudres greffées par 1’organosilane monofonctionnel
(M) car le pourcentage atomique d’azote n’est pas quantifiable. Lorsque ce rapport est
mesurable, il augmente quand la fonctionnalité de I’organosilane augmente et ce pour les
deux types de substrats. Il est égal a 0,25 pour HA-D, 0,50 pour HA-T, 0,17 pour SiHA-D et
0,20 pour SiHA-T. Cela montre que la quantité d’organosilanes présente a la surface
augmente avec la fonctionnalité de la molécule. De plus, les rapports N/P sont légérement
inférieurs dans le cas de I’hydroxyapatite silicatée par rapport a ceux de I’HA. Cela peut
traduire soit une quantité d’azote moins importante en surface des substrats en SiHA, soit une

répartition moins homogene des molécules, masquant ainsi moins de site phosphore.

La structure chimique des organosilanes greffés a la surface des poudres d’HA et de SiHA est
¢valuée par I’intermédiaire du rapport expérimental N/Si. Le rapport théorique N/Si est égal a
1, puisque chaque organosilane utilisé¢ contient 1 atome d’azote pour 1 atome de silicium.
Dans le cas des échantillons HA-D et HA-T, le rapport N/Si expérimental (1,00) est égal a la
valeur théorique. Pour les échantillons SiHA-D et SiHA-T, les valeurs sont de 0,50 et 0,33
respectivement. Ces derniéres valeurs sont « sous-évaluées » car le substrat SiHA contient
déja du silicium dans sa structure. Ces valeurs sont proches de celles obtenues dans la
littérature (N/Si = 0,54) [207] pour I’organosilane T greffé a la surface de silice et qui sont
considérées proches de la valeur théorique de 1. Apres greffage, les organosilanes (T, D)

conservent donc les fonctions amines et siloxane.

Les valeurs des rapports N/P et N/Si doivent étre interprétés avec précautions compte tenu des

incertitudes de mesure élevees (Tableau I11-7).

En fin, I’étude de I’évolution des pourcentages atomiques et des rapports atomiques des
¢léments chimiques présents a la surface des poudres d’HA et de SiHA permet de vérifier la
présence des organosilanes (M, D et T). Le recouvrement de la surface par les organosilanes
est partiel (absence de couche recouvrant le substrat) sachant que la surface analysée est de
300 x 700 um? sur une profondeur de 10 nm et que les éléments Ca et P sont visibles aprés

greffage. En se basant sur 1’évolution du rapport N/P, il semblerait que la quantité
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d’organosilanes greffée augmente avec la fonctionnalité pour les deux types des substrats. La

quantité de silane semble plus importante sur HA.

L’¢étude précédente a montré la présence des organosilanes a la surface des substrats mais ne

permet pas de confirmer s’ils sont adsorbés ou greffés de fagon covalente. Dans ce qui suit, le

but sera donc de vérifier la présence d’un lien chimique fort entre les organosilanes et la

surface des substrats.
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Figure 111-11 : Evolution des pourcentages atomiques des différents éléments chimiques présents a la surface des
poudres avant et aprés greffage (les pourcentages atomiques sont indiqués sur le graphique)
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Tableau I11-7 : Pourcentages atomiques des différents éléments chimiques présents a la surface des poudres avant et apreés greffage. L’incertitude absolue sur les
pourcentages atomiques est de 2 %, ’incertitude sur les rapports molaires est calculée & partir de celles des pourcentages atomiques

Echantillon Ca P (@] C Si N Ca/P N/P N/Si
HA 15 10 46 29 / / 1,50 + 0,33 / /
SiHA 16 10 46 26 1 / 1,60+ 0,33 / /
HA-T 6 4 30 55 2 2 150+0,83 0,50+1,50 1,00 + 2,00
HA-D 6 4 30 52 1 1 150+0,83 0,25+2,50 1,00 + 4,00
HA-M 11 7 37 44 1 Trace 1,57 + 0,46 / /
SiIHA-T 7 5 31 54 3 1 1,40+0,68 0,20+2,40 0,33+ 2,66
SiHA-D 9 6 36 45 2 1 150+055 0,17+2,33 0,50 + 3,00
SiHA-M 8 6 33 52 1 Trace 1,33+0,58 / /
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111.2.3. Détermination du mode de greffage des organosilanes

Le but de cette partie est d’étudier le mode de greffage des organosilanes (T, D et M) et donc
de vérifier la nature de la liaison chimique entre la surface des substrats en HA et SiHA et les
organosilanes. Pour cela, deux démarches sont utilisées. La premiére est une analyse par XPS
apres décapage ionique de la surface d’une pastille d’HA greffée par 1’organosilane T. La
deuxiéme est un suivi de la dégradation thermique des échantillons greffés par
thermogravimétrique (TG) couplée a de la spectrométrie de masse (SM). Cette technique
permet d’étudier les températures de dégradation de différentes chaines organiques des
organosilanes immobilisés a la surface des biocéramiques et ainsi estimer leur mode de liaison

au substrat.

111.2.3.1. Analyse XPS sur pastilles greffées

Le protocole de greffage des pastilles est similaire a celui des poudres ce qui rend les résultats
comparables entre les deux types des substrats (voir paragraphe I11.1). Le décapage ionique
est effectué par des ions d’argon Ar’ qui sont accélérés afin de leur conférer une énergie de
190 kJ/mol (décapage léger, 2 KeV) ou de 385 kJ/mol (décapage intense, 4 KeV). Un
décapage leger et six décapages intenses sont effectués sur la surface d’une pastille HA-T.
Aprés chaque décapage les pourcentages atomiques des éléments chimiques présents a la
surface de 1’échantillon sont enregistrés. Le décapage léger est effectué pendant 1 minute,
alors que les décapages intenses sont réalisés pendant 3, 5, 7, 9, 12 et 15 minutes (temps
cumulés). Un décapage intense (4 keV) appliqué sur un matériau de référence en oxyde de
tantale (Ta,Os) durant 25 minutes permet de creuser la surface de 60 nm. Bien que I’'HA
différe de cette référence, on peut estimer qu’aprés 15 minutes de décapage intense, la surface

décapée est de I’ordre de quelques dizaines de nm.

Les résultats obtenus sont représentés sur la Figure 111-12. Seule une pastille d’HA greffée par
I’organosilane trifonctionnel (APTES) est analysée. Ce choix repose sur deux raisons
principales. La premiére est I’absence de silicium dans le substrat ce qui permet de suivre
I’évolution du pourcentage atomique de cet élément en lien avec 1’organosilane. La deuxiéme
est liee a la fonctionnalité de 1’organosilane. La quantité d’APTES greffée semble plus
importante que dans le cas des organosilanes di et monofonctionnel, la détection de 1’azote en

est donc améliorée
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Figure 111-12 : Evolution des pourcentages atomiques des éléments chimiques présents a la surface de la
poudre d’HA-T et de la pastille d’HA-T aprés des décapages ioniques successifs. Les temps cumulés (min) de
décapage sont indiqués entre parentheses
La Figure 111-12 montre qu’avant le décapage de la surface, les éléments calcium (Ca) et
phosphore (P) ne sont pas détectés a la surface de la pastille greffée par 1’organosilane T.
Cela est attribué a la présence des impuretés essentiellement carbonées recouvrant la surface
de la pastille. Le décapage Iéger (190 kJ/mol pendant 1 minute) permet de retirer les polluants
ségréges (le carbone essentiellement). Cela se traduit par une diminution des pourcentages
atomiques en C et O. Le rapport Ca/P de la pastille est égal a 1, cette valeur est peu
significative car les pourcentages atomiques de Ca et P mesurés sont trés faibles (1%at.). La
détection de 1’azote (3%at.) et du silicium (6%at.) aprés le décapage léger atteste la présence

de I’organosilane a la surface.

Les énergies des liaisons covalentes sont de 1’ordre de 200 a 700 kJ/mol. On peut donc
conclure qu’une énergie de 190 kJ/mol pour le décapage léger ne permet pas de rompre les

liaisons covalentes entre 1’organosilane et le substrat et donc ne détruit pas les molécules
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d’organosilanes présentes a la surface de la pastille. Ce résultat permet de penser qu’il existe
un lien chimique fort entre la molécule d’organosilane et la surface du substrat d’HA. Si les
organosilanes étaient seulement adsorbés ils devraient étre éliminés apres le décapage léger
(190 kJ/mol).

Aprés 3 minutes de décapage intense (385 kJ/mol), les pourcentages atomiques des eléments
calcium (Ca), phosphore (P), oxygéne (O), silicium (Si) et azote (N) augmentent au détriment
du carbone. Les éléments Si et N caractéristiques de 1’organosilane sont toujours visibles pres
12 minutes de décapage a 385 kJ/mol mais disparaissent aprés 15 minutes de décapage
intense. L’énergie de décapage de 385 kJ/mol a donc permis de casser les liaisons covalentes
de I’organosilane qui est totalement éliminé. Parallélement, le rapport Ca/P augmente de 2 a
2,50 avec la durée de décapage intense. Ceci peut étre expliqué par un fort décapage qui
induit une ségrégation des oxydes, les groupements phosphates vont étre préferentiellement
attaques [197].

Le rapport N/Si est égal a 1 pour la poudre et la pastille greffée et non décapée. Apres le
décapage léger, le rapport N/Si diminue a 0,50 et reste presque constant entre 3 et 9 minutes
de décapage intense. Le rapport N/P pour la pastille d’HA-T aprés 1 minute de décapage léger
est égal a 3,00. Pendant le décapage intense, ce rapport diminue progressivement pour
atteindre 0,00 apres 15 minutes. La quantité de I’azote ¢liminée augmente progressivement
avec le temps de décapage. Ces variations de N/Si et N/P pourraient étre attribuées a un
changement de composition chimique de la surface de substrats au cours du décapage en
tenant compte de la possibilité de la perte du groupement amine de I’APTES comme proposé
par Nanci et al. [139]. Le décapage intense (385 kJ/mol) permettrait de rompre la liaison C-N
ayant une énergie de liaison de 1’ordre de 300 kJ/mol plus faible que celle de Si-O d’environ
500 kJ/mol [208-210]. Mais, la diminution progressive de N/P peut étre expliquée également
par le pourcentage atomique de phosphore qui augmente avec les décapages intenses. Comme
pour le cas des poudres, les rapports Ca/P, N/P et N/Si doivent étre traités avec précautions

compte tenu des incertitudes élevées sur les mesures.
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111.2.3.2. Analyse thermogravimétrique couplée a la spectromeétrie de masse

a. Poudres non greffées

Les analyses thermogravimétriques (TG) ainsi que les graphiques d’émission de masses (SM)
des poudres HA, SiHA, HA-Réf et SiIHA-Réf sont représentés sur les Figure 111-13 et Figure
[11-14. Seules les émissions de masses, correspondant a 1’eau et celles ayant donnés un signal
représentatif sont mentionnées sur les graphiques. Les graphiques sont découpés en trois
domaines de températures notés respectivement zone 1 (Tamp - 200°C), zone 2
(200°C - 700°C) et zone 3 (> 700°C). Le Tableau I1I-8 récapitule les pertes des masses
associées aux différentes zones de température. Le Tableau 11-12 récapitule les différentes
possibilités d’attribution des émissions de masses aux fragments organiques des

organosilanes.

Les poudres d’HA et d’HA-Réf montrent de faibles pertes des masses dans la zone de
température comprise entre 30 et 900°C (Figure 111-13-a et c). Les pertes de masses totales
(Amy) enregistrées sont respectivement de 1’ordre de 0,4 et 0,5% (Tableau 111-8).

Dans la zone 1 a basse température (Figure 111-13), les pertes de masses (Am; = 0,1% pour
HA et 0,2% pour HA-Réf) enregistrées pour les deux échantillons sont attribuées a 1I’humidité
résiduelle (vers 80°C) et a des résidus carbonés adsorbés a la surface des poudres (vers
120°C). L’attribution a ces especes chimiques est déduite de la spectrométrie de masse
(Figure 111-13-b et d) par la présence de tres faibles émissions (épaulements) a m /e = 17 (OH)
et 18 (H,0) et m/e = 44 (CO,) et 45 (**CO,) a la limite des seuils de détection. Ces deux
émissions sont détectées avec un maximum a environ 80°C pour H,0O et 120°C pour CO..

La zone 2 comprend deux pertes de masses représentées respectivement par Amy’ (vers
350°C) et Am, (vers 580°C). Dans le cas d’HA, ces deux pertes de masses ne sont pas
dissociables quantitativement. De ce fait, une seule perte de masse globale Am, = 0,1% est
considérée. Pour HA-Réf, les deux pertes de masses Am,” = 0,05 et Am, = 0,1% sont
détectées respectivement a 340 et 560°C. Ces pertes de masses correspondent aux émissions
de masses m/e = 44 et 45 caractéristiques de la perte de CO,. Les émissions a 560°C sont dues
a la décarbonatation des sites B de la structure apatite lors du chauffage de la poudre sous
atmospheére neutre [211]. En effet, la présence de carbonates résiduels en site B est mise en
évidence par les analyses FT-IR (Figure 11-7, paragraphe 11.3.2.1) sur les substrats en HA et

SiHA. Les faibles émissions de masses enregistrées vers 340°C ne sont pas clairement
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identifiées. Elles pourraient étre attribuées a une décarbonatation résiduelle des sites A de
I’apatite [211].

Les pertes de masses enregistrées dans la zone 3 (Am; = 0,2% pour HA et 0,15% pour HA-
Réf) peuvent étre associées au début de la réaction de déshydroxylation de 1’apatite [212]

selon I’équation chimique suivante :
Calo(PO4)5(OH)2 g Calo(PO4)6(OH)2-2XOX + XHzo

Les poudres de SiHA et de SiHA-Réf (Figure 111-14) montrent des pertes de masses totales
(Amy) de 0,6 et 1,05% respectivement (Tableau I11-8). De la méme facon que pour les poudres
d’HA, les pertes de masses enregistrées dans la zone 1 a 80 et 140°C pour SiHA
(Amy = 0,15%) et a 40 et 140°C pour SiHA-Réf (Am; = 0,1%) sont associées aux départs
d’humidité et de résidus carbonés adsorbés (m/e = 17, 18, 44 et 45). Les pertes de masses
dans la zone 2 & 360°C pour SiHA (Am, = 0,1%) et 350°C pour SiHA-Réf (Am; = 0,5%)
correspondant a la décarbonatation des sites A de la structure apatite. Celles a 580°C pour
SiHA (Am; = 0,1%) et SIHA-Reéf (Am, = 0,15%) sont dues a la décarbonatation des sites B de
la structure apatite lors du chauffage de la poudre sous atmosphere neutre. Enfin, dans la zone
3 (Am3 =0,25% pour SiHA et 0,3% pour SiHA-Réf) les pertes de masses sont dues a la
réaction de déshydroxylation de 1’apatite (Figure 111-14-b et d).

Tableau I11-8 : Pertes des masses (%) observées par thermogravimétrie pour les poudres calcinées et de

référence
) Zone 1 Zone 2 Zone 3 Perte de masse totale
Echantillon
[30 - 200°C] [200 - 700°C] [700 - 900°C] [30 - 900°C]
HA Am; =0,1 Am, =0,1 Am;=0,2 Am;=0,4
Amz’ = 0,05
HA-Réf Aml = 0,2 Am3 = 0,15 Amt = 0,5
Am2 = 0,1
Amz’ = O,l
SiHA Am; =0,15 Amg = 0,25 Am; = 0,6
Am2 = O,l
. Amj,’ =0,5
SiHA-Réf Aml = 0,1 Am3 = 0,3 Amt = 1,05
Am, =0,15
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b. Poudres greffées

Les analyses thermogravimétriques (TG) et les spectres d’émission de masses (SM) obtenus
sur les poudres d’HA et de SiHA greffées par les organosilanes ont été enregistrés entre 30 et
900°C afin d’identifier le mode de greffage des organosilanes a la surface des substrats
céramiques. Les thermogrammes et les graphiques des émissions de masses des substrats en
hydroxyapatite sont présentés sur les Figure 111-15, 111-17 et 111-19, et ceux des substrats en
hydroxyapatite silicatée sur les Figure 111-16, 111-18 et 111-20. L’ensemble de ces analyses
thermogravimétriqgues met en évidence trois domaines de température, caractérisés par des
cinétiques de perte de masse et des émissions des masses distinctes. Pour tous les échantillons
greffés comme pour les poudres non greffées, la zone 1 s’étale de 30 a 200°C, la zone 2 de
200 a 700°C et la zone 3 est comprise entre 700 et 900°C. Les pertes des masses associées a

ces domaines sont repertoriees dans le Tableau 111-9.

Tableau I11-9 : Pertes des masses (%) observées par thermogravimétrie pour les poudres greffées

Echantillon Zone 1 Zone 2 Zone 3 Perte de masse totale
[30 - 200°C] [200 - 700°C] [700 - 900°C] [30 - 900°C]
Amz’ = 0,1
HA-M Am; =03 Am,” =0,2 Amg =0,2 Am,=0,9
Am, = 0,1
Am,’ = 0,7
SiIHA-M Am; = 0,3 Am,”” = 0,05 Amz = 0,2 Am, = 1,3
Am2 = 0,05
Amz’ = 0,6
HAD Amy =05 Am,” =05 Amg = 0,2 Amy =19
Am2 = O,l
SIHA-D Am, =02 ig : 01”12 Am = 0.1 Am =16
Amz’ = 0,3
HA-T Amy =0,2 222 =06,68 Amg=0,2 Am=2,2
Am, = 0,1
Amz’ = 0,6
SIHA-T Am;=0,3 Am,” = 0,6 Amz=0,1 Am; =17
Am, = 0,1

Afin de faciliter la lecture des résultats obtenus, les zones 1 et 3 qui présentent de trés faibles
pertes de masses (Tableau I11-9) sont traitées en premier. Puis, I’étude de la zone 2
caractérisee par les pertes des masses les plus importantes (Tableau 111-9) est développée car
elle presente les émissions de masses caractéristiques de la dégradation thermique des chaines
organiques des organosilanes. L’attribution des émissions de masse est présentée dans le
Tableau I1-12.
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Figure 111-19 : (a) Perte de masse (TG), dérivée du signal (dTG) et (b) émissions de masses (SM) des
poudres HA-T
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Dans la zone 1, qui s’étend de 30 a 200°C, les pertes de masse varient entre 0,2% et 0,5%
(Tableau 111-9). Ces faibles pertes de masses légérement supérieures a celles mesurées sur les
poudres non greffées (Tableau 111-8) correspondent vraisemblablement & des résidus carbonés
adsorbés a la surface des poudres et au dernier solvant de rincage (éthanol). Pour tous les
échantillons, le signal de I’émission de masse caractéristique de 1’eau (m/e = 18) est plat. Les
émissions de masse m/e = 44 et 46 ne sont pas plates pour HA-D et SiHA-D, contrairement
aux autres échantillons. Cela peut s’expliquer par la présence de résidus carbonés (m/e = 44)

et d’éthanol adsorbés (m/e = 46) a la surface des échantillons.

Les pertes des masses observées dans la zone 3 (700 - 900°C) sont faibles et oscillent entre
0,1 et 0,2% (Tableau 111-9). Comme dans le cas des poudres non greffées (Tableau I11-8), la

déshydroxylation des apatites peut expliquer ces pertes de masses.

La zone 2 (200-700°C) présente des émissions de masses caractéristiques de la dégradation
des chaines organiques des organosilanes. Cette zone est caractérisée par des pertes de masses
relativement importantes par rapport aux zones 1 et 3, oscillant entre 0,4 et 1,8% (Tableau
[11-9). Ces valeurs sont supérieures a celles enregistrées sur les poudres non greffées (Tableau
[11-8). Au cours du chapitre 2, il a été montré que les organosilanes libres et non greffés se
volatilisent a des températures inférieures a 250°C. Aucune émission de masse provenant des
organosilanes n’est observée dans la zone 1 (30 — 200°C). Les départs relatifs aux
organosilanes a plus haute température (T > 250°C) permettent donc de penser a la présence
d’une liaison forte avec les surfaces des substrats sans exclure la possibilité de la présence de
polyméres résultants de 1’homocondensation in situ des organosilanes. Dans ce cas ils se
dégradent également a haute température notamment pour le trifonctionnel comme décrit au

chapitre Il (voir paragraphe 11.4.2.2).

Pour toutes les poudres greffées, le signal a m/e = 28 attribué au silicium ainsi que les
fragments lourds (m/e = 72 a 68) contenant le silicium sont plats en spectrométrie de masse,
ce qui permet de conclure que I’élément silicium n’est contenu dans aucun fragment présent
dans le spectromeétre de masse lors de la chauffe de 1’échantillon. Afin de veérifier cette
hypothése, la poudre d’HA-T a été analysée par XPS suite a une analyse thermogravimétrique
jusqu’a 900°C. Le Tableau I111-10 résume les pourcentages atomiques des différents éléments

détectés a sa surface.
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Tableau I11-10 : Pourcentages atomiques des différents éléments chimiques détectés a la surface de la
poudre d’HA-T aprés chauffage a 900°C et analysée par XPS

Ca P @) C Si N
HA-T 14,4 8,1 56,2 18,6 2,8 -

La présence du carbone a la surface de 1’échantillon est due a une pollution résiduelle. Cette
analyse montre, d’une part, 1’absence d’azote (N) mettant en évidence la dégradation
thermique de la chaine amine de I’organosilane T et, d’autre part, la présence du silicium a la
surface. La présence des différents éléments confirme que les organosilanes greffés a la
surface des substrats se dégradent lors du traitement thermique mais que le silicium reste

toujours a la surface du substrat.

Afin d’attribuer les différentes émissions de masses détectées a des fragments issus de la
dégradation des organosilanes et comprendre leur mode de greffage, 1’émission de masse a
m/e = 46 caractéristique de I’é¢thanol (CH3CH,OH) sera discriminante car aucun fragment de
la chaine amine ne correspond & cette masse (Tableau 11-12). Lorsque 1’organosilane greffé
garde un groupement éthoxyle non impliqué dans le greffage, ce groupement sera observé en
spectrométrie de masse a m/e = 45, couplé a un hydrogéne libre (m/e = 1) il formera de
I’éthanol observé a m/e = 46. L’émission de masse a m/e = 46 permet donc de voir si
I’organosilane garde des chaines éthoxyle libres a la surface du substrat et donc d’étudier son

mode de liaison avec ce dernier.

Analyse des poudres HA-M et SiIHA-M entre 200 et 700°C (zone 2)

- Les poudres HA-M (Figure 111-15) montrent que le signal de I’émission de masse a
m/e =46 est plat. La possibilité de la présence de molécules d’organosilanes M
adsorbées ne peut pas étre exclue mais ce phénomeéne doit étre trés minoritaire. Cette
hypothése pourrait étre vérifiée par la présence de 1’émission de masse a m/e = 161
caractéristique de la masse molaire de la molécule M. Cette émission n’est pas
observable sur la Figure 111-15-b. De plus, la perte de masse Am;’ qui pourrait
également étre associée a la volatilisation de la molécule adsorbée est faible (0,1%) et
en partie due a la poudre HA elle-méme (HA-Reéf, Am,’ = 0,05%, Tableau I11-8). Ces
résultats indiquent que le seul groupement éthoxyle porté par 1’organosilane M est
impliqué dans la réaction de greffage. Les molécules d’organosilanes présentes a la

surface de I’HA sont donc greffées de fagon covalente.
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L’émission de masse a m/e = 15 (Figure I11-15) est attribuee a la perte de la fonction
amine NH; sous forme NH et du méthylee CH; (Tableau 11-12). Le signal
caractéristique de cette émission de masse s’étale entre 200°C et 500°C (Figure I11-15)
et présente deux maximums a 300°C et a 380°C. Les émissions de masses de 58 a 52
(CsHgN, CsH7N, C3HgN, C3HsN, C3HsN, CsH3N, CsHoN), 45 (CoH;N), 44 (CaHgN),
26 (CoH,), 25 (C,H), 24 (C,) et 12 (C) sont également enregistrées dans cet intervalle
de température, avec un maximum semblant se situer a 300°C, témoignant d’une
dégradation continue des chaines amines dans cet intervalle. Le maximum observé a
380°C doit correspondre a la dégradation thermique des groupements méthyles libres
de I’organosilane M. Les signaux des émissions de masses m/e = 44 et 45 présentent
également un maximum a 560°C. Dans ce cas, ils correspondent a la décarbonatation

des poudres comme montré dans le paragraphe 111.2.3.2.a.

- L’organosilane M présent a la surface de SiHA, se dégrade de fagon analogue au cas
précedent (HA-M). La Figure I11-16 montre 1’absence des émissions de masses m/e =
46 (CH3CH,0OH) et 161 (masse totale de M). Les molécules d’organosilanes M sont
donc greffées de facon covalente a la surface de SiHA et le phénoméne d’adsorption
est minoritaire.

L’allure générale de 1’émission de masse m/e = 15 (NH ou CH3) montre un signal
continu allant de 200°C a 550°C. Ce signal regroupe un maximum a 320°C et un
épaulement dont le sommet se situe a 380°C. Les émissions de masses 12, 15, 24, 25,
26, 44, 45, 52 a 58 dues a la dégradation des chaines amines de I’organosilane M sont
enregistrées dans cette zone de température avec un maximum vers 320°C. Le
maximum observé a 380°C doit correspondre a la dégradation thermique des
groupements méthyles libres de 1’organosilane M.

Contrairement aux poudres HA-M, les émissions m/e = 44 et 45 ne présentent pas de
maximum net a 540°C pouvant étre attribué a la décarbonatation des poudres. La
Figure 111-21 résume le mode de greffage de 1’organosilane M a la surface d’HA et de
SiHA. L’organosilane M peut se greffer a la surface des substrats en gardant un
groupement amine (NH,) libre (Figure I11-21-a). D’autre part, les analyses XPS (voir
paragraphe 111.2.2.2.b) ont montré la possibilité du repliement de 1’organosilane a la
surface aboutissant a des interactions ioniques entre les groupements amines avec les

sites OH de surface (Figure 111-21-b) ou d’une réaction d’autocatalyse induit par ce
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groupement (Figure 111-21-c). Dans ces deux derniers cas, le groupement amine greffé

a la surface sera protoné (NHs").

(a) (b) (C)
Hs 5 TH3 THa
H
(CH,)
CHs Si—(CHy); ——NH,  H,, <—\%Na/ 2 3\Si —CH; i (CH,); NH;*
| o o«
——>H
| f - [
| )
HA/SiHA

Figure 111-21 : Schéma représentatif du mode de greffage covalent supposé de I’organosilane M a la
surface des poudres d’HA et de SiHA

Analyse des poudres HA-D et SiHA-D entre 200 et 700°C (zone 2)

- Pour HA-D, le signal de I’émission de masse m /e = 191 correspondant a la masse de
la molécule D est plat (Figure 111-17). La quantité de molécules adsorbées est donc
inférieure a la limite des seuils de détection.

L’allure générale de I’émission de masse m/e = 15 (NH ou CH3) montre un signal
continu allant de 250°C a 550°C. Ce signal est corrélé a un premier phénomeéne
présentant un maximum a 350°C et correspondant aux émissions de masses de 58 a 52
(C3HgN, C3H7N, C3HgN, C3HsN, C3HsN, CsH3N, C3HoN), 45 (CoH;N), 44 (CoHgN),
26 (C2Hy), 25 (C2H), 24 (C,) et 12 (C). Ce phénomeéne correspond a la dégradation des
chaines amines.

L’émission de masse m/e = 15 est corrélée a un deuxieme phénomene dont le
maximum se situe & 520°C. A cette température, les poudres HA-D montrent la
présence de 1’émission de masse a m/e = 46 caractéristique de la perte des chaines
éthoxyles non impliquées dans la réaction de greffage. De méme, les émissions de
masses m/e = 44 et 45 présentent un maximum a 520°C. De ce fait, ce maximum doit
correspondre a la dégradation thermique des groupements éthoxyles non impliqués
dans le greffage de I’organosilane D.

La perte des groupements méthyles de 1’organosilane D doit se situer entre 350°C et
520°C mais ne peut pas étre clairement identifiée compte tenu de la continuité des

signaux.
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Tout comme pour les poudres HA-D, le phénomeéne d’adsorption pour les poudres
SiHA-D est minoritaire (absence de 1’émission de masse m/e = 191).

Contrairement a HA-D, le signal de 1I’émission de masse m/e = 46 est plat (Figure
[11-18), I’organosilane D ne présente donc pas de groupement éthoxyle libre.

Le signal de I’émission de masse m/e = 15 s’étale de 250°C a 600°C et comprend un
maximum a 350°C et un épaulement & 440°C. Tout comme pour la poudre HA-D, le
premier est attribué a la dégradation des chaines amines. En revanche, les poudres
SIHA-D ne présentant pas d’éthoxyle libre, I’épualement a 440°C est attribué a la

perte des groupements CH3 des organosilanes D.

La Figure 111-22 représente le mode de greffage de I’organosilane D a la surface des
substrats en HA et SiHA. Comme pour I’organosilane M, 1’organosilane D greffé a la
surface des substrats (HA ou SiHA) peut avoir des fonctions amines (NH.) libres ou

protonées (NHz").

(a) (b)

OEt CH,
\ i — NHs
CH, Si ——(CH,); — NH3*/NH, S (CHa); +/NH;
T o) 0
| )
HA
()
CH,
Si ——(CH,); — NH3'/NH;
0 0
| )
SiHA

Figure 111-22 : Schéma représentatif des modes de greffage supposés de I’organosilane D & la
surface des poudres : cas des poudres d’HA ou le greffage a eu lieu par (a) 1 ou (b) 2 chaines
éthoxyles ; cas des poudres de SiHA ou le greffage a eu lieu par (c) 2 chaines éthoxyles
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Analyse des poudres HA-T et SiIHA-T entre 200 et 700°C (zone 2)

- Le phénoméne de dégradation thermique des poudres HA-T (Figure 111-19) est trés
similaire a celui des poudres HA-D. Le signal de 1’émission de masse m/e = 15 est
compris entre 260°C et 600°C. La molécule T ne contenant pas de groupement
méthyle, ce dernier ne contribue pas au signal (m/e = 15). Les maximums des
émissions de masses associées a la masse m/e = 15 sont légerement décalés : les
chaines amines se dégradent avec un maximum de 400°C et les chaines éthoxyles (m/e
=46, 45 et 44) a530°C.

- Le spectre de masse de SiHA-T (Figure 111-20) montre un phénomene de dégradation
thermique tres similaire a celui des poudres HA-T (Figure I11-19). Le signal de
I’émission de masse m/e = 15 est compris entre 330°C et 600°C. Les maximums des
émissions de masses associées a la masse m/e = 15 sont a nouveau légerement
décalés : les chaines amines se dégradent avec un maximum de 390°C et les chaines
éthoxyle a 540°C. Le signal de I’émission de masse m/e = 46 (EtOH) est faible, une
faible quantité des groupements éthoxyles est donc non impliqués dans le greffage
dans le cas de SiHA-T. Cela laisse penser que sur les substrats SiHA, le greffage de
I’organosilane T est majoritaire par 3 chaines éthoxyles alors qu’il s’effectue par une

ou deux chaines éthoxyles a la surface d’HA (Figure 111-23).

Greffage favorisé pour HA Greffage favorisé pour SiHA
1
(a) (b) (c)
OEt OEt
OBt —— Si ——(CH,); — NH,/nHyr ST (CHals = NHa /Ny / T \ (CHa); = NH, /NH;*
f i i T o T
( )
HA/SIHA

Figure 111-23 : Schéma représentatif du mode de greffage de I’organosilane T a la surface d’HA et de
SiHA
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La Figure 111-24 regroupe les différentes allures des émissions de masses m/e =15 des poudres
d’HA et de SiHA greffées. Les températures de dégradations des différentes chaines

organiques des organosilanes greffés sont récapitulées dans le Tableau I11-11.

On remarque que plus la fonctionnalité de 1’organosilane augmente, plus le signal de
I’émission de masse m/e = 15 se décale vers les hautes températures (Figure I11-24).
Parallélement, le Tableau I11-11 montre que quel que soit 1’échantillon, les chaines amines se
dégradent en premier (entre 300 et 400°C) puis viennent les chaines éthoxyles (entre 520 et
540°C). L’augmentation de la fonctionnalité de 1’organosilane et donc la présence des
groupements éthoxyles influence la structure électronique de la molécule greffée et induit des
liaisons chimiques plus stables qui se dégradent a plus haute température. Les températures de
dégradation des chaines organiques vont dans le méme sens que les énergies de liaisons Si-C
et Si-O. Dans la littérature, les énergies de liaisons varient de 300 a 356 kJ/mol pour Si-C
[208, 213] et de 369 a 536 kJ/mol pour Si-O [208-210, 214, 215]. Les liaisons Si-O sont donc
thermiquement plus stables que les liaisons Si-C car elles possedent les énergies de liaisons
les plus importantes. C’est pour cette raison que les chaines amines se dégradent a des
températures plus faibles.

La nature du substrat (HA ou SiHA) influe le mode de liaison de 1’organosilane a la surface.
Au contraire de I’HA, le substrat de SiHA favorise le greffage des organosilanes par plusieurs
chaines ethoxyles (2 chaines pour D et 3 chaines pour T). Cette différence du nombre de
chaines éthoxyles impliquées dans le greffage entre le deux substrats permet de modifier

’architecture des organosilanes a la surface des substrats en apatite.
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Figure 111-24 : Allures générales des émissions de masses m/e =15 des poudres d’HA et de SiHA greffées

Tableau I11-11 : Températures de dégradations des fragments organiques et nombre de groupements
éthoxyles impliqués dans le greffage pour les poudres d’HA et de SiHA greffées

Températures de dégradations des Nombre de groupements éthoxyles

Echantillon fragments organiques (*C) impliqués dans le greffage
Amine Méthyle Ethoxyle

HA-M 300 380 - 1

SiIHA-M 320 380 - 1
HA-D 350 - 520 1,2

SiHA-D 350 440 - 2
HA-T 400 - 530 1,23

SIHA-T 390 - 540 1,23
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111.2.4. Estimation de la quantité d’organosilane greffée

L’estimation de la quantité d’organosilane greffée a la surface des substrats en HA et SiIHA
est effectuée a partir de 1’analyse thermogravimétrique couplée a la spectrométrie de masse
(TG/SM) et par analyse élémentaire de carbone. Les résultats obtenus seront présentés ci-

dessous.

111.2.4.1. Analyse thermogravimétrique couplée a la spectrométrie de masse

La quantité d’organosilane greffée a la surface des poudres d’HA et de SiHA, est estimée en
déterminant la densité surfacique des molécules d’organosilanes (ds™'© (exp)) €N umol/m?. Pour
chaque échantillon, on considére la perte de masse totale dans la zone 2 (AMaotar), C'est-a-dire
la perte de masse entre 200 et 700°C. La perte de masse liée a ’organosilane (AMyg) est
obtenue en 6tant a Amya les pertes de masses de la zone 2 des poudres de référence soit
Amoparsr = 0,15% et Amasina-rer = 0,2%. La densité surfacique en organosilanes est obtenue
en divisant Amgq par la surface spécifique des poudres (SSA) puis par la masse molaire de la
partie organique greffée. Celle-ci est estimée en tenant compte du nombre de bras éthoxyles
engagés dans le greffage et en supposant que tous les atomes de silicium sont restés a la
surface des substrats. Les valeurs calculées sont récapitulées dans le Tableau 111-12.

Tableau 111-12 : Masse molaire de I’organosilane (g/mol), Amyq (%6), Am,, (%0), densité surfacique en
g/m? et en pmol/m? des poudres d’HA et de SiHA greffées (SSApa = 7,0 m?/g et SSAgipa = 16,1 m?/g)

Masse molaire _ - Densité
. Type de de o AMorg = Densité surfacigue
Echantillons greffage | Porganosilane AMyyoia (%0) AMpiotar - surfauq;xe en (dAT8 (exp))
(g/mol) AMarer g/m en pmol/m?
HA-M 1 bras 88 0,4 0,25 4x10™ 5
1 bras 118 4 13
HA-D 2 - 1,2 1,05 15x10 21
ras
1 bras 148 16
HA-T 2 bras 103 1,8 1,65 24x10 23
3 bras 58 41
SiHA-M 1 bras 88 0,8 0,6 4x10™ 5
1 bras 118 6
SiHA-D 1,3 11 7x10*
2 bras 73 10
1 bras 148 5
SIHA-T 2 bras 103 1,3 1,1 7x10™ 7
3 bras 58 12
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Avec les organosilanes D et T, la densité surfacique est plus importante pour ’HA que pour la
SiHA. Bien que les évolutions des densités surfaciques soient & prendre au conditionnel
compte tenu de I'imprécision sur la détermination de Amgg, On peut noter la tendance
suivante : la quantité greffée sur HA est environ le double de celle sur SiHA. Dans le cas de
I’organosilane monofonctionnel, la densité surfacique est égale & 5 pmol/m? dans le deux cas.
Ce résultat est cohérent avec le fait que I’organosilane M contient un seul groupement
¢thoxyle dans sa structure chimique qui va se condenser de la méme fagon a la surface d’HA
et de SiHA puisque la présence du silicium dans la structure apatite ne modifie pas les
nombres de sites accessibles au greffage. La densité surfacique (umol/m?) des molécules
d’organosilanes dépend de la fonctionnalité des organosilanes et de la nature du substrat. Pour
les poudres d’HA et de SiHA, la densité surfacique augmente avec la fonctionnalité de
I’organosilane comme le montre le Tableau I111-12. Plus le nombre de groupements
hydrolysables dans la structure de I’organosilane est important, la quantité greffée a la surface

sera plus grande.

111.2.4.2. Analyse élémentaire du carbone

Les résultats des analyses élémentaires de carbone sur les différentes poudres, avant et apres
greffage, sont présentés a la Figure 111-25. Afin de remonter a la quantité de carbone réelle
due aux organosilanes, les taux de carbone des échantillons références (0,09 mg/m? pour HA-
Réf et 0,05 mg/m? pour SiHA-Réf) sont soustraits aux pourcentages massiques des poudres
greffées qui sont présentés sur la Figure 111-25. Les organosilanes possedent des atomes de
carbone dans leur structure moléculaire, 1’évaluation des pourcentages massiques de carbone
permet de remonter a la densité de molécules d’organosilanes a la surface (umol/m?). La
quantité de carbone (en mg/m?) de poudre est calculée pour chaque échantillon & partir des
pourcentages massiques obtenus (Figure 111-25). Ce calcul est effectué en divisant les
pourcentages massiques de carbone obtenus par les surfaces spécifiques SSA des poudres
(SSAna = 7,0 m?/g et SSAgina = 16,1 m?/g).
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BEHA B HARéf EHA-M HEHA-D BHA-T ESiHA [ SiHARéf K SiHA-M SiHA-D B SiHA-T
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Quantité de carbone en mg/m2de poudre

0,20 A

0,00 -

HA SiHA
Figure 111-25 : Quantités de carbone en mg/m? obtenues pour les poudres d’HA et de SiHA avant et aprés

greffage des organosilanes

Pour les poudres d’HA et de SiHA qui ont subi les mémes traitements expérimentaux que les
poudres greffées mais sans addition des organosilanes (HA-Réf et SIHA-Réf), les quantités de
carbone en mg/m? sont plus importantes que celles des poudres de départ. En passant de I’'HA
a PHA-Réf, la quantité de carbone augmente de 0,06 mg/m? & 0,09 mg/m? et de 0,02 mg/m? &
0,05 mg/m? pour SiHA-Réf. Ces variations peuvent étre attribuées a la présence des résidus
de carbone a la surface des poudres due au traitement des poudres avec les solvants
organiques (toluéne, éthanol). En effet, les analyses TG/SM des poudres de référence (Figure
111-13 et Figure 111-14) ont montré la présence des pertes de masses (m/e = 44, 45) dues a la
carbonatation des poudres et a des résidus carbonés des solvants dans la zone 1. C’est
pourquoi ces pourcentages massiques en carbone ont été soustrais a ceux des poudres
greffées.

Dans le cas des poudres d’HA greffées, les quantités de carbone mesurées pour HA-M, HA-D
et HA-T sont respectivement 0,47, 0,97 et 1,09 mg/mz. La teneur en carbone augmente avec
la fonctionnalité des organosilanes. Ces mémes évolutions sont observées dans le cas des
poudres SiHA. En passant de SiHA-M a SiHA-D et SiHA-T, les quantités de carbone
mesurées sont respectivement 0,13, 0,27 et 0,32 mg/m?.
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Quel que soit I’organosilane, les substrats en HA présentent des quantités de carbone plus
importantes que les substrats en SiHA. Pour HA-M, la quantité de carbone est de 0,47 mg/m?
alors qu’elle est de 0,13 mg/m? pour SiHA-M. Les poudres HA-D ont une quantité de carbone
égale & 0,97 mg/m® et celle de SiHA-D de 0,27 mg/m® Les poudres greffées par
I’organosilane T montrent une quantité de carbone de Pordre de 1,09 mg/m? pour HA-T et
0,32 mg/m? pour SiHA-T. Pour tous les échantillons greffés, le rapport quantité de carbone
(HA)/quantité de carbone (SiHA) est de 1’ordre de 3,6. La quantité du carbone liée aux

organosilanes est nettement plus importante a la surface des poudres d’HA que de SiHA.

Le Tableau I11-13 récapitule les valeurs des densités massiques (umol/g) et surfaciques
(umol/m?) des molécules d’organosilanes présentes a la surface des substrats. Ces densités
sont calculées de facon théorique et expérimentale, les détails des calculs sont expliqués ci-

dessous.

» Calculs théorigues

Les valeurs calculées théoriquement sont basées sur le nombre de moles de sites de greffage
pour 1g de poudre (nx.on = 3,8x10° mol pour HA et 8,6x10° mol pour SiHA; voir
paragraphe 111.1.2) en supposant que tous les sites puissent recevoir des molécules
d’organosilanes. Le calcul est effectué en tenant compte de toutes les possibilités, du nombre
maximum et minimum de bras impliqués dans le greffage de 1’organosilane. Pour HA-M et
SiHA-M, la densité massique en pumol/g maximum pour une monocouche est égale a nx.on
car cet organosilane ne peut se greffer que par une seule liaison suite a I’hydrolyse de sa
fonction éthoxyle. Pour les organosilanes D et T, la densité massique (dmnso)) €N pmol/g est
calculée en divisant nx.on par un, deux ou trois suivant que 1’organosilane se greffe par une,
deux (cas de T et D) ou trois chaines éthoxyles (cas de T uniquement). Enfin, la densité
surfacique (dsineo)) €N umol/m? est calculée en divisant la densité massique en pmol/g par la

surface spécifique de la poudre (SSAua = 7,0 m?/g et SSAsina = 16,1 m?/g).

> Calculs expérimentaux

Les calculs expérimentaux de la densité surfacique (umol/m?) se basent sur les résultats des
analyses élémentaires de carbone et sont présentés dans le Tableau I11-13. Dans un premier
temps, la masse molaire de la partie organique greffée de 1’organosilane est calculée selon les
nombres de chaines éthoxyles impliquées dans le greffage, c'est-a-dire les nombres des

fonctions éthoxyles perdues. Afin de s’affranchir de la carbonatation initiale des poudres et
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des traces de solvant, les pourcentages massiques en carbone des échantillons de référence
(%mCre) sont soustraits (0,05% pour HA-Réf et 0,08% pour SiHA-Réf). Les pourcentages

obtenus (%mCer) sont divisés par 100 afin d’obtenir les fractions massiques correspondantes.

La densite massique (dmexp)) €N Mmol/g est calculée selon I’Expression 111-3 tel que Mc
représente la masse molaire de carbone (12 g/mol) et nc est le nombre des atomes de carbone
dans la partie organique greffée de 1’organosilane. La densité surfacique (dsexp)) €n pmol/m?
est ensuite déterminée en divisant la densité massique en pumol/g par la surface spécifique des

poudres.

fraction de masse de carbone 1
X
MC X n. 10-°

Densité massique =

Expression 111-3 : Calcul de la densité massique en pmol/g

Quel que soit les cas, les densités surfaciques (dsexp)) déterminees expérimentalement sont
plus grandes que celles calculées théoriquement (dsineo) = 0,2 @ 0,5 umol/m?). Les valeurs
expérimentales obtenues (dsexp) Varient de 2 & 30 umol/m?. Ces résultats montrent qu’il y a
beaucoup plus de molécules a la surface que prévu par le calcul théorique pour un greffage
covalent a partir des sites X-OH. Par rapport aux calculs théoriques, les densités surfaciques
expérimentales pour HA sont plus importantes (facteur ~ 20/30) que pour SiHA
(facteur~10/20). Cet excés d’organosilanes peut étre attribué a des réactions de
polymérisation en surface des organosilanes (homocondensation) aboutissant a la formation
d’un réseau en 3D. Comme c’est déja présenté par la technique TG, la densité surfacique
augmente avec la fonctionnalité de 1’organosilane sur les deux substrats (HA et SiHA) et elle

est plus importante a la surface d’HA que pour SiHA.

Au-dela des tendances entre les résultats par analyse carbone et par ATG qui sont similaires,
le Tableau Il1-13 montre que les densités surfaciques expérimentales sont proches. Par
exemple, pour HA-M la densité surfacique déterminée par analyse de carbone est égale a 8
pmol/m? et celle déterminée par I’analyse TG est de 5 pumol/m? Ces similitudes sont

observées pour tous les échantillons montrant la fiabilité des résultats obtenus.
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a la surface des poudres greffées. Le calcul est effectué a partir des résultats des pourcentages de carbone

Tableau I11-13 : Calcul théorique et expérimental de la densité massique (umol/g) et surfacique (umol/m?) des molécules d’organosilanes

Calcul théorique

Calcul expérimental

Masse molaire de Densité Densité fraction Densité
Tvoe de n(c) dans Porganosilane | o .0 o | o rfacique | 2 MC % MCeorr = de Densité Densité | surfacique
Echantillons yp , . greffé (g/mol) q q % mC - % MCrer | masse | massique | surfacique | (umol/m?)
greffage |I’organosilane Omineo) s(thso) ATG
(Hmol/g) (Hm0|/m2) de dm(exp) ds(exp) ds (exp) par

carbone | (umol/g) | (umol/m?) | calcul TG
HA-M 1 bras 5 116 3,8 0,5 0,39% 0,34% 0,0034 57 8 5
1 bras 6 146 3,8 0,5 96 14 13

HA-D 0,74% 0,69% 0,0069
2 bras 4 101 1,9 0,3 144 21 21
1 bras 7 176 3,8 0,5 90 13 16
HA-T 2 bras 5 131 1,9 0,3 0,82% 0,76% 0,0076 126 18 23
3 bras 3 86 1,3 0,2 211 30 41
SiIHA-M 1 bras 5 116 8,6 0,5 0,30% 0,22% 0,0022 37 2 5
1 bras 6 146 8,6 0,5 61 4 6
SiHA-D 0,52% 0,44% 0,0044

2 bras 4 101 4,3 0,3 92 6 10
1 bras 7 176 8,6 0,5 62 4 5
SiIHA-T 2 bras 5 131 4,3 0,3 0,60% 0,52% 0,0052 87 5 7
3 bras 3 86 2,9 0,2 144 9 12
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111.2.5. Discussion

Le greffage des organosilanes (T, D, M) a la surface des substrats en HA et SiHA a été étudié
par différentes techniques de caractérisation. Le but était de mettre en évidence le mode de

greffage des organosilanes et d’estimer leur quantité a la surface des substrats.

Aucune différence notable de taille ou de forme de grains n’est observée entre les poudres
d’HA et de SiHA non greffées, celles de référence et celles greffées avec 1’organosilane. Les
surfaces spécifiques (SSA) restent également inchangées. La présence d’organosilane a la

surface des poudres n’a aucun impact sur les aspects morphologiques de celles-ci.

Les analyses par spectroscopie infrarouge (FTIR) effectuées sur les poudres d’HA et de SiHA
greffées avec les organosilanes T, D, M ont montré la présence de ces derniers a leur surface.
Qualitativement 1’augmentation de la fonctionnalité de 1’organosilane favorise la quantité
greffée a la surface ce qui se traduit par une augmentation du rapport des bandes de vibration
vsCH2(NH,)/vsOH. Ce rapport est également plus important a la surface des poudres de SiHA
greffées que sur I’HA.

Les éléments caractéristiques des organosilanes (N et Si) sont détectés en XPS pour tous les
¢chantillons greffés méme si 1’azote (N) n’est pas quantifiable dans les cas de HA-M et
SiHA-M en raison de la faible quantité de 1’organosilane M présente a la surface. Le calcium
et le phosphore sont toujours quantifiables apres greffage. 1l est donc possible de conclure que
le greffage des organosilanes ne recouvre pas tous les sites de greffage disponibles a la
surface de deux substrats (HA, SiHA). Cela signifie, 1’absence de formation d’une couche
d’organosilane recouvrant totalement la surface des substrats. L’existence des liaisons
covalentes P-O-Si n’est pas prouvée puisque aucune forte variation dans les énergies de
liaison de P ou de Si n’est observée. Cela est attribué a la faible incidence de 1’atome de
silicium sur la position de 1’énergie de la liaison P-O au niveau des pics P 2ps; et P 2py, et
réciproquement a la faible incidence de 1’atome de phosphore sur la position de 1’énergie de la
liaison Si-O au niveau du pic Si 2p. Bien que 1’analyse XPS des poudres n’ait pas montré la
présence d’une liaison covalente P-O-Si entre les substrats et les organosilanes, le décapage
ionique de la surface d’une pastille d’HA-T a permis de veérifier la présence des liaisons fortes

entre les organosilanes et les substrats.
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L’¢tude de I’azote (N) a montré la présence d’une contribution a 399,5%0,1eV
correspondant a une fonction NH, et une contribution a 401,4+0,2eV attribuée a un
environnement chimique de type NH3" [194, 197, 205]. La présence de la contribution NHs"
nécessite la présence de sites OH libres a la surface d’HA et de SiHA qui sont identifiés par
XPS a532,2 eV (en particulier dans le cas des substrats en HA). Dans les deux cas (NH; ou
NH3"), les organosilanes peuvent étre greffées d’une fagon covalente ou adsorbés a la surface

des substrats (voir paragraphe 111.2.2.2.b).

L’¢étude de I’évolution des pourcentages atomiques des €léments chimiques a la surface des
poudres a indiqué une diminution des pourcentages atomiques de 1’atome d’oxygeéne (O 1s)
apres greffage, cela peut étre expliqué par 1’occupation des sites OH de la surface des
substrats par des molécules d’organosilanes. L’augmentation des pourcentages atomiques de
carbone (C 1s) apres greffage est due a la structure chimique des organosilanes qui comporte

des atomes de carbone.

Les analyses thermogravimétriques couplées a la spectrométrie d’émission de masse (TG/SM)
ont montré que la dégradation thermique des chaines organiques des organosilanes greffés
s’effectue a des températures beaucoup plus importantes (300 a 540°C) que celles des
organosilanes libres (avant 250°C). Cette technique montre que le phénoméne d’adsorption
des organosilanes a la surface des substrats est minoritaire (absence du signal caractéristique
de la masse molaire totale des organosilanes). Ces observations confirment la présence d’une
liaison forte entre les organosilanes et les substrats en HA et SiHA. Aprés greffage, les
chaines éthoxyles sont thermiquement plus stables que les chaines amines. Cela est attribué a
I’énergie de liaison Si-O (369 a 536 kJ/mol) [208-210, 214, 215] relativement plus importante
que celle de Si-C (300 a 356 kJ/mol) [208, 213].

Les densités surfaciques (mol/m?) en organosilanes déterminées expérimentalement en se
basant sur les analyses de carbone montrent des valeurs proches de celles calculées a partir
des analyses thermogravimétriques. Les différences observees dans les valeurs ne sont pas
significatives compte tenu de I’incertitude de deux mesures. Pour les deux approches, la
densité surfacique augmente avec la fonctionnalité de I’organosilane sur les deux substrats
(HA et SiHA) et est plus importante a la surface d’HA que pour SiHA. Par ailleurs, la
quantification de la concentration des groupements amine supportés par I’organosilane T a la
surface des substrats [216] a été effectuee par deux méthodes photométriques UV-Vis
(méthode de Kaiser et méthode de 1’induit). Les concentrations en groupements amines
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mesurées pour les poudres SiIHA-T (Namine = 5,9 X 10° + 7,5 x 107 mollg (méthode de
I’induit) et 6,3 x 10° + 8,0 x 10”7 mol/g (méthode de Kaiser)) et HA-T (Namine = 1,9 x 10° +
3,3 x 107 mol/g (méthode de I’induit) et 6,9 x 10° + 2,4 x 10 mol/g (méthode de Kaiser))
sont proches des concentrations théoriques (Namine = 8,6 X 10°° mol/g (SiHA-T) et 3,7 x 10°°
mol/g (HA-T), voir paragraphe 111.1.2). Les densités surfaciques (umol/m?) des organosilanes
a la surface des poudres (HA-T et SiHA-T) déterminées par les méthodes de Kaiser et de
I’induit sont récapitulées dans le Tableau I11-14.

Tableau 111-14 : Densités surfaciques (umol/m?) d’organosilanes déterminées par les méthodes de Kaiser
et de Pinduit en divisant namine par les surfaces spécifiques des poudres (SSApa = 7,0 m?/g et SSAgiua = 16,1

m?/g)
Méthode de Kaiser Méthode de I’induit
Poudre HA-T 0,9 0,3
Poudre SiIHA-T 0,4 0,4

La méthode de Kaiser montre que la densité surfacique a la surface d’HA-T est deux fois plus
grande que celle de SiIHA-T. La méthode de I’induit présente des densités similaires dans les
deux cas. Les valeurs des densités obtenues par ces deux méthodes de quantification sont plus
faibles que celles déterminées par les analyses de carbone et thermogravimétrique (Tableau
I11-13). Les valeurs des densités déterminées par les méthodes de Kaiser et de 1’induit sont
respectivement : 0,9 (HA-T) / 0,4 (SiHA-T) et 0,3 (HA-T) / 0,4 (SiIHA/T) pmol/m? alors
qu’elles varient entre 13 et 30 (HA-T) / 4 et 9 (SiHA-T) pumol/m? pour les analyses de
carbone et 16 a 41 (HA-T) / 5 et 12 (SiHA-T) pmol/m? pour les analyses
thermogravimétriques. Les faibles valeurs des densités surfaciques obtenues par les méthodes
de Kaiser et de I’induit [216] sont dues au faite que ces deux techniques quantifient seulement
les groupements amines libres (NH,) alors que les analyses élémentaire de carbone et
thermogravimétrique quantifient les molécules d’organosilanes quelle que soit la forme de la
fonction amine (NH, et NHs"). La présence des groupements amine (NH,) libres est
importante dans notre cas afin de les utiliser comme site d’ancrage pour les molécules

biologiques.

La densité surfacique d’organosilanes (umol/m?) dépend de la fonctionnalité de
I’organosilane et de la nature du substrat. L’évolution de cette densité peut étre reliée au
nombre de groupements éthoxyles impliqués dans la réaction de greffage. Dans le cas des
organosilanes difonctionnel et trifonctionnel, le nombre des groupements éthoxyles impliqués
dans la réaction de greffage dépend de la nature du substrat. La présence du silicium dans la

structure du substrat augmente le nombre des groupements éthoxyles impliqués dans la
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réaction de greffage ce qui limite la quantité greffée. On peut expliquer la différence dans le
mode de greffage de 1’organosilane difonctionnel et trifonctionnel a la surface d’HA et de
SiHA par les propriétés des sites de greffage existant a la surface. Les sites de greffage Si-OH
a la surface de SiHA seraient plus réactifs que les sites P-OH. lls auraient plus d’affinité pour
les groupements éthoxyles hydrolysables des organosilanes difonctionnel et trifonctionnel ce
qui aboutit a cette différence dans le mode de greffage et par conséquent de la densité

surfacique. De méme, elle est plus importante a la surface d’HA comparée a celle de SiHA.

L’architecture générale des organosilanes (Figure 111-26) a la surface des substrats semble étre
une couche non homogene qui recouvre partiellement la surface sur laquelle d’autres couches

peuvent se former grace a une réaction d’homocondensation (polymérisation).

Homocondensation

Substrat

Figure 111-26 : Architecture générale des organosilanes a la surface des substrats
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111.3. Caractérisation des substrats greffés : répartition

spatiale des organosilanes

La répartition spatiale des molécules d’organosilanes est étudiée sur des pastilles en HA et
SiHA. Les techniques de caractérisation permettant d’évaluer la répartition spatiale de
molécules organiques a la surface d’un substrat ne sont pas applicables sur des poudres. Cette

étude est donc réalisée sur des pastilles denses a I’aide de deux techniques complémentaires :

- Lamicroscopie a force atomique pour déterminer la topographie de la surface

- Les essais de mouillabilité pour déterminer 1’énergie de surface.

111.3.1. Microscopie a force atomique (AFM)

Afin d’étudier I’impact sur la topographie des traitements expérimentaux (polissage, passage
dans le solvant et greffage des organosilanes), les valeurs de la rugosité de surface (Sa) sont
représentées sur la Figure 111-27. Elles sont calculées & partir des images AFM (2x2 pm?)
effectuées sur des pastilles non polies (Figures 111-28 et 111-29) et polies (Figures 111-30 et I11-
31).

EHA MEHARéf MHA-T MSHA MSiHARéf MSiHA-T EMHA M HARéEf W HA-T EMSHA M SiHAREf M SiHA-T
20 - Non Polies

18

18 A 17

16

14 1 Polies

12 A

nm

10

Figure 111-27 : Variations de la rugosité de surface Sa a la surface des pastilles non polies et polies en HA et SiHA

avant et apres greffage avec ’organosilane T (les valeurs indiquées sur la figure correspondent & Sa)
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La rugosité surfacique (Sa) des pastilles non polies en HA et SiHA est respectivement de 11
et 14 nm. Les images AFM (Figure 111-28-a et b) et les profils de rugosité (Figure 111-29-a et
b) montrent clairement les joints de grains existant a la surface des pastilles. L’échelle de
hauteur montre une amplitude totale de surface maximale de 130 nm pour HA et de 110 nm
pour SiHA, les deux matériaux présentent donc des topographies de surface similaires.

Les pastilles de référence (HA-Réf et SiIHA-Réf) sont traitées avec le protocole de greffage
mais sans addition de 1’organosilane T (solvant : toluene anhydre, immersion = 3 h a 90°C
puis 12 h a 60°C, lavage = éthanol technique non dénature). Les rugosités surfaciques (Sa)
des pastilles non polies d’HA-Réf et de SiHA-Réf sont respectivement 14 et 18 nm (Figure
I11-27). La rugosité des échantillons de référence (HA-Réf et SIHA-Réf) est trés Iégerement
supérieure a celle des pastilles brutes de frittage. Les images AFM des pastilles de référence
(voir fleches sur Figure 111-28-c et d) et les profils de rugosité (Figure 111-29-c et d) montrent
la présence des grains de faible taille sur la surface. Ces zones claires sont dues a la présence
des sommets (Figure 111-29-c et d). L’échelle des hauteurs qui accompagne les images montre
une variation de 1’amplitude totale de surface jusqu’a 130 nm pour la pastille HA-Réf (Figure
I11-28-c) et 220 nm pour la pastille SiIHA-Réf (Figure 111-28-d). Le traitement des pastilles
dans les solvants modifie donc faiblement la topographie de surface.

Aprés le greffage de I’organosilane T, la rugosité surfacique (Sa) pour les pastilles non polies
est de 17 nm pour HA-T, et de 15 nm pour SiHA-T. Les images AFM de la pastille non polie
et greffée HA-T et SIHA-T (Figure 111-28-e et f) présentent également des zones claires
correspondant a des protubérances présentes a la surface des pastilles. Les profils de rugosité
(Figure 111-29-e et f) ne sont toutefois pas clairement différents de ceux enregistrés pour les
pastilles brutes ou non greffées. Toutes, les pastilles montrent des surfaces ayant des
topographies accidentées qui se traduisent sur les profils par la présence de plusieurs sommets
avec de fortes variations d’amplitude totale. Ces variations de rugosité ne permettent pas de

localiser les organosilanes a la surface des pastilles en HA et SiHA non polies.

Pour les pastilles polies en HA et SiHA (Figure 111-27), les rugosités surfaciques sont de
I’ordre de 1 et 2 nm. La topographie de surface (Figure I11-30-a et b) et les profils de rugosité
(Figure 111-31-a et b) montrent que les joints de grains ne sont plus visibles a la surface. Cela
est attribué au polissage, I’échelle de hauteur montre une amplitude totale de surface
maximale de 18 nm et de 16 nm respectivement pour HA et SiHA. Les topographies de

surface sont similaires pour les deux matériaux.
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Les pastilles polies d’HA-Ref et SIHA-Réf présentent des rugosités surfaciques (Sa) de 11 et
4 nm (Figure 111-27). La rugosité des échantillons (HA-Réf et SiHA-Réf) est trés légerement
plus importante que celle des substrats polis. L’amplitude totale maximale de surface est de
130 nm pour HA-Réf (Figure 111-30-c) et 80 nm pour SiHA-Réf (Figure 111-30-d). Aprés le
greffage de I’organosilane T, la rugosité surfacique est de 9 nm pour HA-T, et de 5 nm pour
SiHA-T (Figure 111-27). La Figure 111-31 montre les profils de rugosité des échantillons polis.
En présence d’organosilane, les profils deviennent plus lisses avec une modification de
rugosité et de la topographie de surface. Pour les pastilles greffées polies, on remarque la
présence des grains (protubérances) a leur surface et une amplitude maximale de 110 nm pour
HA-T et 55 nm pour SiHA-T inférieure a celle des échantillons HA-Réf et SiIHA-Ref. Ces
grains visibles sur les images AFM (Figure 111-30-e et f) sont de taille et de morphologies
différentes de ceux observes sur HA-Réf et SiIHA-Réf. Ils pourraient étre représentatifs de
petits amas d’organosilane. De plus, la distribution non cohérente de ces amas permettrait de

supposer que 1’organosilane T est réparti d’une fagon non homogene a la surface des pastilles.
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Figure 111-28 : Images topographiques en AFM de la surface des pastilles non polies : (a) HA non greffée, (b)
SiHA non greffée, (¢c) HA-Réf, (d) SIHA-Réf, () HA-T, (f) SIHA-T
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Figure 111-29 : Exemples de profils de rugosité pour les pastilles non polies
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02z 04 06 08 1 12 14 186

Figure 111-30 : Images topographiques en AFM de la surface des pastilles polies : (a) HA non greffée, (b) SIHA
non greffée, (c) HA-Réf, (d) SIHA-Réf, (e) HA-T, (f) SIHA-T
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Figure 111-31 : Exemples de profils de rugosité pour les pastilles polies
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111.3.2. Etude de I’énergie de surface (ys) par analyse de I’angle de

contact

L’adhérence de bactéries ou de macromolécules biologiques telles que les protéines a la
surface d’un biomatériau est principalement attribuée aux propriétés hydrophobes/hydrophiles
du substrat. De plus, la mouillabilité est un facteur critique dans I’immobilisation des cellules
biologiques [217, 218]. L’adhésion des protéines et des bactéries difféere en fonction de la
mouillabilité de la surface. Des études in vitro ont montré une réponse cellulaire favorable
avec les surfaces hydrophiles due a une meilleure adsorption des protéines [218].

Les paramétres de surface (chimie, texturation, rugosité) jouent un réle essentiel dans les
propriétés de mouillabilité. Rosenman et al. [219] ont développé une nouvelle méthode de
modification de la mouillabilité¢ de I’hydroxyapatite (HA) dans une large gamme d’angles de
contact (8 = 10 a 100°) par la modulation de la texturation de la surface. Les mesures d’angle
de contact obtenues ont montré que l’irradiation de la surface d’HA par un faisceau
d’électrons conduit a une variation du potentiel de surface entrainant une modification de la
mouillabilité de ce matériau avec 1’eau. La mouillabilité d’un support solide peut également
étre modifiée par traitement chimique de sa surface, par exemple en le fonctionnalisant par

des molécules ayant des propriétés chimiques différentes.

Les études de ’influence d’un groupement fonctionnel terminal d’une monocouche auto-
assemblée d’organosilanes sur la mouillabilit¢ de surface montrent que le caractere
hydrophobe de la surface peut étre contrélé avec précision. Les monocouches auto-
assemblées ayant des groupements fonctionnels terminaux polaires (acide carboxylique,
amine, hydroxyle,...) sont mouillées par 1’eau (hydrophile). Celles qui présentent des
groupements terminaux non polaires (méthyle) ne sont pas mouillées par 1’eau (hydrophobe)
[217]. Les organosilanes utilisés dans ce travail (T, D et M) présentent des groupements
terminaux polaires de type amine. La variation de la mouillabilité de surface apres greffage,
permet de confirmer la présence et 1’architecture (couche mince, orientation des fonctions

amines) des organosilanes a la surface du substrat. Dans cette optique, la détermination de

I’énergie de surface (r,) pour un substrat silanisé permet de veérifier la présence des

organosilanes a la surface du substrat.
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D’un point de vue fondamental, la description du phénoméne de mouillabilité repose
essentiellement sur la nature des interactions qui s’établissent entre un liquide et une surface
solide. Les phénomenes de surfaces trouvent leur origine dans les interactions moléculaires
prenant place aux interfaces. Les forces interfaciales proviennent des forces de Van der Waals
d’origine dispersive (Interactions de London: champ induit) ou polaire (Interactions de
Debye : effet inducteur, interactions de Keesom : dipole-dipdle) et dans les liaisons
hydrogene. De ce fait, I’énergie de surface peut exprimer comme la somme de deux termes,

I’un représentatif des contributions dispersives (y°) et I’autre des contributions polaires (") :

— .4 p
Ys=7 +v
Expression 111-4 : Calcul de I’énergie de surface (ys) a partir de la contribution dispersive (yd) etdela

contribution polaire (y°)

La Figure 111-32 montre une goutte de liquide posée sur une surface solide. L’équilibre des
forces au point A est donné par 1’équation simplifiée de Young (Expression 111-5) ou vys, ysi, i
représentent respectivement 1’énergie de surface du solide, 1’énergie interfaciale solide-liquide

et ’énergie de surface du liquide.

V= V4 =7, -CO8 0

Expression I11-5 : Equation simplifiée de Young

Figure 111-32 : Forces appliquées sur une goutte de liquide posée sur un support solide
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Lorsque ys> v, I’énergie de surface (ys) est plus grande que celle de I’interface (yg) et donc la
goutte va s’étaler a la surface. Si on reprend la formule de Young avec y; > 0, lorsque ys> vy
cela implique que cos 6 > 0 et I’angle 6 est comprise entre 0 et 90°. Dans le cas ou I’angle de
contact moyen d’un solvant a la surface d’un substrat est inférieur & 10°, la surface est
désignée tres mouillante. Si cet angle est inférieur a 90°C, la surface est considérée comme
mouillante. Dans le cas ou ys < ys, 1’énergie de surface (ys) est plus faible que celle de
I’interface (ys) et donc la goutte se contracte a la surface. L’angle 6 est compris entre 90 et
180° (cos 6 < 0) et la surface est dite non mouillante. Plusieurs modeles sont rencontrés dans
la littérature pour déterminer 1’énergic de surface d’un solide. La relation d’Owens-Wendt
(Expression 111-6) [220, 221] permet de déterminer 1’énergie de surface du solide y_ a partir
de mesure d’angle de contact effectuée avec des liquides connus de nature différente. Elle est

utilisée dans le cas de surface polaire présentant des énergies de surfaces élevees (quelques
dizaines de mN/m) [222].

/p

(L+cos@) xy [ N 71
- 7S+ ]/SX

2|7t NG

%=1+ ety = a0+

Expression I11-6: Relation générale d’Owens-Wendt. %”, %, % et »” sont les termes représentatifs des
contributions des interactions dispersives et polaires et 0 représente I’angle de contact moyen entre un
liquide (1) et une surface solide (s)

Les analyses d’angle de contact sont effectuées a I’aide de trois solvants dont les composantes
polaires et dispersives sont connues (Tableau I11-15). On procede par régression linéaire a

partir des données expérimentales afin de déterminer les composantes polaire (ys") et

. . . . . 1 6
dispersive (ys") de la phase solide, en tracant la variation de I’expression Gteos O

5

fonction de 1=t

1/7?

Cette équation peut s’écrire de la forme y = ax + b avec :

en
2 7/?
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_ (14cos 8)xy, . a= \/'Ysp

L = ° b:\/'YSd

Les solvants utilisés dans ces travaux (eau, diiodométhane et éthyléne glycol) ont des énergies
de surface et des polarités différentes, ils se comportent donc difféeremment a la surface d’un
substrat donné. Le Tableau I1I-15 regroupe leurs énergies de surface trouvées dans la

littérature [223] ainsi que leur polarité, masse molaire (g/mol) et densité (g/cm®).

Tableau I111-15 : Caractéristiques des solvants utilisés pour la détermination de I’énergie de surface

lai » Energie de Terme Terme
Solvants Mas(ze/r;n Ool)al re %32;&? surfacey, dispersify; polairey; Polarité
(mN/m) (mN/m) (mN/m)
Eau (H,0) 18 1,0 72,0 21,3 50,7 polaire
Diiodométhane ;
268 3,3 50,3 49,9 0,4 apolaire
~ (CHyly) P
Ethyléne glycol polarité
(CoHLO,) 62 11 48,4 29,3 19,1 moyenne

Les valeurs des angles de contact enregistrés pour les pastilles polies en HA et SiHA avec les
trois solvants sont récapitulées dans le Tableau I11-16. Chaque valeur d’angle de contact
représente la moyenne calculée sur 20 mesures effectuées a température ambiante et avec un
temps de stabilisation de la goutte de I’ordre de 20 secondes. L angle de contact moyen (6m)

est obtenu selon la relation suivante :

_bg+6d

0
m 2

Expression 111-7 : Calcul de I’angle de contact moyen (0,,) a partir de ’angle de contact gauche (0g) et
droit (04)

Le Tableau I11-17 regroupe les valeurs calculées pour chaque échantillon et chaque solvant
afin de tracer la relation d’Owens-Wendt. Les graphiques résultants sont présentés sur la
Figure 111-33. Les termes représentatifs des contributions des interactions dispersives et
polaires (1” et %) et I’énergie de surface des échantillons (%) calculée & partir des régressions

linaires sont récapitulés dans le Tableau I11-18.
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Tableau I111-16 : Angles de contact moyens (6m en °) obtenus a la surface des pastilles

Eau distillée Diiodométhane Ethyléne glycol
Echantillons om om om

HA 62+2 45+1 51+2
SiHA 52+2 40+1 43+2
HA-M 80+2 46 +1 54+1
HA-D 86+1 41+1 55+1
HA-T 88 +2 36+1 54 +2
SiHA-M 64 +2 58+1 51+2
SiHA-D 761 44 +1 4712
SiHA-T 69+1 38+1 50 %2

Tableau 111-17 : Récapitulatif des valeurs de I’équation d’Owens-Wendt calculées pour les substrats en
HA et en SiHA avant et aprés greffage

Solvants Diiodométhane Ethyléne glycol Eau
_ (1 + cosOm) x y, 75’ (1+cosfm) x y, },i’ (1 + cosOm) x y, 7;’
Echantillons 4 -— 4 -— 4 -—
2 |73 7? 2 |y 7? 2 |7; 7?
HA 0,19 0,23 0,36
SiHA 0,20 0,24 0,40
HA-M 0,19 0,22 0,29
HA-D 0,20 0.2 0,22 0.8 0,26 15
HA-T 0,21 0,22 0,26
SiHA-M 0,17 0,23 0,35
SiHA-D 0,20 0,24 0,30
SiIHA-T 0,20 0,23 0,33

Tableau 111-18 : Terme des interactions polaires (y,"), terme des interactions dispersives (y,* ) et énergie de
surface (ys) en mN/m des substrats en HA et en SiHA avant et apres greffage

Echantillons a= \/Z” y? b=y? 7e %=+ 5

HA 0,12 14 0,16 26 40
SiHA 0,15 23 0,16 26 48
HA-M 0,07 5 0,18 32 37
HA-D 0,05 3 0,19 36 39
HA-T 0,04 2 0,20 40 42
SiIHA-M 0,13 17 0,14 20 37
SiHA-D 0,08 6 0,18 32 39
SiIHA-T 0,09 8 0,18 32 41
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Figure 111-33 : Représentations graphiques de la relation d’Owens-Wendt pour les substrats en HA et en SiHA
avant et apres greffage et équations de régression linéaire associées
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Le Tableau I11-16 montre que I’angle de contact moyen (6m) obtenu a la surface des pastilles
d’HA avec ’eau distillée est de I’ordre de 62 * 2°, indiquant que la surface des pastilles d’HA
non greffées est hydrophile. Ce comportement est attribué aux liaisons hydrogéne établies
entre ’cau et les groupements hydroxyle (OH) existants a la surface des pastilles. Les forces
associées a l’interaction de I’eau avec la surface sont alors plus grandes que les forces de
cohésion de la goutte d’eau. Un angle de contact moyen (6m) plus faible est obtenu dans le
cas des pastilles en SiHA non greffées (0m = 52 + 2°). Une étude effectuée par Vandiver et al.
[224] sur des pastilles en SiHA et HA frittées a 1200°C/2 h montre que les valeurs de I’angle
de contact moyen obtenues avec 1’eau distillé sont respectivement 65 + 2° (52 + 2° dans notre
cas) et 75 £ 2° (62 * 2° dans notre cas). Botelho et al. [220] ont étudié I’évolution de 1’angle
de contact moyen (6m) des pastilles monophasées en HA et SiHA frittées a 1300°C/2 heures.
Les résultats obtenus avec 1’eau distillée ont montré que I’angle de contact moyen des
pastilles d’HA est de I’ordre de 71,8 £ 4,1° (62 + 2° dans notre cas). Pour SiHA, I’angle de
contact moyen est diminué a 64,9 +6,1° (52 +2° dans notre cas). Généralement, une
différence de 1’ordre de 10° est notée entre les valeurs obtenues dans la littérature [220, 224]
et notre étude. Cela peut étre attribué au traitement thermique des substrats qui différent entre
les études ainsi qu’au taux du silicium incorporé dans la structure apatite (Xsj = 0,28 et 0,53
mol [220], xsi = 0,18 mol [224]). Quoi qu’il en soit, il est important de noter que la diminution
de I’angle de contact moyen a la surface des pastilles de SiHA est remarquee dans tous les
cas. La présence du silicium dans la structure apatite permet d’en augmenter I’hydrophilie.

La diminution de I’angle de contact moyen en passant de ’HA au SiHA est due au fait que
I’atome de silicium est plus facilement polarisable que 1’atome de phosphore en raison d’un
numéro atomique plus petit pour un méme nombre des couches électroniques. Les poudres de
SiHA possédent un potentiel zéta (p£ = -30 mV £1,5) légérement inférieur a celui de ’'HA (pg
= -27 mV #1,7). Cette différence de potentiel zéta entre les deux substrats conduit a une
surface de SiHA plus chargée présentant une affinité pour 1’eau plus grande que celle de 'HA

et donc plus hydrophile.

Les angles de contact obtenus avec 1’éthyléne glycol sont : Ompya = 51 + 2° et Omgiya = 43
2° (Tableau I11-16). La surface de SiHA garde toujours une mouillabilité plus importante que
celle de I’HA.

Les angles de contact trouvés par Botelho et al. [220] en utilisant le diiodométhane (solvant
apolaire) sont respectivement 42,8 + 5,8° (45 £ 1° dans notre cas) et 44,1 + 3,3° (40 £ 1° dans

notre cas) pour HA et SiHA. Les valeurs de 1’angle de contact moyen obtenues avec le
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diiodométhane sont proches a celles trouvées par Botelho et al. [220]. Les variations de 6m
pour les pastilles d’HA et de SiHA remarquées dans le cas des analyses effectuées avec de
I’eau distillé sont moins nettes dans le cas du diiodométhane et de 1’éthyléne glycol. Cela peut

étre attribué a la nature du solvant et plus précisément a son énergie de surface. Généralement,
les liquides ayant une énergie de surface (, = 50,3 mN/m pour diiodométhane et 48,4 mN/m

pour éthyléne glycol) proches de 1’énergie de surface d’un substrat (% = 40 mN/m pour HA et
48 mN/m pour SiHA) se mouillent & la surface [225]. Dans la littérature, le calcul des
énergies de surface par la relation d’Owens-Wendt effectué par Botelho et al. [220] a conduit
a des valeurs (ys = 42,9 mN/m pour HA et 45,5 mN/m pour SiHA) qui sont trés proches de
celles trouvées dans notre étude (Tableau 111-18 : 40 mN/m (HA) et 48 mN/m (SiHA)). Cette
augmentation de la tension de surface est expliquée par la présence des liaisons Si-O
insaturées conduisant a la formation de liaisons Si-OH en présence d’un milieu aqueux [220].
Pour les pastilles de SiHA, les interactions polaires (¥’ = 23 mN/m) sont plus importantes
que celles en HA (y& = 14 mN/m) et les interactions dispersives sont identiques (y & = 26
mN/m). La présence du silicium dans la structure apatite améliore uniquement le caractere
polaire du substrat. De ce fait, les angles de contact déterminés avec un solvant apolaire
(diiodomeéthane) présentent un écart de 5° (6m = 45 £ 1° pour HA et 40 + 1° pour SiHA).
Avec des solvants relativement polaires (eau et éthylene glycol), ces écarts sont de 10°
(Tableau 111-16).

Apreés greffage et dans le cas de ’eau, Om augmente et est égale a 88 + 2° pour HA-T, 86+ 1°
pour HA-D et 80 £ 2° pour HA-M. 1l en est de méme pour les pastilles en SiHA greffées, pour
lesquelles 1’angle de contact moyen (6m) vaut 69 = 1° pour SiHA-T, 76 + 1° pour SiHA-D et
64 + 2° pour SiHA-M (Tableau I11-16). Cette évolution apres le greffage des organosilanes
témoigne d’une augmentation de 1’hydrophobicité de la surface. Elle est due aux chaines
carbonées des organosilanes présentes a la surface des substrats [217, 226, 227]. D’apres la
littérature [228], les facteurs qui contribuent a générer une surface hydrophobe sont : la nature
des chaines non impliquées dans le greffage, la polymérisation du dép6t d’organosilane, le
degré de couverture de la surface et la distribution et 1’orientation de 1’organosilane a la
surface. Les chaines hydrocarbonées aliphatiques non polaires sont des entités qui permettent
a ’organosilane d’induire une surface hydrophobe [228]. De méme, lorsque 1’organosilane
forme une monocouche a la surface, il favorise I’hydrophobicité de la surface plus que des

molécules d’organosilanes linéaires et perpendiculaires a la surface.
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Fadeev et McCarthy [229] ont étudié les variations de ’angle de contact a la surface de la
silice. Ils ont conclu que I’angle de contact de ’eau est indépendant de la longueur de la
chaine carbonée de 1’organosilane. L hydrophobicité dépend principalement de la population
des groupements hydroxyl (caractere hydrophile) a la surface. Si tous les groupements
hydroxyl sont recouverts par les organosilanes (monocouche), une surface hydrophobe est
obtenue. Les mesures sur la surface modifiée par les organosilanes montrent une vraie
modification des propriétés intrinseques de surface de substrat. De plus la polarité des
groupements peut intervenir dans la détermination de 1’hydrophobicité de la surface. Une
équipe en Australie menée par Watts [230, 231] a étudié ’orientation et I’adsorption de la
molécule d’APTES a la surface de ZnO. IIs ont montré que 1’orientation et I’adsorption de la
molécule d’APTES dépendent du point isoélectrique du substrat et du pH du milieu
réactionnel. Dans toute la gamme de pH, la molécule de silane s’oriente suivant toutes les
configurations possibles. La formation des multicouches autoassemblées a la surface des
substrats engendre des surfaces superhydrophobes avec des angles de contact supérieures a
160°. Mais ce n’est pas le cas dans notre étude, les angles de contact obtenues sont inférieures
a 160°C montrant I’absence de la formation des multicouches a la surface des substrats en HA

et en SiHA.

Aprés greffage des organosilanes T, D et M, les angles de contact obtenus avec le
diiodométhane (Tableau I11-16) sont presque du méme ordre pour HA-D et HA-M (6m =41 £
1° et 46 + 1°) que celui de ’'HA (6m = 45 £ 1°). Pour HA-T, la diminution de I’angle de
contact est a noter (Bm = 36 + 1°). Pour les pastilles de SiHA, les angles de contact pour
SiHA-T et SIHA-D (6m = 38 + 1° et 44 + 1°) sont de méme ordre que celui de SiHA (bm =
40 * 1°). Pour SiHA-M, I’angle de contact enregistré est plus important (6m = 58 + 1°). Avec
I’éthylene glycol (Tableau I11-16), les angles de contact pour les pastilles de HA greffées sont
du méme ordre que celui de ’HA. Pour les pastilles de SiHA, les angles de contact sont plus
importants pour SiIHA-T (6m = 50 + 2°) et SIHA-M (6m = 51 + 2°) par rapport a SiHA (6m =
43 + 2°). Pour SiHA-D, I’angle de contact obtenu (6m = 47 % 2°) est proche de celui de SiHA.
Pour les pastilles d’HA greffées, les angles de contact, en prenant comme référence la pastille
non greffée, diminuent de 5 a 10° avec le diiodométhane et restent stables avec 1’éthyléne
glycol. En présence de silicium, I’angle augmente de 18° pour SIHA-M avec le diodométhane
alors que pour SiIHA-D et SIHA-T les angles sont presque constants. Avec I’éthyléne glycol,
les variations de 1’ordre de 5 a 10° sont enregistrées pour les pastilles de SIHA. Ces variations

des angles de contact peuvent étre attribuees a la présence de silicium dans la structure apatite
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(variation de I’hydrophilie de surface), a la tension superficielle du solvant de greffage vers le

substrat et ainsi que a I’architecture des organosilanes a la surface des pastilles.

Aprés greffage, les pastilles d’HA-T, HA-D et HA-M possedent des énergies de surface
égales a 42 ; 39 et 37 mN/m respectivement (Tableau 111-18). Ces valeurs sont proches de la
pastille d’HA non greffée (40 mN/m). Il semble que la présence des organosilanes a la surface
des pastilles d’HA influe faiblement sur 1’énergie de surface. Les énergies de surface
diminuent avec la fonctionnalité des organosilanes et donc avec la quantité greffée. D’autre
part, la contribution polaire (y?) diminue aprés le greffage des organosilanes. Elle est de 14
mN/m pour HA a 2, 3 et 5 mN/m pour HA-T, HA-D et HA-M respectivement. Parallelement,
la contribution dispersive (y &) augmente aprés le greffage de 26 mN/m (HA) a 40, 36 et 32
mN/m pour HA-T, HA-D et HA-M respectivement (Tableau 111-18). Pour les pastilles de
SiHA greffées, les variations sont plus remarquables que celles des pastilles d’HA greftées.
Ces énergies sont de 1’ordre de 41 ; 39 et 37 mN/m respectivement pour SiHA-T, SiHA-D et
SiIHA-M. La présence des molécules d’organosilanes a la surface de SiHA diminue les
énergies de surface par rapport au substrat seul (48 mN/m). De méme que pour HA, les
énergies de surface diminuent avec la fonctionnalité des organosilanes (Tableau 111-18). La
contribution polaire (y[) diminue aprés le greffage des organosilanes passant de 23 mN/m
pour SiHA a 8, 6 et 17 mN/m pour SiHA-T, SiHA-D et SiIHA-M et la contribution dispersive
(y &) augmente aprés le greffage de 26 mN/m pour SiHA & 32 mN/m pour SiHA-T et SiHA-
D, mais diminue pour SiHA-M (20 mN/m). La présence des organosilanes a la surface des
pastilles d’HA et de SiHA conduit & des surfaces moins polaires, présentant des contributions

dispersives plus importantes et donc plus hydrophobes.

La différence des énergies de surface entre les deux substrats pourrait étre attribuée au
comportement des molécules d’organosilanes a la surface des substrats, leur mode de liaison
avec la surface et a la présence du silicium dans la structure. De plus, il est possible que les
deux substrats HA et SiHA se comportent difféeremment dans le solvant utilisé pour la
réaction de greffage (Toluéne). Le toluene présente une énergie de surface (= 28,5 mN/m a
20°C) inférieure a I’énergie de surface des substrats. La surface de SiHA est plus chargée que
celle de HA et donc elle est plus mouillante. Cela permet d’améliorer 1’affinité de SiHA pour
le toluéne et influer sur la quantité des organosilanes greffés a la surface par rapport a HA en

modifiant I’énergie de surface.
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En conclusion, les angles de contact obtenus apres le greffage des organosilanes a la surface
des substrats ne sont pas superhydrophobes (6, = 160°). A partir de ces résultats, il est
possible de supposer 1’absence d’un film mince d’organosilane recouvrant toute la surface de

la pastille. Les organosilanes peuvent étre répartis d’une fagon non homogeéne a la surface.
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111.4. Conclusion

Le protocole expérimental de greffage mis en place dans le laboratoire est basé sur une
réaction de silanisation en milieu complétement anhydre. Ce protocole permet, d’une part, de
favoriser les réactions d’hétérocondensation entre les groupements hydrolysables de
I’organosilane et les sites OH de greffage et, d’autre part, de minimiser les réactions
d’homocondensation afin de limiter la probabilité de formation d’une couche. Le calcul du
taux de recouvrement (tr en %) a montré que les organosilanes sont en large exces en

solution. Cela permet d’améliorer la probabilité de greffage des sites de surface.

Le greffage des organosilanes a la surface des poudres en HA et SiHA n’influe pas sur la
morphologie de celles-ci. La surface spécifique (SSA) reste quasiment constante aprées le
greffage des organosilanes. Cela peut étre attribué a une faible quantité d’organosilanes
greffée a la surface. Les poudres greffées présentent des agglomérats dont la taille se situe

autour de quelques micrométres, ces derniers etant constitués de grains nanométriques.

Les analyses FTIR effectuées sur les poudres d’HA et de SiHA greffées confirment la
présence des organosilanes, les molécules T, D et M sont détectées sur les deux substrats. Le
greffage covalent est confirmé par la présence des éléments chimiques caractéristiques des
organosilanes en spectroscopie de photoélectrons X (XPS) aprés 12 minutes de décapage
ionique intense a la surface d’une pastille HA-T. La détection de I’atome de phosphore apres
greffage, ainsi que les sites OH libres a la surface d’HA et de SiHA montre que les
organosilanes ne recouvrent pas tous les sites de greffage disponibles a la surface de deux
substrats. L’élément azote posséde deux contributions, la premiere a 399,5+0,1eV
correspondant a une fonction NH, et la deuxiéme a 401,4+0,2eV attribuée a un
environnement chimique de type NHs". La deuxiéme contribution peut étre due a la présence
d’organosilanes adsorbés a la surface des échantillons greffés ou au repliement de la molécule
d’organosilanes aprés greffage. Cette analyse a montré que l’organosilane greffé garde
toujours de groupements amines libres (NH;) qui vont servir pour des réactions de greffage

ultérieures.

Les analyses TG/SM ont montré que les températures de dégradation des chaines organiques
des organosilanes sont augmentées aprés greffage vérifiant le greffage covalent de ces
molécules organiques a la surface des substrats. La densité surfacique des organosilanes a la

surface des substrats (HA ou SiHA) dépend fortement de la fonctionnalité de 1’organosilane.
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L’incorporation du silicium dans la structure apatitique et donc la création des sites de
greffage de type Si-OH influe sur la densité surfacique et le mode de greffage des
organosilanes. Les sites Si-OH présentent plus d’affinité que les sites P-OH vers les
groupements hydrolysables des organosilanes ce qui permet de favoriser les nombres de
groupements hydrolysables impliqués dans la réaction de greffage. Il en résulte une
diminution de la quantité de greffage a la surface. Quelle que soit la fonctionnalité de
I’organosilane, la densité surfacique est toujours plus importante a la surface d’HA que celle

de SiHA.

Les analyses AFM ont montré une variation de la rugosité surfacique (Sa) apres greffage pour
les pastilles non polies et polies. Les images AFM des pastilles greffées montrent la présence
des zones claires (amplitude totale) correspondent a des protubérances présentes a la surface
de la pastille. La topographie de surface montre des variations remarquables dans 1’échelle de
hauteur. L’analyse de I’angle de contact a bien confirmé la présence des organosilanes a la
surface des substrats. Apres greffage, I’hydrophilie de la surface diminue en raison de la
présence des chaines carbonées des organosilanes. Les contributions polaires sont diminuées
apres greffage alors que les dispersives sont augmentées vérifiant une hydrophobicité plus
importante. La présence du silicium dans la structure apatite ainsi que le greffage des
organosilanes influe faiblement I’énergie de surface. L’augmentation de I’hydrophobicité
apres le greffage des organosilanes peut étre attribuée a la présence des zones non homogeéne
d’organosilanes a la surface des substrats ou les pluparts de sites hydrophiles OH de la surface

sont masqueés par les organosilanes.
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Conclusion genérale

Le but général de ce projet était d’étudier ’influence de la fonctionnalité des organosilanes
ainsi que ’incorporation du silicium dans la structure apatite sur la nature, la quantité et le
mode de greffage des organosilanes a la surface des substrats en hydroxyapatite. Trois
aminosilanes (T, D et M) ayant des fonctionnalités différentes ont été greffés a la surface de
substrats en HA et en SiHA dans des conditions anhydres. Ceci dans le but d’immobiliser des
molécules biologiquement actifs (protéines, peptides, facteurs de croissance,...) afin
d’accéder a une nouvelle génération des biocéramiques dites ostéoinductrices ayant la

capacité d’initier le phénomene de reconstruction osseuse sans contact direct avec 1’0s.

Dans ce cadre des poudres d’hydroxyapatite de formule Ca;o(PO4)s(OH), et d’hydroxyapatite
silicatées de formule Cayo(PO4)s55(Si0O4)045(0OH)155 ont été synthétisées par la méthode de
précipitation en voie aqueuse. Des céramiques denses ont ensuite été élaborées par frittage.
Les techniques de caractérisation utilisées (DRX, FT-IR, analyse BET, MEB, pycnométrie a
Helium) ont montré que les substrats sont purs et monophasés et présentent des propriétés de

surface similaires (potentiel z&ta, topographie).

Dans un deuxieme temps, des organosilanes (T, D et M) ayant respectivement 3, 2 et 1
groupements hydrolysables ont été caractérises. L’étude thermogravimétrique couplée a la
spectrométrie de masse a mis en évidence la faible stabilité thermique des organosilanes
libres, les molécules sont volatilisées a 150°C (T), 130°C (D) et 120°C (M) dans les
conditions d'analyses employées. Le greffage des organosilanes a la surface des substrats a été
réalisé selon un protocole expérimental basé sur une réaction de silanisation en milieu

complétement anhydre.

La présence des organosilanes a la surface ainsi que 1’absence de la formation d’une couche
quelle que soit la fonctionnalité de 1’organosilane a pu étre montre. Les analyses par XPS et
TG/SM ont permis de conclure qu’une liaison covalente forte existe entre les organosilanes et
les substrats. L’architecture générale des organosilanes a la surface est fonction de la nature

du substrat et de la fonctionnalité de 1’organosilane. L’incorporation du silicium dans la
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structure apatitique, et donc I’existence de sites de greffage de type Si-OH, influe sur la
densite surfacique et le mode de greffage des organosilanes. La présence du silicium favorise
le nombre de chaines éthoxyles impliquées dans le greffage. L’organosilane M se greffe par
une chaine éthoxyle sur les deux substrats. A la surface de SiHA, le greffage est favorisé par
deux chaines éthoxyles pour ’organosilane D et deux ou trois chaines éthoxyles pour

I’organosilane T.

La densité surfacique en organosilanes a la surface des substrats (HA ou SiHA) dépend
fortement de la fonctionnalité de celui-ci. Les sites Si-OH présentent plus d’affinité que les
sites P-OH pour les groupements hydrolysables des organosilanes ce qui permet de favoriser
le nombre de groupements hydrolysables impliqués dans la réaction de greffage. 1l en résulte
une diminution de la quantit¢ de molécules greffées. Les analyses XPS ainsi que la
quantification par spectrophotométrie UV ont montré la présence des groupements amines

non protonés capables d’étre utilisé pour des réactions de greffage ultérieures.

Enfin, les analyses AFM et angle de contact ont montré une répartition non homogéne des
organosilanes a la surface des substrats. En présence d’organosilane, les profils deviennent
plus lisses avec une modification de la rugosité et de la topographie de surface. La distribution
non cohérente des amas a la surface des pastilles greffées permettrait de supposer que
I’organosilane T est réparti d’une fagon non homogéne. Le greffage des organosilanes ne
modifient pas notablement 1’énergie de surface de I’apatite. L’hydroxyapatite silicatée
présente une surface plus hydrophile que celle de I’HA caractérisée par un angle de contact
moyen plus faible. Apres greffage, les angles de contact sont augmentés montrant des
surfaces plus hydrophobes. Les angles de contacts obtenus ne montrent pas des surfaces

superhydrophobes vérifiant donc 1’absence d’une couche mince a la surface des substrats.

En termes de perspectives, durant ce projet on a réussi a greffer des organosilanes
multifonctionnels d’une facon covalente et avec une faible densité de greffage a la surface de
substrats en HA et en SiHA. Les substrats silanisés par les organosilanes seront
fonctionnalisés par des molécules biologiques (protéines, peptides, facteurs de croissance,...)
immobilisées sur les organosilanes par I’intermédiaire de leur terminaison amine afin

d’étudier leur effet ostéoinducteur par des essais in vivo et in vitro.
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Annexes

Annexe 1. Calcium nitrate tetrahydrate

SIGMA-ALDRICH S————

3050 Spruce Street, Saind Louls, MO 63103, USA
Wihaite: www.sigmaaldrich.com

Emall U5 techssrvisial com

Outeide USA: eurtechserv@slal com

Product Specification
Product Mame:
Calocium nitratz tewahydratz - =99, 04

CAS Number: ::;:?:-344 Ca(NOy); + 4H:O

MDL: MFCDOD148604
Formula: CaM206 - 4H2O
Formula Weight: 238.15 g/mol

TEST Specification

Appearance (Color) White

Appearance (Form) Powder or Crystas
Solubiity (Turbidity) Ciaar

At 20g plus 100mi of Water
Solublity [Coior) Coloress

Complexiometric EDTA = 99.0 %
Recommended Retest Perod
3 Years

Specification: PRD.0.Z2G5.100000238031

SigMma-Alanch wamants, that at the time of the quallly relsse or subsequent retest date this product conformed to the Information contaned in
this publication. The cument Specification shest may be avallable at Sigma-Alich.com.  For furiner Inguines, pledse contact Techical Sarvice.
Purchaser must determine the sultability of the product for Its paricular use  Ses reverse skie of Involee or packing slip Tor additional terms
and conditions of sale
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Annexes

Annexe 2. di-Ammonium hydrogen orthophosphate

Specification Sheet

Product: di-Ammonium hydrogen

orthophosphate
Application:

Test

Assay

Calcium (Ca)
Capper (Cu)

Iron (Fg)

Lead (Pb)
Magnesium (Mg)
Nitrate (NO3) (%)
Potassium (K)
Sodium (Na)
Total chloride (CI)
Total silicon (Si)
Total sulfur (S)
Zinc (Zn)

pH (5% ag solution)

Mrs K 8 Cluskey BSc
Quality & Compliance Manager

Code: A/5360/60

Guaranteed
298

<5

<5

<5

s§

<5

<0.001

<10

<10

< 0.0005
<50

<80

<E
278and=82

Additional Information:

ThermoFisher

> CHENTIPETIC

The world leader in serving SCence
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Grade: AR

Expiry Phrase:

Units

ppm
ppm

Wadnesday 30th of April 2014 01:44:54 PM
Any queries please phona: +44(0)1500 555158



Annexes

Annexe 3. Silicon tetraacetate

Specification Sheet

~ALCFICH"

Product Name Silicon tetraacetate,

98%
Product Number 345156
Product Brand ALDRICH
CAS Number 562-90-3
Molecular Weight 264.26
Storage Temp -20°C

TEST SPECIFICATION

Appearance (Color) Conforms to Requirements
‘White to Beiga

Appearance (Form) Conforms to Requirements
Crystals or Crystalline Powder

Infrared spectrum
Purity (GC)

Conforms to Structure
29753%
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Annexes

Annexe 4. Ammonia solution

Fisher Chemical

Specification Sheet

Test

Assay

Calcium (Ca)

Carbonate (CO3)

Colour

Copper (Cu)

Iron (Fa)

Lead (Pb}

Magnesium (Mg)

Potassium (K)

Pyridine & homclogues (CSHSN)
SG at 20C

Sodum (Na)

Substances reducing KiMnO4
Total chioride {C!)

Total phosphorus (P)

Total silicon {Si)

Total sulfur (S)

Zinc {Zn)

Mis K S Cluskey BSc
Quality & Compliance Manager.

Product: Ammonia solution 0.88 SG Code: A/3280/21 Grade: AR
Application: For analysis

Expiry Phrase: Use within 5yrs of opening

Guaranteed
x 32 and = 36
<1

£0.002

<10

£005

<02

<005

01

<1

<2
2088and=0389
£5

£0.001

< 0.00005
<05

<1

=1

£02

c
2
@

FERIETTY 3EIIR§REVE”

Additional Information:

Sunday 25th of May 2014 10.38.09 AM
Any quenes please phone: +44(0)1509 555158

ThermoFisher

SCIENTIFIC

The world leeder in serving SCence
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Annexes

Annexe 5. (3-Aminopropyl)triethoxysilane

SIGMA-ALDRICH sgranait.com

3050 Spruce Sireet, Saint Lowls, MO 63103, USA

Product Specification
Product Mame:
P33 - Arminop rogey or eth e silaree - 995

Product Number: 440140 -
CAS Number: 919-30-2 M e
MDL: MFCDODODS207 et
Formula: COH2INO3S5I
Formula Weighit: 221.37 g/maol
TEST Specification
Appearanca (Color) Coloriess
Appearance (Form) Liguid
Infrared Spectrum Conforme to Struciure
Color Test = 25 APHA
Purity (GC) = DBE %
Edpiration Date Perdad

2 Years

Specilication: PRD.1.ZQ5.10000027944

Sigma-Alonch wanmants, that at the time of the quallly relesse or subsequent retest date this product conformed to the Information contained In
tnis publication. The current Spectication sheet may be avallable ai Sigma-Aldrich.com.  For furiher Inquines, please contact Technical Service.
Purchaser must detemmine the sultability of the product for Its paricular use  See Tevarse side of Involee or packing slip Tor additional terms
and conditions of sale.

1af1
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Annexes

Annexe 6. 3-Ethoxydimethylsilylpropylamine

SIGMA-ALDRICH sigmalichcom

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www. sigmaaldrich. com

Email USA: techserv sial.com

Ouiside USA: euwrtechservid sial.com

Product Specification

Product Name:

A-Ethoxydimethyisipropyamine - 97%

Product Number: 588857 CHs

CAS Number: 18306-79-1 e i NH,
MDL: MFCDOD053947 H;C O-g.—f‘"‘v
Formula: CTH19NOSI GHg

Formula Weight: 161.32 g/mol

TEST Specification

Appearance (Color) Coloress

Appearance (Form) Liquid

Infrared spectrum Conforms to Structure

Proton MMA spectrum Conforms to Structure

Purity (GG) > 065 %

Specification: PROJ0_ZG5 10000014681

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the guality release or subsequent retest date this product conformed to the information contained in
this publication. The cument Specification sheet may be availlable at Sigma-Aldrich.com.  For further inguiries, please contact Technical Service.
Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice or packing slip for additional terms
and conditions of sale.

1of 1
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Annexes

Annexe 7. 3-Aminopropyl(diethoxy)methylsilane

Pas de fiche de spécification: les données sont disponibles sur le site

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/371890?lang=fr&reqgion=FR

Informations Securite

Symbol
@ GHS05

Signal word Danger
Hazard statements H314
Precautionary statements P280-P305 + P351 + P338-P310
Personal Protective Equipment Faceshields, full-face respirator (US), Gloves, Goggles, multi-purpose
combination respirator cartridge (US), type ABEK (EN14337) respirator
filter
Hazard Codes (Europe) C
Rizk Statements (Europe) 4
Safety Statements (Europe) 26-36/37/39-45
RIDADR UN 3267 2/ PGl
WGK Germany 3
RTECS Ul700000
Flash Point(F) 185 °F
Flash Point(C) 85°C
roprietes
Propriet
Related Categories Materials Science, Micra/NanoElectronics, Self

Assembly & Contact Printing, Self-Assembly

Materials, Silanes Plus...

assay 9%

form liquid

refractive index n2000 1.426(lit.)

bp 85-88 “C/8 mmHag(lit.)
density 0.916 g/mL at 25 “C(lit.}
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Annexes

Annexe 8. Liste des abréviations

AFM : Microscope a force atomique

AHTMS : (17-Aminoheptadecyl)triméthoxylesilane
AISI 316 : Acier inoxydable au chrome-nickel-molybdéne
APDMES : 3-(éthoxylediméthylesilyl)propylamine
APMDES : 3-aminopropyl(diéthoxyle)méthylesilane
APTES : 3-Aminopropyltriéthoxylesilane

APTMS : 3-aminopropyltriméthoxylesilane

BCP : Phosphate de calcium biphasé

BMP : Protéine morphogénétique osseuse

BMSCs : cellules stromales de la moelle osseuse humaine
BP : Bisphosphonates

BSA : Albumine de sérum bovin

BSP : Sialoprotéine osseuse

CaP : Phosphate de calcium

CO : Collagéne

Co-Cr-Mo : Alliages a base de cobalt-chrome-molybdéne
DCM : Dichlorométhane

DRX : Diffraction des rayons X

DSS : Ester bis-N-hydroxysuccinimide

FGF : facteurs de croissance des fibroblastes basique
FN : Fibronectine

FTCA : Fluorescein thioureidoamino caproic acid
FT-IR : Spectrométrie infrarouge

HA : Hydroxyapatite

HBMSC : Cellules ostéoprogeénitrices humaine

IL8 : Interleukin 8

KRSR : Lysine-Arginine-Sérine-Arginine

KSRR : Lysine-Sérine-Arginine-Arginine

KUSAV/AL : Cellules ostéoblastiques murines
MC3T3 : Cellues ostéoblastiques de souris

MEB : Microscope électronique a balayage

MEM : Minimum Essential Medium

mHA : Hydroxyapatite microporeuse

mMPEG : poly(éthyléneglycol) monométhyleéther

NCP : Protéines non collagéniques

OB : Ostéoblaste

OC : Ostéoclaste

OTMS : n-Octadecyltriméthoxylesilane
OTS : Octadecyltrichlorosilane

P(BLG-NCA) : (g-benzyl-L-glutamate-N-carboxyanhydride)

PBS : Phosphate buffered saline

PDGF : Facteur de croissance dérivé des plaquettes
PDMS : polydiméthysiloxane

PE : Polyéthyléne

PEEK : Polyétheréthercétone

PET : Polyéthyléne glycol

PGA : Acide polyglycolique

pHA : Hydroxyapatite non microporeuse
PMMA : Polyméthacrylate de méthylee
PNIPAM : poly(N-isopropylacrylamide)

PTS : n-Propyltrichlorosilane

RGD : Arginine — Glycine — Acide Aspartique
Sa0s-2 : Sarcoma osteogenic

SiHA : Hydroxyapatite silicatée

SM : Spectrométrie de masse

SSA : Surface spécifique

TCP : Phosphate tri-calcique

TCTS : n-Triacontyltrichlorosilane

TEOS : orthosilicate de tétraéthyle

TG : Thermogravimétrie

TGF-B : Facteur de croissance transformant béta
THF : Tétrahydrofurane

Ti6AI4V : Alliages a base de titane

TNF-a : Facteur de nécrose tumorale alpha
VEGF : Facteur de croissance de I’endothélium vasculaire

XPS : Spectroscopie de photoélectrons X
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Résumé

L’hydroxyapatite phosphocalcique (HA) est largement utilisée en tant que substitut osseux. Sa
composition chimique est proche de celle du minéral osseux ce qui en fait une céramique
ostéoconductrice. Les hydroxyapatites silicatées (SiHA) sont actuellement étudiées. La présence de
silicium au sein de la structure apatite pourrait accroitre la bioactivité des implants. Cependant, ces
substituts ne sont pas ostéoinducteurs. 1ls n‘ont pas la capacité d'induire la formation de tissus osseux,
ce qui limite leur utilisation en chirurgie réparatrice. L'une des stratégies envisagées afin de les rendre
ostéoinducteurs est de fonctionnaliser leur surface par des molécules biologiquement actives via des
organosilanes. L’objectif de ce travail est d'étudier I’influence de I’incorporation du silicium dans
I’hydroxyapatite et de la fonctionnalité des amino-éthoxy-silanes (1, 2 ou 3 groupements
hydrolysables) sur le mode de greffage et la quantité de molécules a la surface des substrats. Les
ceramiques HA et SiHA silanisées ont été élaborés et caractérisées par spectroscopie de photoélectrons
X et par analyse thermogravimétrique couplée a la spectrométrie de la masse. Les résultats ont
confirmé un greffage covalent quelles que soient la nature du substrat et la fonctionnalité de
I'organosilane. La quantité greffée augmente avec la fonctionnalité de 1’organosilane. La présence de
silicium au sein du substrat favorise le nombre de chaines éthoxyles impliquées dans la réaction
d’hétérocondensation et diminue la quantité d’organosilanes greffée. Les organosilanes sont répartis
d’une fagon non homogéne sur la surface mais sans formation d’une couche recouvrant celle-ci en
totalité.

Mots clés : Hydroxyapatite silicatée, greffage covalent, silanisation, fonctionnalité

Abstract

Calcium phosphate hydroxyapatite (HA) is widely used as bone substitute. Its chemical composition is
close to the mineral part of bone which induces osteoconductive properties. Silicated hydroxyapatites
(SiHA) are being studied. The incorporation of silicon in the hydroxyapatite structure would increase
the bioactivity of the implant. However, these substitutes are not osteoinductive. They do not have the
ability to induce bone formation which limits their use in reconstructive surgery. In order to obtain
osteoinductive ceramics, it is possible to functionalize their surface by biologically active molecules
via organosilanes. The present work studies the influence of silicon incorporation in the
hydroxyapatite structure and the functionality of amino-ethoxy-silanes(1, 2 or 3 hydrolysable groups)
on the grafting mode and on the quantity of molecules at the substrates surface. HA and SiHAsilanised
ceramics have been produced and characterized by means of X-ray photoelectron spectroscopy and
thermogravimetric analysis coupled with mass spectrometry. The results confirmed the covalent
grafting whatever the nature of the substrate and the functionality of the organosilane might be. The
grafted amount increases with the functionality of organosilane. The presence of silicon within the
substrate promotes the number of ethoxyl chains involved in the heterocondensation reaction and
decreases the grafted amount of organosilanes. The organosilanes are not homogeneously distributed
on the surface but without formation of a layer covering the entire surface.

Keywords:Silicated hydroxyapatite, covalent grafting, silanisation, functionality



