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Avant Propos

Avant Propos

Un des enjeux majeurs de notre société est I'ara@bo de la qualité de la vie. Celle - ci
passe par l'utilisation étendue de dispositifs wadi de plus en plus sophistiqués, destinés a
pallier un organe ou des tissus déficients dacadiee d'une pathologie, d'un traumatisme, ou d'un
vieillissement des tissus.

Les matériaux a vocation médicale, utilisés pougtdisation d'implants ou de dispositifs
médicaux, représentent alors un challenge pouwgriiav accroitre la qualité de vie des personnes
souffrant de maladie et faire face au vieillissetnde la population mondiale. Le meilleur
exemple est aujourd'hui le développement des metherthopédiques, dont l'usage, mais aussi la
durée de vie se sont nettement accrus ces derrdaréses. On estime a plus de 20 milliards
d'euros le marché des biomatériaux en 2001, avecéualuation de I'ordre de 90 milliards en
2005. Pour exemples: le marché de la substitutiseuse est en augmentation de 40% par an ; le
nombre de poses de prothéses orthopédiques erefFdmacjue année est de I'ordre de 200.000.

Le cahier des charges des matériaux a vocationdumale est des plus stricts et doit
considérer les aspects de (bio) - fonctionnalit@ismaussi et surtout les aspects de bio-
compatibilité. Historiquement, la bio- compatil@lia d'abord été appréhendée de maniere passive,
avec le développement de matériaux les plus inpdssibles vis a vis des tissus. Aujourd'hui, une
interaction positive est clairement visée, danbued'une intégration plus rapide et durable des
implants et une guérison des tissus. On cherches @les matériaux dits 'bio - actifs’, qui
présentent une affinité avec les tissus environefotl qui permettent un relargage contrélé de
principes actifs. Dans ce cadre, I'orthopédie meprte un exemple de I'évolution des concepts: on
a historiquement d'abord essayé de remplacer ¢élsgses métal - polyéthyléne par des matériaux
engendrant a la fois moins de débris et des détwiss nocifs dans I'organisme. Les ingénieurs et
les chirurgiens se sont alors naturellement tourreds des matériaux céramiques dits 'bio -
inertes’, comme l'alumine pour des applicationsl’on veut minimiser les interactions avec
'organisme (implant orthopédique). Depuis une témge d'année, de nouvelles céramiques
comme I'hydroxyapatite ont vu le jour, notammentjealité de revétements, pour autoriser une
repousse osseuse a linterface implant - tissudadiser une fixation 'biologique’ des implants a
l'os. Ces mémes céramiques, sous une forme deiaxtgroreux ont vu un développement de
leurs applications en qualité de substituts osssuthétiques. Ces revétements et substituts en
hydroxyapatite peuvent alors étre chargés en esciactifs (aujourd’hui, cliniguement,
essentiellement des antibiotiques).

Cependant, l'utilisation des céramiques bioacteesblocs poreux n'est pas encore un
succes clinique total. Leur inconvénient majeureeseffet de présenter des propriétés mécaniques
bien en deca de celles présentées par les substitwigine naturelle (corail par exemple). Leurs
faibles propriétés mécaniques sont un frein magdeur développement. De plus, ces céramiques
sont ostéoconductrices (elles permettent a l'osefdeusser a travers les interconnections entre
pores) mais pas ostéoinductrices (elles n'induipastla repousse osseuse en dehors d'un site
0SSeux).

Ces ceramiques dites 'de premiére générationcepeindant I'objet de nombreuses études,
car elles sont aujourd'hui considérées, malgrésldafauts, comme indispensables dans certaines
applications cliniques (notamment lors de repriggrothéses de hanche). Des études portent par
ailleurs sur la possibilité de les mélanger a umesp polymere (collagéne par exemple) pour les
rendre plus proches de l'os naturel. Cependapbhdae hydroxyapatite de cet os 'hybride' est trés
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(trop) stable et ne sera pas le siege des proceatuiels du remodelage osseux (résorption de la
matrice osseuse par les ostéoclastes, puis regotstr par les ostéoblastes). Une alternative
prometteuse est alors la réalisation de bio- vgroesux, plus facilement résorbables en surface,
et qui permettent alors les processus de dissaluti®@ Calcium et Phosphore, puis de re-
précipitation en surface d'hydroxyapatite de caratiques plus proche de la partie minérale de
l'os. lls sont donc considérés comme plus bioacfife I'hydroxyapatite, dans le sens ou ils
favorisent des processus de repousse osseuse.uBeopl peut considérer que la porosité est
évolutive. Les bioverres, semblent étre plus adtif¥ivo et posséder de meilleures propriétés
mécaniques que I'hydroxyapatite synthétique. Cesesebioactifs sont déja utilisés dans le
domaine dentaire sous forme de granulés et dévetopour les revétements de prothéses
métalliques. Ils ne sont cependant pas encorsadikn orthopédie pour la réalisation de substituts
poreux, a cause de verrous technologiques liégrddbrication. Dans un futur développement de
ces matériaux, nous ne pouvons oublier une despgaiges majeures de la meédecine
régénératrice qui a trait a l'ingénierie tissulairengénierie tissulaire de la peau est aujourdimu
succes, celle du cartilage commence a donner dedtats prometteurs. L'ingénierie tissulaire
osseuse est moins avancée. Elle est en outre densande supports (‘scaffolds’, ou squelettes) de
cultures de cellules ostéo-progénitrices approptiés bio-verres poreux, de part leur grande bio-
activité et la possibilité de modifier leurs prajés de surfaces peuvent s'avérer des candidats de
choix pour cette recherche.

L'objet de ce travail est d'optimiser I'architecude blocs poreux dérives du bioverre
45S5 (porosité, structure des parois intracelegaitopologie de la surface) et la microstructure
(taux de cristallinité, taille des cristallites)dale but de comprendre les relations procéde -
microstructure - propriétés mécaniques et biologsqu

Pour réaliser ce projet, notre équipe collabore averéseau de 4 autres laboratoires (1 a
lyon et 2 a Saint Etienne) et d’'un industriel gnissent leurs compétences pour développer les
matériaux de demain pour I'orthopédie et I'ingéidissulaire osseuse. Ces partenaires sont :

- Le département Biomatériaux et Mécanique du Celmgénierie et Santé de
'EMSE qui apporte sa contribution a la caractéiisa physico-chimique des
bioverres.

- Le laboratoire de Biologie du Tissu Osseux LBTGselm E 366, Faculté de
Médecine St Etienne qui travaille sur les effets dentraintes mécaniques sur le
tissu osseux.

- Le laboratoire « Biomatériaux et remodelage makiei qui évalue la
biocompatibilité des matériaux

- Lentreprise Noraker qui apporte son soutien aenéguipe sur les bioverre en
fournissant la matiére premiére et la mise en plieseessais in vivo.

Les premiere et seconde parties de ce mémoire sontacrées a une étude
bibliographique sur la substitution osseuse etidedire 45S5, et aux différentes techniques et
démarches expérimentales utilisées lors de cetteth

La troisiéme partie est consacrée a I'élaboratetldc poreux a base de bioverre 45S5.
C’est le cceur de cette thése. Une étude approfaiediepoudres, depuis la synthese jusqu’a la
caractérisation du comportement thermique et dtadge du matériau, y est présentée. Puis,
différents procédés d’élaboration de pieces maceyses de bioverre dédiées a la substitution
osseuse sont étudiés. Les procédés utilisés somacés en terme de faisabilité et notamment par
le taux et la structure de pores que I'on peutrmbf@ur chaque technique et leur influence sur les
propriétés biologiques et mécaniques du matéridélaloration de blocs poreux implique
également une optimisation des conditions de dsspedes poudres.
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La quatrieme partie de ce manuscrit est consaérékévaluation des propriétés
biologiques du bioverre 45S5. L'optimisation degppietés biologiques est menée par I'étude de
I'effet des transformations structurales que pebirde matériau sur la bioactivité du matériau et
des cultures de cellules osseuses (ostéoblastssprbpriétés physico-chimiques clés sont le taux
de cristallinité (qui peut conditionner les ciné&s de dissolution) et I'état de surface (qui peut
conditionner, comme pour les hydroxyapatites, Esittn cellulaire). Des tests d'adhésion, de
viabilité et de prolifération cellulaire, sont men®ans un troisiéme temps, les substituts osseux
optimisés sont implantés sur petits ruminants palider leur apport clinique.
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A-1-1 Structure et propriétés de 'os

Le systéme osseux forme une charpente ou s’assetrbl organes du corps. Il assure
notamment :

+ Le soutien aux organes mous du corps,

« Le mouvement en servant de points d'attache auglasus

+ Le stockage d'ions calcium et phosphore dans lacstre méme de l'os (le squelette
renferme 99% du calcium de I'organisme).

« La protection des organes internes. Le crane &ltanne vertébrale protegent le cerveau
et la moelle épiniére, la cage thoracique protégedeur et les poumons et le bassin
protége les organes de la reproduction,

« La formation des globules rouges dans les caviésdains os.

1. Composition

Méme si au premier abord les os peuvent apparaiaBvement inertes et homogenes, ce
n'est pas le cas. Les os sont des structures tjlnesnin de recevoir du sang et d'étre innervées
car ils renferment des cellules vivantes qui eroueellent constamment le tissu, exigent des
nutriments et doivent se débarrasser de leurs tedhe tissu osseux est constitué de différents
types de cellules et par une abondante matiéracetinlaire, la matrice. C'est la combinaison
judicieuse d'éléments organiques et inorganiquesladematrice qui permet a l'os d'étre
extrémement durable et résistant sans devenirrdgd3a

Les cellules impliguées dans le tissu osseux sont :
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« Les ostéoblastesrencontrés en surface du tissu osseux en cnaigséls sont riches en
organites, témoins de I'importance des synthese®igues (collagene en particulier) et
mucopolysaccharidiques dont ils sont le siege. s, pces cellules contiennent une
concentration élevée d’enzymes pyrophosphatasespheisphatases alcalines qui
interviennent dans le déclenchement et I'entredieta minéralisation de la substance pré-
osseuse (substance ostéoide).

+ Les ostéocytes Ce sont des ostéoblastes complétement entoaréla pnatrice osseuse
minéralisée; ce sont les cellules osseuses miressgurent I'entretien organique de l'os.
Les ostéocytes constituent environ 1% de la mas$ssl osseux.

» Les ostéoclastesSitués a la surface du tissu osseux en voiéstaption. Ils assurent la
phagocytose de l'os.

La matrice extracellulaire est faite d’'une matierganique (substance fondamentale et
fibre collagéne) minéralisée. La matrice organid@&4 en volume de la matrice), sécrétée par les
ostéoblastes, est constituée principalement desdfilite collagene de type I. La substance
fondamentale, tres peu abondante, contient des polysaccharides (et en particulier du
chondroitine-sulfate), des glycoprotéines, desémet sériques, de I'eau et des électrolytes. Ce
sont ces substances qui conferent a I'os sa flé&ibt sa grande résistance a la tension ou tarsio
La dureté du tissu osseux est due a la minéraisétiu calcification) de la matrice organique. Il
s’agit essentiellement de cristaux d’hydroxyapdjieosphate de calcium). Ceux-ci sont visibles
en microscopie électronique entre les fibres déagehe ou a lintérieur de celles-ci. Les ions
Cet et PQ¥ situés en surface des cristaux participent & dbharges rapides avec le liquide
interstitiel et donc avec le courant sanguin. Gasstituants minéraux forment pres de 65% en
volume de la matrice.

Le calcium est un élément important pour le corpte® os en sont le réservoir. Il est
impliqué dans le fonctionnement de plusieurs phé&raa dans le corps (contractions musculaire
et cardiaque et transmission de l'influx nerveuxgeemple). Les os doivent répondre rapidement
a toute élévation ou diminution de la calcémietodt moment, le calcium peut étre libéré en
fonction des besoins de I'organisme et du tauxaleiwun sanguin qui doit rester constant. Pour
ce faire deux hormones sont impliquées dans lauiion ou non des ostéoclastes. Celles-ci
phagocyteront la matiere osseuse afin de retoudnecalcium dans le sang quand elles sont
stimulées par la parathormone sécrétée par leshgesales et cesseront, au contraire, quand la
calcitonine sera sécrétée et le calcium se déposera

2. Structure multi échelle

La plupart des os sont une construction élabo®aposée d’une partie extérieure dense
d’os compact, entourant un noyau d'os spongiewnsDeertains cas (comme aux joints entre
vertebres ou a la fin des os long) cette configomahinimise le poids de I'os tout en assurant une
large surface d’appui. Dans d’autres cas (commea tawréte illiague par exemple), I'os forme
une structure Iégere en sandwich (2 « feuillesos dompact entourant de I'os spongieux.

La surface des os n'est pas lisse ou uniforme. @rguve des bosses, des trous et des
crétes permettant aux muscles, tendons et ligandentsen s'y ancrer, et servant de passage aux
vaisseaux sanguins et aux nerfs.
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La structure hiérarchisée d’un os long est morgréégure 1 [2-3]. La macrostructure de
cet os est composée d’'os spongieux et d’os cartical

molécules de
collagéne
fibre de fibrille de
collagéne collagéne
. cristaux de
: phosphate
i de calcium
0.5 um U
-
1 nm
Microstructure Nanostructure
Macrostructure Sub-microstructure Sub-nanostructure

ll’

YA

I
b

trabécule

Lamelles  fibrile de collagéne
minéralisée

Figure A-1: Structure hiérarchisée de l'os [2-3]

D’aprés Hansen et al. [4] les os sont composé®aébvolume d’hydroxyapatite et 35%
de collagene, de cellules et d’eau. Le collagepe tyde I'os est un matériau trés flexible, de
limite d’élasticité en traction tres élevée et gst constitué de longues chaines d’acides aminés
arrangées en une structure en triple hélice. D&% la structure cristalline de la phase
inorganique d’hydroxyapatite forme un lien avec heslécules de collagene. Ces derniéres
s’assemblent pour former des fibrilles, qui elleSnme se rassemblent pour former des fibres de
collagéne qui s’organisent en lamelles. L'oriemtatdes fibres dans les lamelles est anisotrope,
ce qui améne une reésistance des lamelles supédausele sens des fibres. La partie minérale
d’hydroxyapatite donne a I'unité basique de I'osbd@nes propriétés en compression tandis que
le collagéne lui apporte sa bonne flexibilité ladale la direction des fibres.
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Afin de former I'os compact, les lamelles sont éesarrangées en structures tubulaires a
parois épaisses appelées osteons dans lesquehgilesont constitués de plusieurs couches de
lamelles. Les lamelles s’orientent selon I'axe’dstéon, c’est pour cela que les osteons sont plus
résistant a des forces appliquées sur leur longlilaypartie caverneuse centrale de cette structure
est connue en tant que canal de Havers. Celuistiesd un vaisseau sanguin qui apporte des
nutriments a tout 'ostéon a travers de petits beulas émanant du canal. Chaque osteon est
couvert par un mdr liant connu en tant que « ligaeciment ». L'os mature est principalement
constitué de beaucoup de ces sous systemes, fpdtis@ment sont connus comme os haversien.

L'os spongieux, quant a lui, dérive de I'arrangetdes lamelles en trabécules. Dans ce cas, les
lamelles sont plates et forment une structure itmil L'os spongieux est alors constitué d’'un
réseau interconnecté de tiges ou de plagquettesédéau de tiges engendre des cellules ouvertes
de faible densité alors qu’un réseau de plaqudtiaee lieu a une structure plus dense de cellules
virtuellement fermée. Dans la pratique, la denwtative de I'os spongieux varie de 0,05 a 0,7.
La densité augmente lorsque les tiges s’élargissesiaplatissent pour former des plaguettes, et
finalement fusionnent pour donner des cellules é&%5].

3. Propriétés mécaniques

Les propriétés mécaniques de I'os spongieux sqigugs de celles observées pour des
matériaux cellulaires. La courbe représentant fard@tion en fonction de la force appliquée en
compression d’un os est constituée de trois steatestéristiques (figure 2).
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Figure A-2 : Courbe force-déplacement typique de I's, ol F, est résistance maximale a la rupture, dle
déplacement final, et la raideur, la pente du segmelinéaire de la courbe [6]

Lorsqu’on augmente la force appliquée, le prenmégime est elastique linéaire, le second
est une déformation dite « plastique », avec endagement, et enfin, le troisieme est une
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densification du matériau. De plus, le module etélsistance de I'0os spongieux varient avec la
densité comme ce qui observé dans les mousses [4].

Les os sont constamment soumis a des forces deressigm, de tension et de flexion lors
des activités quotidiennes [7-9]. L'adaptation 'ds spongieux aux chargements en compression
et en tensionn vivo entraine l'alignement des trabécules en directlenl’axe principal de
contrainte. Les chargements conduisant & un tranemsont pas alignés sur cet axe et pour cela
conduise a des fractures par cisaillement. Beaugieal. [6] ont donné un descriptif des tests
mécaniques et des protocoles expérimentaux utpisés prédire les mécanismes de fracture.

Les tests en torsion apportent des informationsiearparamétres mécaniques tels que le
module et la force de torsion avant rupture. llaveat étre réalisés sur tout type d’os. Des os
entier sont préférés lorsqu’on étudie de petitsnanix. Le tableau 1 résume les valeurs obtenues
par différents chercheurs ayant travaillé sur Jetsé cause de I'anisotropie de I'os, ces testg so
réalisés dans différentes directions, habituelldrfeetong des axes longitudinaux et transversaux
des os. Vashishth et al. [9] ont montré que desgela@ents en torsion entrainaient des fractures
en spirale sur 'os compact.

Type d’os Direction G (MPa) Rx (MPa) | Riastique(MPa)
spongieux (tibia bovin) | Longitudinale| 349+ 128 6,35 2 4,24+ 1,42
Transverse | 296+ 103 4,92+ 1,48 3,26t 0,99
Dense Longitudinale
(tibia bovin) 8417 68+ 7
Spongieux Axe de charge
(téte fémorale humaine) principal 289+ 183 | 6,1+27 4,3 1,9

Tableau A-1 : Résultats des tests de torsion [9-11]

Des tests en compression et en traction sont égaleutilisés. Les tests en compression
sont préférés car ils reproduisent les forces qat subies par le squeleite vivo. Le tableau 2
résume les valeurs obtenues avec ces tests pérediis études. Des différences significatives
existent entre les paramétres mécaniques obtersugldotests de compression et de traction. Par
exemple, la limite élastique de I'os spongieusédd lors de la traction et de la compression [13],
et la résistance en traction est environ 50% ietéd a la résistance en compression [12]. Des
différences similaires sont obtenues pour I'os cachpDans des tests sur les diaphyses fémorales
humaines, Kaneko et al. [15] ont trouvé que latimglastique, la résistance maximale a la
rupture, le module dYoung et la déformation élgisti sont plus faibles en traction qu’en
compression. Parallelement, la déformation a laurepest plus importante en traction. Enfin, la
déformation plastique d’'un os compact est plus oggen traction qu’en compression.

La plupart des études de la résistance en tradédios compact montre que les propriétés
mécaniques sont corrélées a la porosité [17]. Dg, plans une étude des propriétés élastiques de
I'os compact, Dong et al. [14] ont évalué la résise en traction en utilisant des tests de traction
dans les directions longitudinale et transverddfdasticité suivant I'axe longitudinal est corrélé
a la porosité, alors que I'élasticité le long dexé€ transversale ne I'est pas. De plus, I'os conpac
est caractérisé par une élasticité isotrope trassvees propriétés élastiques sont identiques dans
les directions anteroposterieures et médiale-le®ramais differentes dans la direction
longitudinale.
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Type d’orientation Test E (GPa) Rux (MPa)
0SSeuse
Os spongieux
Bovin Compression 2,64+ 1,08 30,114
Téte fémorale humaine Compression 1,88+ 2,8
Bovin Traction 2,61+ 1,04 15,6t 3,2
Os cortical
Transverse Traction 9,55+ 1,36
Longitudinal Traction 16,61+ 1,83
Longitudinal Traction 22,7+ 1,7 95,6+ 10,9
Longitudinal Compression 23+1,8 161,8:5,9
Compression 1,76+ 0,72

Tableau A-2 : Résultats des tests de compressiondet traction (module dYoung (E) et résistance maxima a la
rupture (R o) [12-16].

Les tests de flexion sont utiles pour évaluer lsistdnce meécanique d'os de petits
animaux, comme les rats, qui sont difficiles digétion lors de tests de compression ou de
traction. Les tests de flexion générent a la feis fbrces en compression et en tension. Le tableau
3 résume les valeurs obtenues avec ces testsffiaedies études. Les données de force et de
déplacement enregistrées lors du test sont utilis&e® combinaison avec les parametres
géométriques de I'os pour en déduire ses propriétEsaniques. L'aire transversale et la forme
sont considérées comme constantes le long delbaxggtudinal de I'os. Bien que cette hypothése
ne soit pas vérifiée, ces tests sont utiles parpemaison des résultats obtenus entre différentes

études.

Les tests de flexion trois point sont courammeitisé@s sur des os long de rongeurs pour
différencier les espéces [18] et pour tester léstsefle traitement sur les propriétés mécaniques
[19]. Les différences de propriétés mécaniquesesudifférents sites osseux dans le méme animal
sont étudiées. Dans des souris, Jamsa et al. [ROfrauvé des valeurs de forces a la rupture,
déformation a rupture, raideur et module d'Youngspélevées dans le tibia que dans le fémur.
Les tests flexion 4 points [21-23] ou cantileveuypent étre utilisés sur toute la longueur des os ou
sur des échantillons d’os cortical ou spongieux.

Test Type d’os E(GPa) o, (MPa) | R (N/mm) F (N)
3 points '?:{']]g:n‘llll‘g 9,3+ 0,7 133t 5
3 points Fi?u”rﬁsde 1,924 0,52 | 12323 | 70+19 19,9+ 4
4 points hzir?]i:i . 17+1,7 131+ 6
4 points Mdeéacchaig;a' 11,25+ 1,49 | 356:30 | 932+190 | 624+ 124
« cantilever »| Fémur de raf 105+ 10

Tableau A-3 : Résultats des test de flexion : modul#Young (E), contrainte a la rupture (a,), raideur (R) et
force maximale a la rupture (F). [18-22]

Ces différents tests montrent la grande variétépdegriétés mécaniques des os, dues a
leur caractere « vivant », adaptable aux contraistiies. De plus, il ne faut pas oublier que les
propriétés mécaniques de I'os dépendent du tauwxnattité, un os extrait du corps humain et
séché aura des propriétés mécaniques supériegadesd’'un 0s en contact avec les fluides du
corps.
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4. Remodelage osseux

Le tissu osseux doit permettre la formation adagiésquelette durant la croissance, la
conservation de ses propriétés mécaniques et taptation aux contraintes, la réparation des
fractures et la mise a disposition du calcium gstdcke. Pour assurer ces propriétés, I'os est en
perpétuel renouvellement : c’est le remodelage wssAu cours du remodelage osseux, I'os
ancien est détruit ou résorbé par des ostéoclastesnplacé par de I'os nouveau généré par des
ostéoblastes [24]. Dix pour cent de I'os du sqteledulte est renouvelé chaque année. Le
remodelage a lieu dans une structure définie appadé multicellulaire de base (BMU) qui a
pour dimensions 1 a 2 mm de long et 0,2 a 0,4 mnadge. Chez l'adulte, a tout moment,
environ un million de BMUs sont activées. Dans laustical, les BMUs progressent a la fagon
d’'un tunnelier creusant I'os en front et résyntbeatt de I'os neuf a l'arriére [25]. Dans l'os
trabéculaire, les BMUs traversent de part en pestét forment une tranche neuve. Les acteurs
principaux du remodelage osseux, les ostéoclastekese ostéoblastes, agissent de fagon
exactement orchestrée dans I'espace et dans lesteémplurée de vie d'une BMU est de 6 a 9
mois, période durant laquelle les ostéoclastesest dstéoblastes doivent étre recrutés en
permanence. Le cycle débute par lactivation deécyseurs des ostéoclastes et leur
différenciation. Ceux-ci détruisent la matrice assepuis entrent en apoptose. Parallelement les
précurseurs ostéoblastiques sont activés et Iésldastes se différencient [24]. lls synthétisent,
en arriere du front des ostéoclastes, I'os neufeetplissent d’abord la cavité de matrice
extracellulaire organique, la matrice ostéoide, @usuite se minéralise. Une partie des
ostéoblastes meurt par apoptose ; l'autre partigede des ostéocytes inclus dans la matrice
osseuse et des cellules bordantes qui recouvrentfizce de I'os a I'état quiescent. La fagon dont
les BMUs choisissent les zones a résorber et ansetire est encore peu connue. Une piste
pourrait étre la piezoélectricité de 'HAP.
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Figure A-3: Le cycle du remodelage osseux [26].
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A-1-11 La substitution osseuse

Dans quelques cas le systéme osseux peut étreedé&fit apparait alors un besoin de
substitution osseuse. De plus, le traitement deptioation post-traumatique du squelette, tels que
des retards de consolidation de fracture, des pstudses et des cals vicieux est un défit. La
greffe osseuse est généralement recommandée powlestla guérison de I'os. En outre, les
fusions spinodales, le comblement de défauts stilietraction de tumeurs osseuse et plusieurs
maladies congénitales requierent une greffe osselisexiste plusieurs méthodes pour
reconstruire des défauts osseux telles que legratdiies, les allogreffes, I'utilisation de la magi
osseuse déminéralisée (DBM), l'aspirat de moellsease autologue, des protéines osseuse
morphogénétiques et plusieurs autres facteurs dissance osseux, ainsi que des substituts
0sseux synthétiques [27].

1. La greffe osseuse

La substitution osseuse la plus évidente consistenplacer I'os déficient par un autre os.
Ce dernier peut provenir du patient lui-méme (Auedig), étre prélevé sur des cadavres
(allogreffe) ou sur des animaux (xénogreffe). Lénogreffes sont évitées a cause des problemes
de biocompatibilité.

Un implant destiné a la régénération osseuse doésepter quatre propriétés
essentielles [28]: I'osteogénese (formation d'osive@u et de tissu osseux par les cellules
contenues dans le greffon), I'osteoinduction (ation de la formation d’os nouveau par les tissus
environnants du receveur), l'osteoconduction (@wéatd’un nouveau systéme haversien et
vascularisation) et I'osteointégration (liaisonnm entre I'implant et I'os hote).

La greffe osseuse est la seconde transplantatiotissies la plus commune apres la
transfusion sanguine. Plus de 500 000 procédurggefte osseuse ont lieu annuellement aux
Etats-Unis et 2,2 millions dans le monde pour répdes défauts de I'os en orthopédie,
neurochirurgie et dans le dentaire

L’'autogreffe, ou [l'utilisation de l'os autologue m@te des propriétés idéales
d’osteoconduction, d’osteointégration et d’ostdaition. La créte iliague est le site donneur le
plus fréquemment utilisé car il apporte un accesdda un o0s spongieux de tres bonne qualité et
en grande quantité. Le prélévement d’'os autologeidadcréte iliaque a cependant plusieurs
inconvénients puisqu’il augmente la durée de liveation chirurgicale et améne souvent des
douleurs résiduelles et des désavantages esth&tiDaeplus, la plupart des éléments cellulaires,
tels que les cellules ostéogéniques ne survivest pd’implantation. D’autres limitations
apparaissent pour des patients agés et avec dadiesamalignes. Enfin, le prélevement de greffe
autologue est associé a des complications tellesagiormation d’hématomes, la perte de sang, la
blessure de nerfs ou d’arteres, la formation d’iesyrdes infections, des fractures etc... pour 8 a
20% des cas.

L’allogreffe est la substitution osseuse la plusée apres I'autogreffe. Son utilisation a
augmenté considérablement durant ces dix dern&reées et compte pour a peu prés 1/3 des
greffes d’'os réalisées aux Etats-Unis. Ce type ré€fegconsiste a utiliser un os provenant de
cadavres. Cette derniére solution présente I'agantbétre biocompatible, cependant elle peut
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transmettre des maladies et est dépendante deplanililité des greffons. Pour palier le risque de
transmission de maladies, on utilise des banques lgophilisés. Ce type de greffon est prélevé
sur des cadavres ou lors d’une ostéotomie, lavB®ghilisé. Les cellules sont donc éliminées et
il N’y a théoriguement plus de risque de transroisslie maladie. Par contre le probléme de
disponibilité est toujours présent.

2. Substituts osseux synthétiques

a) Définition

Les substituts osseux synthétiques sont des matédarivés de la nature (corail par
exemple) ou des matériaux synthétisés par la maibthdmme (céramiques ou polymeres). Ils
peuvent s’utiliser sous forme dense, de suspernsjeatable (ciments) ou de blocs poreux. Les
matériaux utilisés peuvent étre résorbable ouetabl

b) Cahier des charges

La qualité essentielle que doit avoir un biomatégat la biocompatibilité. Elle est étudiée
par des tests vivo sur animaux.

D'autres tests doivent de méme permettre de coar@itr chaque matériau son pouvoir
favorisant ou inducteur de la repousse osseusdoitl donc étre possible de connaitre sa
biofonctionnalité de fagon a pouvoir I'appliquengdel cas précis parfois dans un but mécanique
mais le plus souvent en « suppléance» de la repasseuse.

Les structures poreuses sont favorisées car glfewtent une fixation a l'interface par la
repousse des tissus dans les pores a la surfa@dravers I'implant. Cet attachement est appelé
fixation biologique. Elle est capable de suppodes états de contrainte plus complexe que dans
le cas des implants denses, presque inertes quérngettent qu’une fixation morphologique. Une
bonne fixation biologique demande des pores de @i@rsupérieur a 100-156 pour apporter
une vascularisation vers le tissu hote [29].

Dans le cas de matériaux destinés a I'ingéniesgukdire, Hutmacher [30] a résumé les
besoins pour un échafaudage destiné a I'ingénigsetissus musculosqueletaux. Idéalement, la
structure pour cette application doit avoir lesacééristiques suivantes :

- Elle doit étre tridimensionnelle et trés poreuseecawne structure de pores
interconnectée pour la croissance cellulaire dtdesport des nutriments et déchets
meétaboliques ;

- Elle doit étre biocompatible et biorésorbable ades vitesses de dégradation et de
résorption contrélées pour corréler la croissameetidsus et des cellulgsvitro etin
Vivo.

- Elle doit avoir une chimie de surface appropriéerg@ccrochage, la prolifération, et
la différenciation cellulaire ;

- Elle doit posséder des propriétés mécaniques sappnt de celles des tissus au site
d’'implantation

Par ailleurs ces produits doivent répondre auxlprobs pratiques concernant le stockage,
la facon de les stériliser sans que leurs proggn trouvent modifiées. lls doivent étre aisés a
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travailler» pour pouvoir s'adapter ou s'appliqueteamultiples utilisations. Enfin il ne faut pas
oublier le probleme économique ; ces matériaux oieedt pas sous prétexte qu'ils sont d'usage
médical étre de prix prohibitif.

La recherche de substituts osseux synthétiquesrapslement tournée vers l'utilisation
de céramiques. Cette derniére classe de matégaerie 'avantage d’étre d'une grande dureté et
de n’étre pas soumis aux phénomeénes de corrosiomme dans le cas des métaux. On a tout
d’abord cherché a utiliser des matériaux les plestés possibles tels que I'alumine par exemple.
Ces matériaux étaient biocompatibles mais une tapfureuse non adhérente se formait a
I'interface entre I'implant et I'os empéchant umedon intime et forte avec 'os. Les recherches
se sont alors tournées vers les matériaux bioactdst-a-dire ceux capables a la fois de former
une liaison intime avec 'os et de favoriser laoegse osseuse.

c) Le concept de bioactivité

Le concept de la bioactivité a été défini de la @ suivante : un matériau bioactif
induit une réponse biologique spécifique a I'irded du matériau qui conduit & la formation d’'un
lien entre les tissus et le matériau. Un matériaadiif crée donc un environnement compatible a
la croissance de l'os (ostéogenése) avec le dgwedopnt d’'une interface minérale qui joue le
réle d’'un lien naturel entre les matériaux vivanhen vivant. Ce concept a été maintenant étendu
pour inclure un grand nombre de matériaux bioaetisc une large gamme de vitesse de liaison
et d’épaisseur de la couche de liaison interfazidls incluent des verres bioactifs tels que le
bioverre 45S5, des vitrocéramiques bioactives delipie I'apatite/wolastonite (A/W), des
céramiques denses en phosphate de calcium teld’hyaeoxyapatite synthétique (HA), des
composites bioactifs comme un mélange polyéthylgmroxyapatite (PE-HA), et une série de
matériaux bioactif de revétement. Les matériauortigbles comme le phosphate tricalcique
(TCP) sont également bioactifs. Cependant, il (audt leurs vitesses de résorption soient du méme
ordre de grandeur que la vitesse de formationate On utilise souvent ce type de matériaux en
combinaison avec des céramiques bioactives plotestd A-TCP) [31].
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Figure A-4: Spectre bioactif pour divers implants @ biocéramiques.(a) degrés relatif de bioactivitétéb)
dépendance du temps dans la formation d’un lien aed’'os a I'interface de I'implant. [(A) 45S5 bioglass. (B)
Mina 13 Ceravital, (C) 55S4.3 Bioglass, (D) A/W glas®@mic, (E) HA, (F) KGy 213 Ceravital] [31]
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La figure 4 montre le spectre bioactif pour divérgplants composés de céramiques
bioactives.

Le degré de bioactivité d’'un matériau spécifiqeeitpétre corrélé au temps pour lequel
plus de 50% de l'interface est lié. Un indice desltivité a été introduit par Hench [32] comme
étant: = 100/t spn OU b5 €St le temps pour lequel plus de 50% de l'int&fde I'implant est
liée a I'os (en jours).

Tous les résultats des tests vivo et in vitro montrent que la seule caractéristique
commune aux matériaux dimplants bioactifs est lauahe biologiquement active
d’hydroxyapatite carbonatée qui se forme a leufaser Cependant, les grandes différences des
vitesses de liaison de 'os aux implants bioagtiffiquent que différents facteurs biochimiques
sont mis en ceuvre a l'interface implant tissu.

Chaque type d’'implant bioactif induit une interactiavec les tissus environnants. Deux
types d’interactions peuvent se dérouler:

* Une interaction extracellulaire, qui est détermipée les propriétés de surface du matériau.
Cette interaction permet l'adsorption a la surfate I'implant de diverses substances
biologiques (facteurs de croissance, enzymes) pi@sedans I'os. C’est le cas par exemple
d’'un implant comportant une surface de porositéonagtrique et contenant des silanols
chargés négativement. L’adsorption de protéinesuste par la coagulation et I'activation
du systeme complémentaire et de I'adhésion celtuldi’interaction entre les récepteurs
osteoblastiques et les ligands correspondant aigipes a la surface contribuent a I'adhésion
cellulaire. A la surface de I'implant, les prot&redsorbées, comme les facteurs de croissance
de l'os et les enzymes activées, ont un effet tisec la différenciation et la prolifération
cellulaire. Les configurations topographiques deudace du matériau ont également un large
effet sur le comportement cellulaire et la répodese tissus. Green et al. ont montré que des
cellules adsorbées sur des mailles de 2pgh®nt augmentés les vitesses de prolifération et la
densité des cellules. Ce résultat montre quella til'agencement des cristaux d’HCA sur la
surface du matériau bioactif pourrait avoir un effer la différenciation des cellules souches
[33].

* Une interaction intracellulaire qui conduit a urstémgenése et a un lien stable avec les tissus
mous. Cette interaction se retrouve dans le cavetess avec deg les plus grands a cause
du relargage de silices solubles de leur surfaes études menées par Keeting et al.
montrent que les siliciums solubles sont des mitege efficaces pour des cellules
osteoblastiques humaines, ils augmentent la syaitllB&DN et induisent I'activité des
phosphatase alcaline et le relargage d’osteocald®4]. Vrouwenvelder et al. démontrent
qgue les cellules osteoblastiques se divisent phpsdement sur des substrats a base de
bioverre que sur de I'hydroxyapatite synthétique][Bes études récentes sur des poussins et
des rats effectuées par Carlisle montrent quedrasidit rapidement en présence de silice,
alors qu’un environnement déficient en silice r¢afa croissance osseuse [36]. Tous ces
résultats indiquent que les silices solubles jousntr6le important dans la réparation des
tissus et 'ostéogenése.

En 1994, une nouvelle classification fut propos#ams laquelle les matériaux bioactifs
sont classés en deux types [37]:

1. Classe A, matériaux osteoproducteur. L’osteopradne été défini par Wilson comme le
procédé par lequel une surface bio active est @#erlibrement par des cellules souches
ostéogénique dans un environnement défectueux apesntervention chirurgicale. La
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bioactivité de classe A intervient lorsque le matérimplique a la fois des réponses
intracellulaires et extracellulaires a son integfades verres bioactifs de classe A peuvent
se lier avec l'os et le tissu mou. Les siliciumsubtes pourraient également induire un
effet intracellulaire sur le collagéne ou sur lacidation des polysaccharides, qui ménent
a une liaison étanche entre la couche minéraleatitaget les fibres de collagéne.

2. Classe B, matériau osteoconducteur. Les implam®osnducteurs apportent simplement
une interface biocompatible a travers laquelle rogre.
La bioactivité osteoconductrice apparait lorsquomatériau induit uniguement une
réponse extracellulaire a son interface.

Sur toute la gamme de matériaux bioactifs qui exstuls quelques verres bioactifs gle |
élevé présentent une bioactivité osteoproductties.implants d’hydroxyapatite synthétique sont
osteoconducteurs ; c'est-a-dire qu’ils ont une dmtivité de classe B, leur relargage de silices
solubles est faible et ne peuvent pas former umdiable avec les tissus mou. Le bioverre 45S5,
un matériau bioactif de classe A, est a la fois@stoducteur et osteoconducteur.

d) Verres bioactifs

Les composés de base dans la plupart des verrestifsoet des vitro céramiques,
synthétisés par fusion a haute température, mowaf@tage, sont Si¢) Na,O, CaO, BOs. La
premiere et le plus étudiée des composition et del bioverre 45S5, qui contient 45% &iO
24,5% NaO, 24,5% CaO et 6%,05 en pourcentage massique.

Une série de verres a été étudiée dans un systeneesdquatre composés avec une
concentration en s constante et égale a 6%. L'influence de la compusisur la liaison
biologique dans ce systeme est montrée sur lagfig83,38].

SiO:z

le=8 IB=10

CaO Naz0

Figure A-5: Influence de la composition sur I'indi@ de bioactivité

Les lignes Isod montrent des compositions d’indice de bio actig¢tgiivalent. Dans la
région 1, les verres sont bioactif et se lientd@s.I'Les verres situés en 2 sont quasi inertes et
donnent lieu a une capsule fibreuse a l'interfanplant-tissu. Les verres en 3 sont totalement
résorbés en 10-30 jours dans le corps. Les conmpusitsituées en région 4 ne sont pas
techniquement réalisables et n'ont jamais été inipla Au centre de la région 1 se trouve une
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plus petite région gl = 8), dans laquelle les constituants du collagéaneissu mou peuvent
adhérer fortement aux verres bioactifs.

Comme nous l'avons vu précédemment, une caradj@estcommune des matériaux
bioactifs est une modification de la surface daplant dépendante du temps qui se produit apres
implantation. La séquence des 11 réactions quié&eutent a la surface du verre bioactif
permettant la création d’un lien avec I'os quicerfe est [38]:

Etape 1: Echange rapide de cations alcalins avec ¥3 ldu milieu physiologique.
Si-O-Na& +H" + OH ———» Si-OH + Nayution+ OH

Etape 2: Perte de silice soluble sous la forme de Si¢Qdjs la solution. Les liaisons Si-
O-Si se rompent et on a formation de SiOH a Ifiaiee verre/solution.

2 (Si-O-Si) + 2(OH) ,  Si-OH aSi

Etape 3: Condensation et repolymérisation d’'une couche surface riche en SpQyui
est appauvri en cation alcalins ou alcalino terreux

2 (Si-OH) —  i<9-Si-O-Si-O-Sj-O-

Etape 4: Migration de C& et PQ* vers la surface a travers la couche riche en piDr
former un film riche en CaO;Bs au dessus de la couche de SiCette migration est suivi par la
croissance d’'un film amorphe riche en Ca@®f par incorporation progressive de calcium et
phosphate soluble provenant de la solution.

Etape 5: Cristallisation du film amorphe riche en Ca@9Ppar incorporation de OH
CO,* pour former une couche d’hydroxyapatite carbongC).

Etape 6: Absorption de substances biologiques dans latmd’'HAC
Etape 7: Action des macrophages

Etape 8: Attachement de cellules souches

Etape 9: Différenciation des cellules souches

Etape 10: Génération de la matrice osseuse

Etape 11: Cristallisation de la matrice

Les cing premiéres réactions qui se déroulentsuttace du verre bioactif ne dépendent
pas de la présence de tissus. Elles peuvent seleleidans de I'eau distillée, des solutions
tamponnées au TRIS ou dans le SBF, et ont éténhemge étudiées [39-40]. Ces réactions
permettent de former une couche d’hydroxyapatitbarzatée (HCA) cristallisée a la surface de
l'implant. Les étapes 6-11 sont nécessaires poerl'quplant se lie aux tissus et sont similaires
aux étapes de remodelage osseux.

Certaines études montrent que l'adsorption deépres se déroule lors des quatre
premieres étapes [41]. Elle contribuerait a la rahiologique de la couche d’'HAC obtenle.
vitro, cette couche de phosphate de calcium cristadisérmant une couche d’hydroxyapatite
carbonatée dans une période de trois a six he@ete surface étant chimiquement et
structurellement proche de celle de I'os natues, tissus humains sont capables de s’y attacher
directement. Puis cette couche d’hydroxyapatitbaaatée s'épaissi pour former une zone liante
de 100 & 150 um et donc une interface mécaniquemssdgmmodante essentielle pour le
maintien d’'un lien bioactif de I'implant avec lesgu naturel. Ces réactions de surface se
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déroulent lors des 12 a 24 premieres heures d’mtgdi@an ainsi, pendant ce temps, les cellules
osteogéniques, comme les osteoblastes ou leseseuliches mésenchymales, viennent infiltrer
le défaut osseux. Ces cellules rencontrent alogssurface identique a celle de I'os contenant des
composes organiques et non une surface étrangéate.sS€ae d’évenements permet aux bioverres
de participer au processus de réparation en coiglign direct entre le matériau et les tissus. Le

procédés normaux de réparation et de régénératioootps humain débutent apres que cette
couche de surface ait commencé a se former. Legi@s/minimiseraient le temps de réponse

des macrophages et des réactions inflammatoirescgoimpagnent un traumatisme en incluant la
chirurgie.

La vitesse des réactions de surface est contr@léa gomposition du matériau. Pour des
verres jusqu’a 53% molaire de $jda cristallisation de HCA se fait trés rapidemana surface
du verre, en 2h. Ces compositions développent eapeat une liaison avec I'os et forment
également une liaison adhérente, interdigitée diagene avec les tissus mous. Des verres
contenant entre 53 et 58 % molaire deSe0t besoin de 2 a 3 jours pour former une couche
d’hydroxyapatite cristallisée. Les compositions temant plus de 60% molaire de $i@e
forment pas de couche d’hydroxyapatite cristallie®&me apres quatre semaines dans le SBF
[42]. Ces chiffres ont été obtenus sur des vegethétisés par trempe depuis I'état liquide.

Certains composés comme,@} ou ZrG, par exemple peuvent inhiber le processus de
liaison avec I'os [43-44]. Cet effet négatif dessoAP* sur le processus de liaison avec I'os est
attribué a une augmentation de la résistance hdfége d’'ions lors des réactions de surface, a la
précipitation d’ions multivalents comme les oxydegdroxydes ou les carbonates, et au saut du
point isoélectrique de la surface du négatif autfpes pH physiologique [45-46].

Les faibles propriétés meécaniques des verres hi®antonophasés réduisent les
applications cliniques a des situations de strecthan porteuse. Un des moyens pour résoudre ce
probléme est de préparer des vitro céramiquesrizdaltisation du verre.

La synthese de bioverre par la méthode sol-gel gedobtenir des verres bioactifs avec
plus de 60% de silice. En effet cette techniquanpérd’obtenir des verres bioactifs contenant
jusqu'a 88% molaire en silice. Le procédé sol-gai ene méthode chimique permettant de
produire des céramiques, des verres, des vitrocguas et des composites a des températures
tres inférieures a celles utilisées lors des présédditionnels. Ce procédé a donc été utilisé pou
produire une nouvelle génération de verres bica@div-49]. Sept étapes sont impliquées dans
I'élaboration de verres par cette méthode. (ctirgg6)[50].
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Les verres élaborés de maniére traditionnelle agkust de 55% de SiOne développent
une couche polycristalline d’HCA qu’apres plusiejotgrs alors que les verres obtenus par sol-gel
le font en cing minutes d’exposition a une solugdiysiologique [50]. Les principales différences
entre la chimie de surface des verres traditionetaties verres dérivés du procédé sol-gel sont :

» Les verres sol-gel ont une fraction volumique deoparosité plus importante a
leur surface.

* Les verres sol-gel comportent de grande conceottragn ions silanols a leur
surface.

» Les verres sol-gel ont des cercles siloxane asedace

Ainsi, la bioactivité des verres sol-gel peut &watrélée par la régulation des la chimie de
surface, comme le taux de relargage des siliciunhsbkes et la topographie de surface. Des
verres Si@-CaO-ROs dérivés d’alkoxydes par la méthode sol-gel ont large gamme de
compositions bioactives par rapport aux verres értarmigues élaborées par des méthodes
traditionnelles.
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En 1969, une question a été posé par 'US Army badresearch and Development :

serait-il possible de préparer un biomatériau gulierait chimiguement dans les tissus hotes ?
Dans le cadre de ce projet, L.L Hench [51] a mipaiat le premier matériau bioactif, présentant
une liaison intime avec 'os. Le bioverre 45S5w@smatériau a base de $j@a0O, NaO et BOs.
Ce verre a la propriété de développer a sa surfacsqu’il est immergé dans le milieu
physiologique, une couche d’hydroxyapatite carbémgHAC). Cette couche d’'HAC permet a
'implant de s’accrocher de maniere stable au mibatérieur. C'est le verre le plus utilisé et le
plus bioactif, il permet un accrochage chimiquesewiron 12h.

A-2-1 Composition et Synthese

Le bioverre 45S5 de Hench est composé de 45% de 34(B% de N2, 24.5% de CaO
et 6% de FOs en pourcentage massique. Comme tous les verred538 contient un agent
vitrifiant (Si0,), un fondant (NZO) permettant de baisser la température de fusiovede et un
« stabilisateur » (CaO). Par contre ce bioverréifpar son contenu en phosphore et par les
proportions d’oxydes alcalins et alcalino terretendant le verre instable d’'un point de vue
hydrolytique, c'est-a-dire pouvant se dissoudréepent dans les fluides de I'organisme vivant,
accélérant ainsi sa résorption. Le phosphore fagdda nucléation de la phase de phosphate de
calcium.
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A-2-11 Interaction tissu-bioverre

Les interactions tissu-bioverre déterminent I'imgdgpn du bioverre a son environnement
(biointégration). Plusieurs parametres jouent ule finportant dans cette interaction: on a
coutume de distinguer 'ancrage mécanique, quiradawstabilité initiale de I'implant et 'ancrage
chimique, qui détermine veéritablement l'intégratab'implant a I'organisme héte.

Outre la qualité de l'acte chirurgical, divers faots morphologiques déterminent
'ancrage mécanique de l'implant. Une surface pseeau présentant un relief et des surfaces
partiellement biodégradables résorbées de facadguliere est considérée propice a une
intégration mécanique. Le bioverre 45S5 réunit pexprietés et permet d’'éviter la formation
d’une capsule fibreuse épaisse a l'interface intfiiasu.

Lorsque le bioverre 45S5 est introduit en tantmplant, on assiste a la formation d’'une
apatite carbonatée analogue au minéral osseworuefun lien trés fort entre I'os et I'implant.
L.L. Hench a résumé les cinq étapes permettanéktion de ce lien (cf. 8 verres bioactifs).

1. Tests biologiques

Les propriétés biologiques du bioverre 45S5 sostées a la foign vitro etin vivo. In
vitro, la bioactivité et la biocompatibilité peuventeétmesurées par le suivi de la formation de la
couche d’HAC a la surface du matériau et I'expositdu bioverre aux cellule$n vivo, on
s'intéresse a la tolérance des animaux au matépaés implantation et aux mécanismes de
liaison de l'implant avec I'os hote.

La formation d’hydroxyapatite carbonatée a la stefdu bioverre 45S5 peut étre suivie
par différentes techniques comme la spectrométfia rouge a transformée de fourrier (FTIR), la
spectrométrie Raman, la diffraction des rayonsaxspectroscopie a dispersion d’énergie (EDS)
et la microscopie électronique a balayage (MEB).

a) Tests in vitro

i. Culture cellulaire

Les testdn vitro avec mise en contact des cellules avec le matéaatistandardisés et
consistent a cultiver des cellules sur le matéetag mesurer sa cytotoxicité, en d’autres termes
c’est une mesure du nombre de cellules qui voetté&es par le matériau.

Dans le cas du bioverre 45S5 de L.L. Hench, lds tewitro ont été réalisés par contact
direct dans différents milieux. Le test par cont@icect est le test le plus simple, un morceau du
matériau est placé au dessus d'une couche deesllués substances toxiques provenant du
matériau peuvent diminuer la vitesse de croissamtielaire ou endommager les cellules de
différentes facons.

El ghannam et al. [52] ont montré que les ostetddamis en contact avec le bioverre
45S5 catalysent la formation de la couche d’HAGtaliisée. Les 11 réactions induites par
I'exposition du bioverre au fluide biologique etncluisant a la formation de 'HAC se réalisent
alors en parallele et 'adsorption de protéine cemce au début de la dissolution du matériau. Ils
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montrent également que I'adsorption de protéine&@am dans cette couche favorise I'adhésion,
la prolifération et I'expression cellulaire [53]e& cellules adhérent a la surface du verre pour
former une couche d’osteoblastes et de matrica@eftulaire. Des fibriles de collagene calcifiées
et liée entre elles par des nodules minéraliséSade = 1,67-1,69 apparaissent. Quand la surface
est fracturée, les cellules sont présentent dame tepaisseur des blocs. De plus, lorsque la
surface de verre bioactif est modifiee par un pitement conduisant a la formation préalable de
la couche d’'HAC, l'activité de la phosphatase aheglutilisée pour déterminer le développement
phénotypique des osteoblastes, est dépendantegé de cristallisation de la couche d’HAC.
Elle est plus importante sur des matériaux contemas couche HAC a leur surface que pour des
matériaux avec une couche de phosphate de calenorphe.

ii. Formation de la couche d’'HAC

La formation de la couche d’hydroxyapatite carbéeat la surface du bioverre 45S5 est
un élément déterminant de I'activité biologique.sLeanocristaux qui la constituent sont
extrémement réactifs et ont la propriété de lies plotéines osseuses spécifiques (osteopontine,
osteocalcine, etc.), ce qui favorise ensuite I's@ivé la multiplication et I'expression cellulaire.
Les processus de formation de cette couche somndapt assez différents de ceux qui se
produisent au cours de l'ossification primaire, peut étre décrite comme la minéralisation d’'une
matrice collagénique préalablement formée. Cetteclo® ne présente pas, par ailleurs,
I'organisation si caractéristique du tissu osseugcales cristaux d’apatite bien orientés par
rapport aux fibres de collagene et doit plutbt étensidérée comme une minéralisation
incontrdlée. Les événements qui se produisentsaifface du matériau bioactif 45S5 présentent
cependant une certaine analogie avec ceux quvieterent au cours du remodelage osseux dans
la zone cémentaire qui limite les osteons [54]. résnes phénomeénes et les mémes proteines
semblent impliqués. La couche d'HAC néoformée egipipe a I'adhésion des cellules
osteoblastiques, qui vont alors se multiplier gaiser la matrice collagénique et la minéraliser.

Kokubo et al. [55] ont montré que la formation d@ggaa la surface de materiaux
bioactifsin vivo pouvait étre reproduite dans une solution de SBfulated body fluid) ayant des
concentrations ioniques quasi identiques au pladsmaain.

Dans le but de tester le comportement chimiqudatébdique des bioverres a l'interface
avec l'os, Ramila [56] a utilisé deux sortes d'ésgavitro : statique et dynamique. Il a montré
gue la formation d’'une hydroxyapatite carbonatégtallisée se réalisait plus vite en dynamique.
On peut donc penser que la formation de la coudHA@’sera plus rapide vivo quein vitro &
cause du flux permanent du plasma humain dangs.co

Parallelement, Radin et al. [57] ont montré par mansion du bioverre 45S5 dans
différentes solutions que I'apparition de la couchidAC était retardée dans des solutions en
présence de sérum (milieu de culture) mais quéthé plus homogene.

b) Tests in vivo

Il'y a habituellement une bonne corrélation erggerésultats des cultures de cellules et les
études effectuées vivo, mais, a cause de la complexité du corps humiapeut y avoir des
exceptions et il peut y avoir endommagement desugign vivo. C'est pour cela qu’il est
indispensable de tester le matériau sur les aniragamt qu’il soit introduit dans I'organisme d’un
humain. On procede dans un premier temps a urdéesbntact du matériau sur la peau et les
yeux des animaux, puis, si les résultats sont pitsban l'introduit dans le site ou il va étre istl
chez les humains. Pour tester les substituts ossguxtilise principalement des chiens et des
moutons.
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Des étudedn vivo sur des bioverres poreux en 45S5 implantés paublw des défauts
osseux d’os cortical de rat montrent que ce bievest bien biocompatible et que le tissu osseux
integre bien la surface poreuse [58]. Le tissu wsgwusse d’abord sur l'interface et dans les
porosités du matériau. Ensuite le tissu osseurrseh travers tout le substitut osseux et celui-Ci
est enfin graduellement résorbé. L'os retrouveiases propriétés mécaniques plus ou moins
rapidement selon la présence ou non de cellulesusss cultivées sur le substituts avant
limplantation. L’addition d’'une substanaastéogéniqueaccélére la vitesse de réparation de
l'interface substitut osseux/os endommagé. La pésor du bioverre s’opere par dissolution des
ions de Na, Ca, P et Si qui est essentielle aulsdarmain et est biologiquement régulée.

Une autre étude avec cette fois une mousse poegub®verre 58S montre la formation
de nodules dans un milieu de culture d'ostéoblagi6 Ces nodules apparaissent dans les
microporosités et se minéralisent ensuite sang ava@ijouter d’agent minéralisant. Mais la survie
des cellules et la minéralisation des nodulestéaidastes dépendent de la dissolution ionique du
bioverre dans le milieu. Il est plus favorable das concentrations en ions relargués soient
faibles.

2. Osteoinduction

Généralement les biomatériaux a base de CaP neasrdupposeés étre ostéoinducteurs.
Ces matériaux sont donc utilisés avec ajout d’'wenagristallisant ou d’ostéoblastes. Pourtant des
implantations de blocs poreux en bioverre 45S5 dassmuscles de chiens indiquent I'induction
d’'une croissance osseuse dans les pores du big@8ireCes conditions d’'implantations dans des
tissus mous ne reflétent pas les conditions dudbieven contact avec un tissu osseux mais elles
montrent le caractére ostéoinducteur des biovelaas un milieu vivant.

De plus I'ostéoinduction du bioverre peut provedes produits de sa dissolution dans le
milieu biologique environnant. Une étude vitro sur I'expression génique et la prolifération
d’ostéoblastes a été réalisée avec du bioverre fES62]. Elle montre que les produits ioniques
comme Si et Ca influent fortement sur la proliféna d’ostéoblastes et donc sur I'induction de la
repousse osseuse. Par ailleurs la minéralisatidiogleloit se faire avec le transport de P qui lui
dépend de la dissolution de Na. Une solution camtewnles ions Ca, P et Si peut stimuler la
transcription des genes des cellules ostéobla€tes.propriétés de la dissolution du bioverre
montrent bien sa qualité de matériau ostéoinducteur

3. Relargage ionique et évolution de pH

Les produits de la dissolution influent sur la fation de nodules d’ostéoblastes et leur
minéralisation en os [59], en particulier le silici. Mais ils peuvent provoquer par ailleurs une
apoptose, c'est-a-dire la mort de cellules dansilleu ou sur la surface du bioverre. Le relargage
le plus important dans les bioverres est celuiidea6c’est celui-ci qui varie le plus et qui parai
influencer le comportement des cellules. Par atleuwn remarque que le relagage de Si et de Ca
est inversement proportionnel au taux de Si quetieminle matériau [63]. Ceci peut se
comprendre du fait que le Si renforce les liaisdass le matériau donc ralentit la diffusion et le
relargage des ions en solution.

Le relargage de composeés ioniques dans le milieculere peut faire évoluer le taux de
proton H+ et donc faire évoluer le pH. NaturelleikenpH se stabilise a 7,2 dans un milieu de
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culture de cellules en présence d’ostéoblastes [Eméme dans une fourchette de pH comprise
entre 7,0 et 7,6, les activités des ostéoblastad (d synthese de collagene) augmentent avec le
pH. Le rang de pH de 7,0-7,8 testé est celui aabdptpour le sang, on peut donc penser que a
des pH supérieurs a 7,8 les cellules meurent. Rsnestsn vitro réalisés par L.L. Hench [59],
'apoptose de 50% des cellules est observée darkshemtillon de pH 8. Le pH doit avoir une
forte influence sur la mort de ces cellules cepehda neutralisant la solution on diminue
'apoptose de seulement 9% ce qui méne a pensde quié n'est pas le seul responsable de cette
mort cellulaire. Pour les tests vitro ou le milieu est dilué le pH reste en dessous.@&& qui est
acceptable. Il faut donc bien surveiller dans wtitevitro le relargage ionique et I'évolution du
pH pour que les conditions de prolifération et tdehe des ostéoblastes soient idéales. Il faut
savoir par ailleurs que le tastvitro ne peut pas simuler complétement I'échange defaction

du bioverre avec le milieu vivant. Le but étanttdmuver une structure de bioverre idéale qui
puisse se résorber par dissolution ionique danslieu tout en le favorisant la repousse osseuse.

A-2-1ll  Applications actuelles du bioverre 45S5

Les applications cliniques des velrEmctifs et des vitro céramiques ont été repertée
par Gross et al., Yamamuro et al., et Wilson efcltableau 4) [65].

Les implants en verres bioactifs et en vitro cécamisont utilisés depuis plus de 10 ans
pour remplacer les petits os de l'oreille moyenassicules) endommagés par des infections
chronigues, un probléme clinique appelé « perteateluctivité de I'ouie ». La figure 7 présente
un exemple d'un implant d'oreille moyenne en bioged5S5 utilisé en tant que prothése
ossiculaire.

Applications Matériaux
Orthopédie Al,Os, ZrO, stabilisée, Poudres de HA, Poudre de verres bisactif
Dép6t pour fixation bioactive HA, Vitro céramiques bioactives
Comblement osseux Phosphate tricalcique, sels de phosphate de calcium
Implants dentaires Al,0;, HA, Verres bioactifs
Tendons et ligaments artificiels Composites fibre de carbone/PLA

Oblitération d’'une poche périodontale] HA, Composites HA-PLA, Phosphate tricalcique, Sel desphate
de calcium, Verres bioactifs

Augmentation de la créte alvéolaire HA, Composite HA-os autologue, Verres bioactifs
Reconstruction maxillofaciale Al 03, HA, Composite PE-HA, Verres bioactifs
Chirurgie spinale Vitro céramiques bioactives, HA
Traitement thérapeutique de tumeurs Verres aluminosilicate dopés aux terres rares
Valves artificielles du cosur Dépbt pyrolitique de carbone
Otolaryngologique Al,0;, HA, Verres bioactifs, Vitro céramiques bioactivesposite
PE-HA

Tableau A-1 : Applications cliniques des biocéramiges (HA, hydroxyapatite, PE, polyéthyléne, et PLA, ade
polylactique.

La survie d’'un implant en verre bioactif pour len@acement de l'oreille moyenne est
considérablement plus grande que celle des implaoisertes pour la méme application (figure
7). Les implants bioinertes ne se lient pas au aymps s’érodent donc graduellement a travers le
tissu et sont expulsés a travers le tympan end@sple 2 a 3 ans. A linverse, les verres trés
bioactifs forment un lien avec le collagene du tamgt se lient fermement a I'os restant de la
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plateforme. lls s’accrochent donc aux deux extrésnice qui empéche I'expulsion. La
conductivité auditive est excellente et il N’y s ke croissance de tissu fibreux qui détérioré&aait
transmission des sons. De plus, il nexiste pamagomouvements a l'interface implant- tissu.

L'implant reste donc stable.

;@ 45
| o
Ty <€—— Bioinert
&) Implants
3 50

30 L
o
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o) Bioactive
t Implants
LDU 15
S Class A
o Bioactive
b= Implants
i

0
0 2 4 B 8 10

TIME (years)

Figure A-7: Comparaison de la survie des implants loinertes, bioactifs de classe B (HA synthétique) btoactifs
de classe A (45S5) pour remplacer I'os de l'oreill@moyenne [31].

Une autre application des implants en bioverre 45&&e a la fois sur les liens avec les
tissus mou et avec I'os, préserve la machoire dierga ayant subi I'extraction de leurs dents
avant la mise en place d'un dentier. Ce type d'anpl appelé ERMI (Endosseous Ridge
Maintenance Implant), développé par Stanley ef6él], est une injection moulée en forme de
cbnes de différentes tailles pour convenir a ldetdies racines des dents extraite (figure 8). Les
rayons X montrent que I'implant reste stable d&rsdpres plusieurs années et évite la résorption
de l'os sous le dentier. La survie d’'un implant ERbh verre bioactif aprées 10 ans est
considérablement plus élevé qu'avec d’autres intplaioactifs qui ne se lient pas au tissu mou

(figure 9).

Figure A-8: Implants de verres bioactif (45S5) etig utilisés pour remplacer les racines des dentsteaites. Les
rayons X montrent que I'implant reste stable dans’ds aprés plusieurs années et évite la résorptiored’'os
(Photo courtesy of Dr. David Greenspan, U.S. Biomateaais Corp.)
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L’application clinique la plus importante des verreioactifs se fait sous la forme de
particules qui sont placés autour des dents quieantine maladie periodontale, un probléme
clinique affectant une dizaine de millions de pase Le bioverre 45S5 amene rapidement a la
formation d’'un nouvel os. A cause de la vitesséodeation du nouvel os, les tissus épithéliaux
ne peuvent pas migrer sous la dent, ce qui estroiblgme courant si rien n'est utilisé pour
combler I'espace entre la dent et 'os en courgégmration. La jonction entre la dent et la

membrane periodontale est stabilisée par I'utibgatde particules de verres bioactifs ce qui
permet de sauver la dent.

Les mémes particules de verres bioactifs sontsagb dans bon nombre d’applications
cliniques ou une greffe d’os est requise pour cembl augmenter le processus de réparation
naturel de I'os. Dans le dentaire, un avantage lié réparation rapide de I'os par les matériaux
bioactifs est que la douleur est minimisée et lahnée est rapidement stabilisée. Des procédures

similaires peuvent étre mises en place pour augmedatmachoire lorsqu’il faut améliorer la
stabilité d’un implant dentaire.

Les particules de bioverre 45S5 sont égalemenisédgd pour des applications
orthopédiques comme des greffes d’os, les reprigakes de hanche et de genoux qui nécessitent
des chirurgies correctives et des fusions spin&les.découverte intéressante est I'hypothéese que
les verres bioactifs stimulent la proliférationidigpde I'os par activation de processus génétiques
contrdlés qui amenent a la production de facteersrdissance. L'os trabéculaire régénére par ces

processus osteoconducteurs, c'est-a-dire par lblearent du défaut osseux par des particules de
bioverre 45S5, est équivalent a I'os naturel.

1.0

Class A Bioactivity

Class B Bipactrvity

HA Cane laplasts
| Gl Borwesl}

Propontion of dental implants surviving (loss or dehiscence)

0.2 - | ! - 8 !
4] 20 40 o) 30 100 120 140
Implant age (manths)

Figure A-9: Survie d’'implant coniques en verre bioatif de classe A pour maintenir I'os alvéolaire comaré a
des implants de classe B (HA synthétique) [31].
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A-2-IV  Evolution des bioverres lors de traitements thermiques

La cristallographie des bioverres joue un role ingot sur leur bioactivité et leur
résistance mécanique. Un certain nombre d’étudeparté sur la cristallisation des bioverres en
particulier afin d’étudier son influence sur la ditivité du matériau (capacité a former une
couche de HAP). Des études portants sur des \arsgatie la composition ou la cristallisation
pour améliorer la résistance mécanique des biaverentrent que le bioverre 45S5 de L.L.
Hench parait étre le meilleur compromis en termidetionnalité et bioactivité [65,67-68].

Généralement, pour les études portant sur la tisstézon des bioverres, les échantillons
sont obtenus par synthese du verre dans un crdegefatine suivi du moulage dans un moule
préchauffé et d’'un recuit afin de libérer les tensi induites durant la trempe a l'air pour
permettre la découpe du verre (Exemples de reefié@stués Tableau 5).

Une analyse thermique différentielle (ATD) (Figut2) permet d’identifier entre autres

les températures de transition vitreuse Tg etrigpé@rature de début de cristallisation Tc [69-72].
Les températures obtenues lors des études portantles comportement du 45S5 traité
thermiquement sont recensées dans le Tableau Gsignesurée au niveau de la réaction
endothermique. Tc est la température a laquelleolmserve une rupture de pente du signal
AT=f(T). Cette température n’'est pas toujours facledétecter mais on peut comparer les
cinétigues de cristallisation en premiere approfioma en utilisant Tp, maximum du pic

exothermique de cristallisation.

Dans cet exemple d’ATD réalisé par ElI-Ghannawl.€72], il est possible d’identifier un
premier pic exothermique qui correspond a la dlistdion de la phase majoritaire identifiée
comme NaCaSisOg mais le second pic exothermique a 847°C n’esegpbqué.

1.5 759.58 °C

1.0 1

0.5

AT (°C)

Onset 545.83 °C

0.0
Tg B80.08 °C

T ] 1
200.0 300.0 400.0 8500.0 500.‘0 700.0 800.0 900.0 1000.0
Temoeraturs (°C}

Figure A-10: ATD du 45S5 [72]

ElBatal et al. [68]utilisent aussi une analyse dilatométrique du hi@/@our détecter la
température de transition vitreuse et la tempésaderramollissement Ts mais ne I'exploitent pas
pour étudier la cristallisation.
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D.C. Clupper et L.L. Hench [67] calculent I'énergiéactivation de la cristallisation qui
s’éleve a 350kJ/mol.

A la suite de ces analyses, des traitements thaasignt été effectués afin d’obtenir
différents taux de cristallinité. Ces traitemerdstgecensés dans le Tableau 5.

Recuit Traitement Thermique Taux de
phase
Etude L >
i i i i cristalline
Température Durée Température Durée Xer
Filho et al. o Nucléation Croissance Nucléation Croissance o
[74] 460°C 8h 550°C 680°C 150h 66-113min 8-100%
El-Ghannam 550-700°C o
[72] (Chauffage a 3°C/min) 1h 5-83%
Peitl et al. o Nucléation Croissance Nucléation Croissance 1000
[74] 460°C 8h 520-600°C 620-700°C 3-9000 min 5-70 min 5-100%
RENEE e G o Refroidissemen
il 430°C 2 20°C/h
[70]
El Batal et al. 470°C Refroidissemen Nucléation Croissance Nucléation Croissance
[64] a 30°C/h 548°C 770°C 7h 3h
Chatzistavrou
et al. 900,1200 et 1400°C
[65]

Tableau A-5: Recuits et traitements thermiques effectués lors ddifférentes études sur la cristallisation du
bioglas$’ 45S5.

Etude [72] [70] [67] [68] [69]
Vitesse de chauffe 5°C/min 10°C/min 2-25°C/min 10°C/min 10°C/min
Tg 550°C 530°C 550°C 500-550°C 560°C
Tc 608°C 550-597°C 670°C
o 685°C o o
Tp 760°C (25°C/min) 785°C 720°C

Leila

Tableau A-6 : Température de transition vitreuse (), température de début de cristallisation (Tc) et
Température du maximum du pic exothermique (Tp) obénus lors de différentes études sur le Biogld545S5

par ATD a dfférentes vitesses de chauffe.

La reconnaissance des phases cristallines en peesdans les échantillons traités
thermiquement s’effectue a partir d’analyse derdiffion des rayons X (DRX). La phase
majoritaire identifiee est N€aSi;Oq [63-64, 68-70]. EI-Ghannam et al. présentent pesses de
diffraction X en fonction de la température du Temient thermique (Figure 11) ce qui permet de
suivre I'évolution de la cristallisation qui comnoena 550°C puisqu’ils observent un taux de
cristallinité de 5% en volume apres un traitembatrhique d’'une heure.

ElBatal et al. [68] observent une phase secondans la cristallisation du 45S5 qui serait
NaCaSiOg. Cette phase a été aussi observée comme phaselaieeod’'un bioverre dont la

composition est proche du 45S5 [71]. Par aillevesict et al. [75] remarquent a la surface d'un
45S5, a la suite d’'un traitement thermique lon@@°8, la cristallisation de phosphate de calcium
dont la structure se rapproche de I'HAP.
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Aprés la transition vitreuse et avant la cristatiisn s’opére une séparation de la phase
vitreuse [68,72] lors de laquelle apparaissent gehases vitreuses immiscibles, I'une riche en Si
et I'autre riche en P. Cette hétérogénéité influela nucléation de la phase cristalline. El-Batal
al. pensent que la phase riche en P agit comme ddtewucléation alors que EI-Ghannam et al.
supposent plutét que la nucléation se fait a pdew agrégats de phase riche en Si. Juste apres la
séparation de la phase vitreuse, la germinatiola gdaase cristalline principale a lieu. Plus cette
étape sera longue plus on observera ensuite wetst cristalline fine et homogene.

® Na:CazSi30s

1 Xcr=83%
700C/th

650CIh

Xcr=45%

cadetib Xcr=8%
550°Cf1h Xer=5%
B G{untreated) w
CuK o
A i e A 1 1 A A 1 2 i A 1 e . 1
50 40 30 20

20

Figure A-11: Spectres de diffraction du bioverre 455 traité a 550°C, 600°C, 650°C et 700°C et de la réééice
non traitée thermiquement. Les spectres font appaiére la formation de Na,Ca,Si;Og avec des taux de
cristallinité de 5%, 8%, 45% et 83%.

Les photos (Figure 12) prises a l'aide de microscoptique par O. Peitl Filho [72]
montrent ce que l'auteur identifie comme la germiora de la phase cristalline le long du
traitement thermique a 680°C aprés une longue ét@paucléation comme indiqué dans le
Tableau 6.

Figure A-12: Photos de bioverres 45S5 aprés avoir subit un TT deistallisation & 680°C[67].

Leila Lefebvre 34
Thése en Génie des Matériaux / 2007
Institut national des sciences appliquées de Lyon



Etude bibliographique

Ce phénoméne de séparation des phases vitreusessiapaur effet d’augmenter la
viscosité du matériau ce qui sera intéressant derd’étude du frittage du bioverre 45S5. I
influence également la bioactivité du matériau.dés EI Ghannam et al., le phosphore présent
dans la phase riche en phosphore a une tendansdqpta a la dissolution que le phosphore
présent dans le verre parent.

Lors de la cristallisation, Ca et Si sont liés dlese cristalline alors que P reste dans la
phase vitreuse (démontré par analyse EDX de sugdadellement cristallisées [71]). Les ions
phosphates emprisonnés dans la phase vitreusglasrgolubles. Cette observation est générale
lors des études du relargage ionique du biover&546rs de son immersion dans du SBF. A
travers I'analyse du relargage ionique du 45S5fardints taux de cristallinité (Figure 28) on peut
noter que le relargage de Ca et Si diminue avetaug de cristallinité alors que celui de P
augmente méme si ce n'est pas significatif. Laasoon étant diminuée, la bioactivité du bioverre
est ralentie [72].

Par ailleurs la cristallisation augmente I'élecégativité de la surface ce qui limite
'adsorption de protéines a la surface du biovel@e. 'adsorption de ces protéines est
indispensable pour I'accrochage du tissu osseuxcxerie.

1

R

)
I
N

0 KX KA %
0 8 45 83

Crystallization (%)

Figure A-13: Concentration en ions Ca, Si et P aprammersion de bioverre 45S5 a différents taux de
cristallinité dans du SBF durant 24h [72].

La cristallisation du bioglass 45S5 a donc potetefe retarder la formation de la couche
d’HAP mais ne I'inhibe pas. Li et al. [76] remarguegue la couche d’HAC se forme seulement si
le bioverre présente plus de 90% de phase amo@a#pendant Peitl et al. [72] montrent que des
échantillons entierement cristallisés présenterdauthe d’HCA a leur surface.

Les études reéalisées par Peitl et al. [72-73] neotbien que 'amorce de la formation de
la couche d’'HAP est retardée avec le taux de pbastlline jusqu’'a un taux de 60% a partir
duquel ce temps reste constant (Figure 14).
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Figure A-14: Temps d'initialisation de la formation d’'HAP en fonction du taux de cristallinité du biovere
45S5.

La cristallisation du bioglass 45S5 retarde la fation de la couche d’HAC mais ne
l'inhibe pas. Donc ce n’est pas une barriére aeldgpement de la bioactivité de ce matériau. Par
ailleurs le temps d'initialisation de la formatide la couche d’HAC des bioverres reste inférieur
a celui de matériaux déja commercialisés commeilexcéramiques A/W ou I'HAP synthétique.
Par contre la cristallisation du verre doit largem@fluencer ses propriétés mécanigues ou son
pouvoir de résorption.

Conclusions et perspectives

Cette étude bibliographique montre que malgré tiedes diverses et variées réalisées sur
le bioverre 45S5 depuis une trentaine d'annéesidoeg de points restent peu ou pas étudiés. De
plus la plupart de ces études portent sur le bievébS5 sous forme dense ou de particules
grossiere, peu d’entre elles font mention de palgg fines de granulométrie inférieure a 10
microns.

Du point de vue des transformations structuralascdmposition réelle des cristaux
apparaissant lors du traitement thermique du biev#$S5 reste incertaine. A notre connaissance,
il n'existe aucune étude détaillée sur les parasetie maille de la phase cristalline principale
proposée et leur évolution avec la températurgyla également aucune donnée disponible quant
a la possibilité d'un contréle totale de la criksaltion. De plus, la position des ions phosphore
dans la structure et son influence sur les tramsftions sont encore inconnues. Enfin, les peu
d’études reéalisées en ce qui concerne l'influereadristallisation sur la bioactivité des bioeerr
se contredisent. Certaines mentionnent une inbibitotale avec la cristallisation alors que
d’autres montrent que cette transformation a petfet’sur la bioactivité.

Du point de vue des étapes conduisant a I'élalmradie blocs poreux, aucune étude
précise n'a été réalisée sur la dispersion desrpeude bioverre 45S5 et sur leur frittage.
L’influence des transformations structurales dweéeice 45S5 sur sa densification n’a jamais été
mentionnée. De plus, la totalité des méthodes lbéition de blocs poreux utilisant le bioverre
obtenus par la méthode traditionnelle, font appa¢s particules de polymeres pour introduire la
porosité ce qui limite les interconnections entoeep nécessaires a une bonne intégration des
substituts osseux.
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Enfin, du point de vue de la vérification de ladmmpatibilité par culture cellulaire, de
bons résultats sont obtenus sur des blocs denss®t@es mentionnent un prétraitement mais ne
'exposent pas avec précision. Sur des blocs polewissolution est plus importante et peut
entrainer un pH trop basique conduisant & une séarellulaire, le prétraitement devrait donc
logiquement s’adapter au type d’échantillon utiliééotre connaissance il n’existe qu’'une étude
de culture cellulaire sur des poreux mais les &dlars ne présentent que 59% de porosité alors
que celle-ci doit atteindre 90% pour que les bkmisnt utilisables en ingénierie tissulaire.
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Techniques Expérimentales - Introduction

INTRODUCTION

Cette partie traite des techniques expérimentdiésées dans les différentes étapes
nécessaires a I'élaboration et la caractérisatierbldcs poreux a base de bioverre. Des
procédés couramment employés dans le domaine daemigées ont été utilisés. Aprés
'optimisation du procédé de broyage permettanbtdpir une poudre de granulométrie et
morphologie contrélée, il est nécessaire de caisetécette poudre, notamment par la
connaissance de ses transformations structuraleswas de traitements thermiques et leur
influence sur le frittage du matériau. Puis, lagreudoit étre mise en suspension. Cette étape
nécessite I'optimisation des conditions de disperst de stabilité des suspensions. Lorsque
toutes ces études ont été réalisées, il est alossilpe d’obtenir des blocs poreux par
différentes techniques. Quatre méthodes d'élatmratnt été utilisées pour I'obtention de
blocs poreux : la réplication de mousse polyméimptégnation de préforme de PMMA, le
freeze casting et le gel casting. Les deux premigehniques nécessitent une optimisation du
taux de matiére séche a introduire dans les sugpsnafin d’assurer la pénétration de celle-
ci dans les préforme par exemple, ou d’assureiquaetité optimale de matiere sur les parois
des mousses. Dans ces techniques, la porositédestei par la présence du polymére qui sert
de matériau sacrificiel. Celui-ci est éliminé pareuétape de déliantage qui permet, par
pyrolyse, I'élimination du polymére. Ce procédé eusite une optimisation afin d’éviter une
fragilisation des poreux obtenus par un départ tapide du polymere. Le Freeze casting est
une technique qui permet de créer la porosité sagyagélation directionnelle de la barbotine,
par sublimation de la glace. La microstructure diegs poreux peut étre controlée par les
vitesses de congélation et par les taux de maséohe introduits dans les suspensions
initiales. La technique du gel casting, quant &,ellermet d’obtenir des crus facilement
usinables. Dans cette technique, la porosité esttangar introduction de billes de polyméres.
Enfin, la derniere étape du procédé d'élaboratiorbldes poreux est une consolidation du
matériau par un traitement de frittage qui permet densification des échantillons dans leur
forme finale. L'effet des transformations struckesasur la bioactivité du matériau ainsi que le
comportement biologiques des blocs poreux ainseralg sont étudiés par suivi de la
formation de la couche d'HAC et par des cinétiqgdesculture cellulaire. Ces dernieres
nécessitent la mise au point d'un protocole deiilt
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Chapitre B -1 : Synthése et caractérisation dudrev45S5

Syntheése des poudréd
|  Caractérisation du bioverre 4585

B-1-1
B-1-1
1) Caractérisation physico-chimiqye
a) Controle de la compositiotb
b) Caractérisation physiquks
c) Comportement thermiquér
2) Caractérisation structurad®

a) Diffraction des rayons X8
b) Spectroscopie Infrarouge a transformée de Fodfier

3) Caractérisation microstructurege
a) Microscopie électronique a balayag@

b) Microscopie électronique a balayage environnemeittal
c) Microscopie électronique a transmisskh

B-1-1 Synthese des poudres

La synthése du bioverre se fait par la méthodetimadelle, c'est-a-dire par fusion d’'un
mélange de poudres. Les différentes étapes peé@entvisualisées sur le synopsis ci-dessous
(figure 1). Des poudres de SION&COs;, CaCQ et BOs de haute pureté sont pesées et mélangées
afin d’obtenir le bioverre 45S5 (45 Si24.5 CaO0, 24.5 N®, 6 BROs en %massique). Une étape
de décarbonatation est réalisée a 950°C pendaheShransformations qui se produisent sont les
suivantes:

NaoCO; - NaO + CO
CaCGQ - CaO+CQ

Le mélange est alors porté a fusion dans un crersg@iatine a 1400°C pendant 4h de
facon & homogénéiser le mélange et a baisser isgiement sa viscosité afin d’assurer une
facilité de trempe. Le fondu est alors trempé dé&eu, il en résulte des fragments de verre.
Ceux-ci sont ensuite broyés dans un broyeur plaeétn milieu liquide afin d'éviter les
surchauffes locales pouvant induire la cristaligatu matériau. Nous avons choisi I'éthanol car
il ne dissout pas ou tres peu les particules deebie (contrairement a I'eau) et car ce solvant est
plus « propre », que I'acétone par exemple, d’untgite vue environnemental. Les conditions de
broyage (temps, type de bille et de jarre, rappwasse de billes sur masse de poudre) ont été
optimisées afin d’obtenir une fine poudre de diamédes particules centré sur 1,6 pm (voir partie
« élaboration de blocs poreux », chapitre 1). Wayéur planétaire (Retsch S100) a été utilisé.
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MELANGE DES POUDRES (SiO,,
Na,CO3, CaCQ;, P205)

v

DECARBONATATION
950°C - 5h

y

FUSION 1400°C — 4h

y

TREMPE
Dans I'eau

y

Broyage

y

POUDRE

Figure B-1: Synopsis de la synthése du bioverre

Il est également possible d’obtenir des blocs&odense de bioverre en réalisant une
trempe a I'air. Pour cette technique le mélangeldiosn 1400°C est coulé dans des moules
métalliques préalablement préchauffés a 200°C.r€ehpuffage permet d’'éviter une fissuration
des blocs par choc thermique.

B-1-1 Caractérisation du bioverre 45S5

1) Caractérisation physico-chimique
a) ContrOle de la composition

La composition des poudres a été verifiée par spsmipie a dispersion d’énergie et par
couplage torche a plasma-spectrométrie d’émisstomigque (Inductively Coupled Plasma —
Atomic Emission Spectrometry, ICP-AES Thermoéleujae type 3580).

La spectroscopie a dispersion d’énergie se réal#se un microscope électronique a
balayage a une distance de travail WD de 12 mmetension d’accélération des électrons de 20
kV. Elle permet d’enregistrer le spectre d’émissides échantillons de facon a identifier
'ensemble des raies et donc de reconnaitre laadis atomes sources présents dans le volume
excité par la source. L'analyse quantitative esembe par traitement mathématique du spectre
dont tous les éléments sont identifiés. Elle dotaeconcentration de chaque élément par
pourcentage de poids et évalue la concentratidfoxigde correspondant. Le degré de précision

de cette analyse (semi quantitative sans utilisat®témoins) se situe a environ 10 %.
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La spectroscopie ICP-AES permet d’identifier et dargifier tous les éléments de la table
périodiqgue dans des solutions a des teneurs tfésemres a 1 pg/l (ppb), elle est donc plus
précise que la technique précédente. Elle est éosdé trois stades principaux : la formation
d’atomes, leur excitation et I'’émission. Avant eation, toutes les liaisons atomiques doivent étre
rompues afin que le spectre d’émission atomiquees@mpt d’interférences. L'ICP-AES utilise
un plasma comme source d’atomisation et d’excitafitanalyse quantitative est ensuite conduite
en déterminant le spectre d’émission de I'échamtil(caractéristigue de chaque atome). La
premiere étape de l'analyse consiste a préparehdiillon. Pour analyser le taux de silice
présent, les poudres sont traitées par fusionimdcal 450°C avec un mélange de soude et de
nitrate de potassium. Pour le dosage du sodiungattium et du phosphore, les poudres sont
attaquées dans un bécher en téflon avec un méldiagéde (acide fluorhydrique, acide
perchlorique et acide nitrique). Puis, les acidast £vaporés et les résidus sont repris dans de
I'acide nitrique.

b) Caractérisation physique

Les propriétés de surface de la poudre de biowemé en grande partie responsables de
leur comportement au frittage et de leur bioacivit apparait donc important de caractériser ces
surfaces, entre autre par une mesure de surfacEiGpe.

Le principe de la méthode de la mesure de la sudpécifique d'un échantillon est fondé
sur la détermination du volume gazeux qui seraiegsgaire pour former une monocouche de gaz
adsorbé a sa surface. On utilise I'adsorption ssoge en multicouche d'un gaz a tres basse
température. D'aprés la théorie de Brunauer-Emrab&TBET), I'équation représentative de
l'isotherme d'adsorption s'écrit :

PIR__ 1 c-1P
V[1-P/R] V,cC V,CP

Eq B-1

Avec, V :volume adsorbé a la pression P
Po : pression de vapeur saturante du gaz a leétamope d'adsorption qui est 77 K
V@ volume de la monocouche
C : constante liée aux chaleurs d'adsorption étjdéfaction du gaz.

La représentation de cette fonction de (P/Po) #§kgn 1) est linéaire pour des valeurs
(P/Po) comprises entre 0,05 et 0,35 (domaine dditéatlu modele). Ceci permet de déterminer
Vet donc, de calculer la surface spécifique dédgtillon par la relation :

_ oV, N
VM

S

Eq B-2

Avec o : surface occupée par une molécule du gaz adsorbé
N : nombre d'Avogadro
Wu : volume molaire.

Cette mesure a été faite par la méthode BET 5 pant moyen d'un appareillage
Micromeritics ASAP 2010. L’adsorption est réalisdec du krypton a la température de l'azote
liquide. Avant la mesure, il est nécessaire de zi¥gbechantillon. Cette étape est réalisée 24h a
350°C. Lors de la mesure, le gaz est adsorbé\etllene de gaz adsorbé est traduit en « surface
occupée par le gaz adsorbé » et en m2. Connalissaratsse initiale de I'’échantillon, on remonte
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a la surface spécifique exprimée en m?/g. Des reesur des poudres brutes de 1,6 et 20 microns
ont été réalisées, ces tailles de particules éspectivement utilisées pour I'élaboration de ®loc
poreux, et pour I'étude du frittage et des tramsftions structurales du bioverre. Des mesures
ont également été réalisées sur des poudres deic26nsi traitées a 5°C/min jusqu'a 700 et
1000°C sans paliers.

La densité absolue du bioverre 45S5 a été mesaréeypnométrie hélium sur des blocs
coulés dense et des poudres traitée et non traibéesiiquement de bioverre. Cette mesure
permet de connaitre la densité absolue d’'un matéaas le cas ou il ne comporte pas de porosité
fermée. Elle servira de base aux études sur tadet

c) Comportement thermique

Le comportement thermique des poudres de biovergb 46été déterminé par analyse
thermique différentielle (ATD) et analyse enthalpqdifférentielle (DSC). Ces deux types
d’analyse étant couplées a une analyse thermogéaviue (ATG).

L’ analyse thermique différentielle couplée a unealgse thermogravimétrique
(SETARAM TG-ATD 92, Caluire, France) a été réalisée 20 mg de poudre introduits dans un
creuset en alumine et sous une atmosphére de 2080%l Q. Le comportement globale des
poudres de bioverre a été étudié par traitementnifjee jusqu’a 1300°C a 5°C/min. L'influence
de la taille des grains sur les transformation®tstiée sur des poudres de diametre de particules
de 1,6pum, 20um, 630um et 1,5mm dans les mémes conditions de montéenapetature. Des
cinétiques non isothermes de transformations ohtrétlisées jusqu’a 1000°C a des vitesses
comprises entre 1 et 20°C/min. Le taux de transétion par cristallisation en fonction de la
température a été déterminé par I'équation :

]Hf(T)BiT
o (T)=| 22— Eq B-3
ij (T) T

Ou H est le débit de chaleur qui dépend de la diffexate température entre I'échantillon et la
référence, T la température eld température de fin de cristallisation

L'analyse enthalpique différentielle couplée a analyse thermogravimétrique (TG-DSC

111, gaz sweeping circuit) est réalisée sur la mémsse de poudre et dans la méme atmosphere
gue ci-dessus pour confirmer le comportement glulds poudres. De plus, des cinétiques
isothermes de transformation sont étudiées en&2t 680°C (domaine de cristallisation de la
phase principale) sur 10 mg de poudre. Les échlargilsont soumis a un premier chauffage
jusqu’a 460°C a 15°C/min, suivi d’'un palier de 1t rafin de stabiliser la température et a un
second chauffage a 50°C/min jusqu’a la températasirée. Le matériau subit alors un traitement
isotherme de 1h30. L’aire totale du pic exotherraigle cristallisation est alors mesurée pour
chaque température. L’aire du pic a un temps t poa température donnée normalisée par l'aire
totale est calculé afin d’obtenir le degré de atisiation a température et temps donnés et donc
d’établir des courbes TTT (Température-Temps-T@nsitions). Le degré de transformation a
un temps et une température donigg) est calculé par I'expression suivante:
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ij(t)mt
ar (t) =| — Eq B-4
[H ()t

T

Ou H est le débit de chaleur, t le temps¢éatdurée du palier a une température donnée
(i.e. 1h30).

2) Caractérisation structurale

a) Diffraction des rayons X

Le broyage du verre est tres énergétique et peuiren une cristallisation partielle de la
poudre de bioverre, c'est-a-dire la transformatanverre en vitrocéramique. Il apparait donc
nécessaire de contrdler la structure cristallireptaidres obtenues avant traitement thermique par
diffraction des rayons X. Puis, apres traitemerdrrtiique de poudres, il est indispensable
d’identifier les phases cristallines en présendewgtévolution avec la température. Le traitement
thermique a été réalisé a 5°C/min jusqu’a des teatpes comprises entre 550°C et 1000°C.

Pour ce faire, nous avons utilisé la techniqueitfeadtion des rayons X (diffractometre
vertical Rigaku). Les échantillons utilisés sontewmlus par pressage d’'un mélange de poudre de
bioverre et d'un liant (10% PEG 1500) en comprineéldcm de diametre. Ces comprimés sont
alors analysés entré®2= 10° jusqu’'a ® = 90° a 5°/min avec un pas de 0,5 pour les poudres
traitées et non traitées thermiquement. Puis, paudétermination plus précise des phases
cristallines et de leur évolution, les échantill@mmnt étudiés dans le méme domaine angulaire a
0,2°/min avec un pas de 0,02. Une analyse de Rigtetle calcul de la taille des cristallites ont
été réalisés sur les diffractogrammes obtenuse&sat lente. La taille des cristallites de la phase
principalea différentes températures, a été estimé par ltéaquele Scherrer appliquée aux pics de
maximum d’intensité:

klA
¢l[tosd

B= Eq B-5

OUP est la largeur a mi hauteur du pic corrigé defgdur expérimentalé,est la taille
des cristallites en métreks a longueur d’onde de la raie,Kdu cuivre (1, 5406. 1 m) et k la
constante de Scherrer égal a 0,89.

L’analyse de Rietveltd & été réalisé par l'interiaid du logiciel WINPLOTR afin
d’évaluer les parametres de maille de la phasecipete. Les diffractogrammes réalisés a
différentes températures ont été comparés au diffgpamme théorique de pMeaSpOs établi a
I'aide de la structure déterminée par Oshato anki [

La diffraction des rayons X a été utilisée égaletmgour caractériser I'évolution du
pourcentage de cristallisation des poudres. Diastigues isothermes de cristallisation a 550 et
580°C ont été réalisées sur des compacts de paasre un dilatométre avec une montée de
80°C/min pour des temps de palier allant de 1h ld T@s échantillons obtenus sont ensuite
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analysés sans ajout de liant par diffraction demayX pour remonter au taux de transformation
en fonction du temps par I'équation :

I fc(t) =1 fc(am)
- | . (crist) -1 . (am)

Eq B-6

T

Avec : o7 le pourcentage de transformation, (t) l'intensité du fond continu pour des
échantillons traités a un temps g, (am) l'intensité du fond continu du bioverre amuepet
(crist) I'intensité du fond continu d’'un échantilayant atteint son maximum de cristallisation
possible (80% [2])

b) Spectroscopie Infrarouge a transformée de Fourier

La base de Ila spectroscopie infrarouge est quesdiabion de radiations
électromagnétiques dans le domaine infrarouge inché transition vibrationnelle. En effet, les
radiations infrarouges de nombres d’ondes compitieet00 et 4000 ctsont absorbées par une
molécule en tant qu'énergie de vibration molécelaiCes absorptions sont quantifiées en
mesurant le rapport de l'intensité transmise suatdhsité incidente en fonction de la fréquence
(ou du nombre d’onde); la fréquence d'oscillati@pend des atomes et de la force de la liaison.

3]
Les vibrations peuvent se traduire par:

- Une élongation c'est-a-dire une variation de ltadise inter atomique
- Une déformation angulaire, c'est-a-dire une vammtde l'angle entre deux liaisons
adjacentes.

Les groupes d'atomes ou au moins deux atomes samtigues ont deux modes
d’élongation et deux modes de déformation angylayenétrique et asymeétrique. De plus, les
déformations angulaires peuvent étre dans le plamays du plan. Les difféerences de modes
vibrationnelle des molécules induisent un positemant des bandes de vibration différent sur le
spectre infrarouge.

Seules les vibrations impliguant une variation denmant dipolaire de la molécule
s’observent en infrarouge. En conséquence, leatidms de liaisons polarisées donneront lieu a
des bandes intenses et les bandes de liaisons alarsges seront peu ou pas visibles sur le
spectre.

Un spectrométre infrarouge a transformée de Foyf@iR) (Nicolet Magna-IR 550
spectrometer, Madison, Wisconsin) a été utilisé. ¢@mposeés solides sont généralement analysés
par I'intermédiaire de pastilles pressées de KBitexmant de I'ordre de 1% de produit a analyser.
Cette analyse a été réalisée sur des poudres letutestées thermiquement entre 600 et 1000°C.
L'interprétation des spectres se fait par I'intediaée de tables donnant la correspondance entre
les bandes observées et les liaisons chimiquesmiessdans le matériau.
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3) Caractérisation microstructurale
a) Microscopie électronique a balayage

Nous avons utilisé un microscope électronique ayagle (MEB, FEI XL30) & 20 kV en
mode électrons secondaires pour la caractérisatiorostructurale de nos échantillons. De par
cette technique, la morphologie et la microstrietwles poudres initiales et traitées
thermiquement ont été observées. Les poudres éntigtalisées telles qu’elles ainsi qu’aprés
enrobage dans une résine. Afin d’assurer une condécélectronique correcte et donc d'éviter
les phénomenes de charge, les échantillons sootiveds d’'une couche d’or de 25 nm. Pour
observer la microstructure interne de grains dedpotraités thermiquement, un amas de poudre
est enrobé dans une résine a prise lente, pplapier SiC (P600-P1200) puis avec des particules
de diamant (6-3-um) et une alumine colloidale basique. Un dépbtaitbane est ensuite réalisé.

b) Microscopie électronique a balayage environnemental

L’effet des transformations sur la microstructurendgrain de poudre a été observé par
microscopie électronique a balayage environnem¢B®&EM, FEI, XL30, Eindhoven, Pays bas),
avec chauffagen-situ. Afin de faciliter les observations, des grains peidre plus gros (de
'ordre de 10 pm) sont introduits dans un creuseplatine placé sur une platine chauffante. lls
sont alors traités thermiquement jusqu'a 950°C @/rdin, avec un palier de 1h a 460°C pour
stabiliser la température, sous atmospheére de vafeau a 1,9 Torr (250 Pa) dans le microscope.
Cette atmospheére permet de faciliter I'imageriett€€échnique nous a également permis de
suivre un phénomene directement lié au frittagdodaation d’'un cou entre deux particules. Le
cycle de montée en température est le méme quédméenent. Des poudres de granulométrie
centrées sur 1 et 20m ont été utilisées.

c) Microscopie électronique a transmission

La microscopie €électronique a transmission conwentlle (JEOL 200CX) a été utilisée
afin de visualiser I'effet des transformations stanales sur des poudres traitées a 700 et 800°C.
Les poudres sont préalablement broyée avec un enoetm alumine monocristalline, puis
dispersées dans de I'éthanol. Une goutte est endéftosée sur une grille en cuivre recouverte
d’'un film de carbone. Le séchage laisse des p#&tdndividualisées déposées sur le carbone.
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2) Caractérisatiob1l

B-2-I Etude de la densification du bioverre 45S5

1) Etude dilatométrique

a) Dilatometre horizontal

L'influence des transformations structurales sur rédrait des échantillons a été
préalablement étudiée sur des blocs denses obfesudgrempe dans des moules en acier
inoxydable préchauffés a 200°C. Ce type d’échamtilexempt de pores, permet de s’affranchir
des processus de frittage. Les mesures ont étéa@salsur un dilatometre horizontal (Adamel
Lhomargy de type DI22). Le support et la tige dedespositif sont en silice. Ce dilatometre
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permet donc de travailler jusqu’a des températdee$000°C sans que le dispositif ne subisse de
dilatation significative. Les dimensions des blotidisés sont 3x0,5x0,5 cinPour s’affranchir

au maximum des effets de la transition vitreusemdtériau (enfoncement du palpeur dans les
échantillons), température a laquelle la viscdsitiése considérablement, des cales en silice ayant
des dimensions semblables a la section verticalécantillon ont été placées entre le palpeur et
le bloc de bioverre. Ceci permet de palier a |#d#ihce de dimensions entre le palpeur et les
échantillons. Le retrait subi par I'échantillon edbrs mesuré en fonction de la température
jusqu’a 900°C. Avant tout retrait I'’échantillon dans un premier temps subir une dilation dont le
coefficient est obtenu par la pente de la droitgespondant au retrait relatif en fonction de la
température. Le coefficient de dilatation de larodéramique peut étre obtenu de la méme
maniére sur la droite correspondant au refroidieserde I'échantillon.

b) Dilatomeétre vertical

La dilatométrie verticale (dilatometre vertical SERAM) a été utilisée pour mesurer le
retrait relatif d'un compact de poudre en fonctdmla température. La différence principale de
cet appareil par rapport au dilatométre horizoestlsa moins bonne précision sur I'obtention des
coefficients de dilatation des échantillons. Cesitps’expliquer car dans ce dispositif, le support
et la tige sont constitués d’'alumine. Cette céramigubit une plus grande dilatation thermique
que la silice mais permet, en revanche, de travadl des températures plus élevées. Des
comprimés (10 mm de diamétre et 7 mm d’épaisseatBnois par pressage uniaxial de poudre a
150 MPa ont été utilisés. Les mesures ont ététaffes sous une atmosphéere composée de 80%
d’air et 20% d’azote et sous une charge de 5 MBateE les poudres utilisées pour cette étude
ont été préalablement recuites a 460°C pendarafBhde limiter I'effet des contraintes internes
présentes dans la poudre suite au broyage.

Dans un premier temps le comportement généralithagie de poudres de bioverre a été
étudié sur des poudres de 1,6 microns & 5°C/mqujasL000°C. Puis, I'influence de la vitesse de
chauffe sur le retrait subi par I'échantillon a étédiée a 1, 10 et 15°C/min. A partir des réssiltat
obtenus, c'est-a-dire du retrait relatif de I'édfiemm en fonction de la température, la densité
relative a chaque température a été calculée grosapt le retrait isotrope et faible.

o = s Eq B-7

- AL
V.(1+3—
((1+ I_0)

Afin d’étudier linfluence de la taille des grainsur le frittage, des mesures
dilatométrigues a 5°C/min jusqu'a 1000°C ont étélisées sur des comprimés obtenus par
pressage de poudres ayant une granulométrie dac20ns Ces résultats sont alors comparés a
ceux obtenus pour des poudres de 1,6 microns.

En outre, des cinétiques isothermes de radmibh ont été réalisées a des températures
comprises dans les domaines 550-570°C et 850-9208C dilatométrie. Ces domaines
correspondent aux deux principaux stades de deaisifn du bioverre. Les comprimés de poudre
sont portés a 80°C/min a la température désirée upupalier de 5h est réalisé.

c) Mesure de densité

Les matériaux frittés ont été caractérisés par reede densité geéomeétrique et par la
méthode d’Arthur fondée sur le principe d’archiméde taux de densification est donné par le
rapport de cette densité sur la densité théoriguaatériau lorsque la composition est connue.
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7(%) = 100 Jnesuee Eq B-8

théorique

2) Caractérisation mécanique

Les propriétés mécaniques ont été évaluées pais dasmiliens sur des compacts de
poudre presseés et traités thermiquement (5°C/miutijfférentes températures comprises dans le
cycle de densification de blocs poreux. A cet efigie machine de compression Instron
électromécanique 8502, equipée d'une cellule de &lkdié utilisée. Ce type d’essai permet, en
appliqguant des forces de compression sur des élbbrstsphérique (pastille) posés sur leur
tranche, de mesurer les efforts de traction s’gpplit au milieu des échantillons (figure 5).

La contrainte maximale a la rupture s’évalue paguation suivante [4] :

—_ 2X Fmax

0' = ar
r Eq B-9
TXLx®d d
Avec o, la contrainte maximale a la rupture (en traction)
Fhax 1a force maximale appliquée avant rupture
L I'épaisseur de I'’échantillon
® le diametre des pastilles

F appliquée

,

o traction

?

F appliquée

Figure B-2 : principe de la mesure par essai brésin

B-2-1l  Reéalisation et caractérisation des suspensio  ns de poudre

1) Mise en suspension

Les poudres de bioverre utilisées pour la réatinatitérieure de blocs poreux sont mises
en suspension en milieu aqueux et dans I'éthanes €lispensions sont caractérisées par un
pourcentage massique de matiere seche et de 1f¥ibils et %Mhiiey), €1 UNE teneur massique en
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dispersant D (en % en fonction de la masse de pdnthoduite ou en M@agjuvanM? de poudrd. L€
pourcentage de matiére seche est défini par laacela

%M, + %M =100% Eq B-10

milieu
Les solutions de dispersant ont une concentraga?bd massique. Le calcul des masses
de dispersant est alors donnée par :

=MD Eqg B-11
m, 5 q

Avec m, la masse de poudre introduite gf lm masse de dispersant qui rend compte de la
masse de molécules actives.

Lorsque la morphologie des poudres change, par @eeéncause d’un changement de
taille des particules de poudre de bioverre, iliedispensable de connaitre la surface spécifique
des différentes poudres afin de pouvoir déduirdpration de la masse de matiére seche a mettre
en suspension () la valeur de surface d’adsorption totale demgrés,). Le calcul de masse de
dispersant est alors donné par :

szrr!)x %ET

m, = § % D= mx Gerx [ s

Avec D exprimé en Mgadjuvan{M? de poudre

Les taux d’eau et d’éthanol contenus dans legisnkide dispersant doivent étre
comprises dans le taux de milieu (%iM.)

La mise en suspension correspond a une étapederoyélange réalisée en introduisant
les constituants (poudre, milieu de dispersiompatisant) dans une jarre en polyéthyléne de 250
ml. Le broyage est assuré dans un premier tempdgsabilles en agate de 5 mm de diamétre. Le
tout est placé sur un broyeur a boulet a des taigfinis par I'expérience. Le rapport entre la
masse de bille et la masse de poudre est prisactret €gal a 5. Des billes en zircone de 2mm
seront ensuite utilisées a cause des résultatsusblers des études réalisées.

2) Caractérisation des suspensions

a) Comportement rhéologique

Le comportement rhéologique d’'une suspension etnaben tracant la contrainte de
cisaillement en fonction de la vitesse de cisailatm =f(v.). Pour déterminer expérimentalement
la loi T =f(v¢), un viscosimétre a cylindres coaxialtkagke VT-50La été utilisé. Il est constitué
d'une cellule typeNV comportant un cylindre fixe (stator) et d'un cgli@ mobile (rotor), entre
lesquels la barbotine est injectée et subit leil@sa@ent durant la mesure. La contrainte de
cisaillement est mesurée pour différentes vitedsagsaillement imposées par le rotor.

Le cycle de mesures suivant a été adopte :
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- rampe de montée en cisaillement de 0 & 1530@rs2 minutes
-1 minute de mesure & 1500 s
- descente de 1500 a ®en 2 minutes

Deux types de viscosités peuvent étre déduites réir pe ces résultats : la viscosité
réelle représentée sur la figure A (pente de lgeate a la courbe =f(v.) a une vitesse donnée,
d1/dVy), et la viscosité apparente représentée surulaefig ( angle formé entre I'axe des abscisses
et la droite reliant I'origine a la courlie=f(v¢) & une vitesse donné#,v,).

Le logiciel de viscosimétrie calcule la viscosifparente en fonction de la vitesse de
cisaillement.

6 6
41— 4 —
- - /
& r & T
=4 =
2+ Y.
0 1 I 1 ‘ 1 I 1 0 1 I 1 I 1 I 1
0 400 800 1200 1600 0 400 800 1200 1600
D(s™) D(s)

Figure B-3 : Mesure de la viscosité réelle (A) et garente (B)

b) Mesures de potentiel zeta

Le potentiel zeta est une mesure des chargeswafées des particules. Les charges des
particules peuvent étre contrblées en modifiantcéemposition chimique du liquide de
suspension. Ces modifications incluent, entre alérehangement du pH ou le changement des
especes ioniques en solution. [5]. La mesure denpiel zéta permet de comprendre et de
contrdler les suspensions colloidales.

Le modéle de la double couche électrique est @tiisur visualiser I'environnement
ionique d’'un colloide chargé et expliquer commest forces répulsives apparaissent. Il est plus
aisé de comprendre ce modele en tant qu'une ségubétapes se déroulant autour d’un unique
colloide chargé négativement lorsqu’il est soudart dépouillé de ses contre ions. On regarde
dans un premier temps l'effet du colloide sur tessipositifs en solution. Initialement, I'attractio
due au colloide négatif induit la formation d’uneuche d’ions positif autour de la surface du
colloide, cette couche est appelé la couche da&.Stersque d’autres ions positifs seront attirés
par le colloide, il y aura répulsion par la coudeeStern ainsi que par d’autres ions positifs qui
tentent de s’approcher du colloide. Cet équilibreaghique donne alors naissance a une couche
diffuse de contre ions. Cette couche, tres conéerprés de la surface du colloide, devient de
moins en moins dense lorsque qu’on s’éloigne drittace jusqu’a ce qu’elle forme un équilibre
avec la concentration du contre ion en solutionlidverse, & cause des phénomenes de
répulsions, il N’y aura aucun ion négatif au vaagja de la surface du colloide. Leur concentration
augmentera progressivement avec la distance, iessfoépulsives du colloide étant écrantées par
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les ions positifs, jusqu'a ce que I'équilibre siét nouveau atteint. La couche diffuse peut étre
visualisée en tant qu’une atmosphére chargée emtbler colloide (figure 4).

Contre ion positif >»
Co ion négatif @ o° O

Colloide trés 00O
négatif O 000 o ©

o0,

OO 5 o o O
Couche de Stern 0O (@)

O O ° @) o
Couche diffuse = oO 0~ O @)
O O
O © 0o

ion en équilibre
avec la solution

Figure B-4 : Deux visions de la double couche : A gahe, le changement de densité de charge autour du
colloide ; a droite, distribution d’'ions positifs & négatifs autour du colloide chargé

La densité de charge a une distance quelconglee sieface est égale a la différence de
concentration des ions positifs et négatifs enaistpLa densité de charge, importante au proche
voisinage du colloide, diminue progressivementui&sg annuler lorsque les concentrations des
ions positifs et négatifs s’égalisent. Les conioes de la couche de stern et 'atmospheére chargée
de la couche diffuse constituent la double coudeet®nique. L’épaisseur de cette couche
dépend du type et de la concentration des ionslatia.

La double couche est formée afin de neutraliseol®ide chargeé. Il existe un potentiel
électrocinétique entre la surface du colloide etpmint quelconque dans la masse de la
suspension. Cette différence de voltage, de I'oddrenillivolt, est connue en tant que potentiel de
surface. L'amplitude de ce potentiel de surfaceceg€lée aux charges de surface et a I'épaisseur
de la double couche. En partant de la surface,otenpel diminue quasi linéairement dans la
couche de stern, puis exponentiellement a trawerliche diffuse, se rapprochant de zéro au
passage de la liaison imaginaire de la double @uch courbe de potentiel est tres utile car elle
indique I'intensité des forces électriques entie particules et la distance a laquelle ces forces
rentrent en jeu (Figure 5).

Une particule chargée se déplacera a une vitessedfins un champ de potentiel. La
mobilité des particules est reliée a la constamgéectrique, la viscosité de la suspension et au
potentiel électrique a I'interface entre les paites en mouvement et le liquide. Cette interfate es
couramment définie comme le point de jonction elatreouche de Stern et la couche diffuse. La
couche de Stern est considérée comme étant rigidesttachée au colloide alors que la couche
diffuse ne I'est pas. Par conséquent, le poteélsgitrique a cette interface est reliée a la nitébil
des particules et est appelée potentiel Zgta (
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Figure B-5 : Potentiel zéta en fonction du potentiaede surface ; La relation entre le potentiel zet&t le potentiel
de surface dépend du taux d’ions en solution

La mesure du potentiél sur des suspensions concentrées a été réalisée teahnique
d'accoustophoresées techniques conventionnelles (électrophorésesureat, par des moyens
optiques, la vitesse a laquelle les particuleségtadent sous I'action d'un champ électrique. Pour
cela, les milieux doivent étre suffisamment dilpé&sir permettre le passage de la lumiére. Les
résultats sont alors difficilement extrapolabled'é@aboration des céramiques, qui nécessite
I'emploie de suspensions a fort taux de matierees@caccoustophorése, utilisée dans cette étude,
permet au contraire d'effectuer des mesures dansydemes opaques, a fort taux de matiere
seche, car elle mesure la vitesse des particulescerillant des sons plutdt que de la lumiere. En
effet, sous l'action du champ électrique, les palds vibrent a une fréquence dépendant de leur
charge électrigue. Ce mouvement génére des ulsaganpermettent de remonter a la vitesse des
particules, puis au potentiel zéta [5].

Les mesures ont été réalisées au centre SPIN del¢e Mines de St Etienne. L’appareil
utilisé est uracoustosizer Il, de Colloidal Dynamidsors de cette étude, le taux de matiere seche
massique utilisé est de 35 %. Des mesures aveanst dispersant ont été réalisées Le taux
massique couramment utilisé pour I'élaboration e poreux est de 45 a 55%. On peut donc
S’attendre a de légéres variations lors de la erisgratique.

c) Mesure granulométrique

La méthode la plus directe pour caractériser lagiglemération des suspensions est la
mesure granulométrique. La présence d’agrégatsl efgglomérats dans les suspensions se
visualiserait par une distribution multimodale atime distribution moyenne de taille plus élevée.

Les distributions de taille des particules ontd&terminées par mesures granulométriques
sur un granulometre a diffraction ladéalvern Mastersizer 2008n milieu liquidell est possible
d’obtenir les parametres caractéristiques de la granulomdtuee poudre : par exemple, le
D(0,5) la taille médiane des particules, le D(Gfl)e D(0,9) la taille au dessous de laquelle se
trouve respectivement 10% et 90% du volume de sdeteparticules. Le résultat exprimé est une
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distribution en volume. Pour une particule dond@ppareil donne le diamétre équivalent d'une
sphere ayant le méme volume. Il est souvent nécesiacoupler ces mesures a des observations
morphologiques de maniere a s'affranchir des esrdues a des particules a facteurs de forme
élevés (ce qui n’est pas le cas dans notre étude).

B-2-1ll  Elaboration et caractérisation des pieces m  acroporeuses

Ce chapitre vise a présenter les techniques d’'edéibn des blocs poreux a base de
bioverre qui permettraient de régénérer 'os etrd’&cilement manipulables par un chirurgien.
La structure idéale doit contenir a la fois desropores (inférieurs a 1 micron) pour permettre
I'accroche des cellules et des macropores (supeéri@d 00 microns) afin d’induire I'intégration
de I'mplant par une possibilité de vascularisatthn matériau [6]. La structure doit également
étre interconnectée pour assurer le transport digsnents et des cellules lorsque le substitut est
implanté [7]. |l existe plusieurs maniéres d'élayodes blocs poreux. La plupart de ces
techniques font intervenir I'ajout d’'un polymere tamt que matériau sacrificiel. Le probléme
majeur de l'ajout de polymére sous forme de pdegundépendantes est I'absence ou la
réduction des interconnections dans les porewuXin€’est pour cette raison que nous avons
choisi d'utiliser des préformes de polymere tell® gles mousses en polyuréthane et mélamine,
ainsi que des billes de PMMA frittées. Un autre erogle création de la porosité est I'utilisation
de la technique du freeze casting qui consistengeter une barbotine et a sublimer la glace, cette
méthode sera développée plus amplement ci-desMalgré les inconvénients de I'ajout de
particules de polymere, nous avons essayé aussiteehnique en combinaison avec celle du gel
casting puisque cette derniere permet une usit@biis crus plus facile que les autres techniques.

Le but de cette étude sera de comparer ces difésrémchniques d’élaboration de poreux
en terme de faisabilité, taux de porosité, tails gores et architecture. On dégagera notamment
les limites expérimentales de ces différents préséd

1) Techniques d’élaboration

a) Imprégnation de mousses

Le principe de cette technique est d'imprégner moeisse polymére avec une barbotine
de bioverre. Plus cette barbotine sera visqueupkigil y aura de matiere qui adherera au parois
de la mousse. Aprés déliantage, c'est-a-dire caiobude la mousse, il ne reste plus qu’une
répligue en positif de la mousse [8]. Cette stmecte faibles propriétés mécaniques doit alors
étre soumise a un traitement thermique de frittage.

La réalisation de poreux obtenus par cette teclenimficessite donc une optimisation de la
viscosité des barbotines, de l'imprégnation, duadéhge et du frittage. On tentera également
d’optimiser les propriétés mécaniques des poreuxrpprégnation successives et en jouant sur
les caractéristiques de la barbotine de départ.

Deux types de mousses ont été utilisés : des moaskase de mélamine (taille des pores
de 120 microns) et de polyuréthane. Pour ces demji&ois tailles de pores, compatibles avec les
besoins des substituts osseux, ont été mises erecel®0 a 250 microns (petits pores, 75 ppi),
250 a 500 microns (moyens pores, 45 ppi) et 50000 Inicrons (gros pores, 20ppi). L'unité
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« ppi » généralement utilisée pour définir la paéodes mousses correspond au hombre de pores
par unités de longueur, le pouce (inch).

Les mousses de dépaht étéimprégnées manuellement. L’excédent de barbotihe es
enlevé par pressions successives jusqu’a ce geeapltune matiére ne soit susceptible de partir.
Cette imprégnation s’effectue trois fois avec uche@e de 10 min entre chaque imprégnation. Le
principe de base de 'imprégnation est schématiséagigure 6.

ﬂ /\ N \/\ /\ lml;lCTSi(l)l‘l de la mouss¢
\/ \A /\/ \/ ans la suspension

Pressage

|

2 ’ =3 = X Pressage de la

ﬁ mousse impregnee

Pressage

3 O
@ /é\o Formation des films

Lors de la relaxation de
la mousse

Films de suspension

Figure C-6 : Principe de I'imprégnation de mousse

Aprés 72h de séchage a I'ambiante, les mousseggm@es sont déliantées. Le cycle de
déliantage a été déterminé par I'analyse thermagétvique (ATD/ATG) des deux mousses. Les
zones d’'intérét sont celles ou la perte de madda efus rapide. Le contrble de ces dernieres est
crucial pour lintégrité des poreux. L'utilisatiaiun mauvais cycle de déliantage induirait une
forte fissuration des échantillons di a un dépap tapide du polymere.

La température de densification des poreux a é&rdinée par l'intermédiaire de I'étude
sur la densification des poudres de bioverre.

Enfin, 'optimisation du procédé d’imprégnation meusses a porté sur :

- I'ajout de liant en vue d’augmenter la viscosit&é darbotines et donc de retenir plus de
matiéere sur les parois de la mousse

- le pH de la barbotine pour optimiser la dispersies pgoudres

- la double imprégnation en vue de combler les défandés par le départ de la mousse.
Celle-ci c’est effectué sur des mousses apresniétja et apres frittage.

b) Utilisation de billes de PMMA

Des billes de PMMA de granulométrie comprise er®® et 1000 microns ont été
utilisées dans un premier temps par mélange siay#e une barbotine. Puis des préformes ont
été realisées.
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Les préformes de billes de PMMA peuvent étre réalisde deux manieres différentes :
par voie chimique ou par voie thermique. La voiersfue consiste, par utilisation d’acétone, a
créer une dissolution contrélée de la surface désskafin de les coller et ainsi d’obtenir une
structure poreuse [9]. La voie thermique, quaatié, permet de fritter un empilement de billes
de PMMA. Aprés imprégnation de la suspension de dsiey séchage et déliantage, seule la
matiere déposée sur les parois de ces empilemests présente : on obtient un négatif de
'empilement de départ

La voie chimique nécessite une étude approfondie, nppanque de temps, nous nous
sommes donc essentiellement concentrés sur ladeamie. La premiére étape du procédé est
'obtention d’'une préforme correcte par optimisatides conditions (température, temps) de
frittage.

Puis, il faut optimiser les suspensions avec lelegiles préformes seront imprégnées. Le
cycle de déliantage est défini, dans un premierpgenpar lintermédiaire de I'analyse
thermogravimétrique du PMMA a 5°C/min sur 70 mgodkes.

c) Freeze casting

La technique de freeze casting consiste a congele barbotine de maniere
directionnelle, sur un doigt froid placé dans @adte liquide, et sublimer ensuite la glace dans un
lyophilisateur. Le taux de porosité des poreux p&Eue modulé par le taux de matiere seche
utilisé. La vitesse de refroidissement joue suralde des pores et sur I'architecture des poreux
[10].

Le montage de base utilisé pour la congélatiorbdésotines est présenté sur la figure 7.

Introduction
barbotine
Moule en
aluminium
Support en
aluminium
Azote liquide ————
Ethanol
Doigt en <€— Enceinte
Cuivre

Figure B-7 : Montage utilisé pour la congélation déda barbotine

Des éléments chauffants et des thermocouples rédiesupport et le moule en aluminium
a un dispositif de controle de température. Ce adisib permet de contrdler la vitesse de
refroidissement.
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Aprés congélation des barbotines sur le doigt frb&hu contenue dans les échantillons
est sublimée dans un lyophilisateur. En sortieydphilisateur, les poreux subissent un traitement
thermique de frittage

d) Gel casting

Les essais ont été effectués au politechnico dénTdans le laboratoire dirigé par le
professeur Laura Montanaro en collaboration avedavigela Lombardi. Ce stage a été financé
par une bourse Egide.

Le principe de cette technique est d’'introduiresdane suspension de poudre céramique,
un agent qui va polymériser, soit par action d’barggement de température, soit par ajout d’'un
réactif, et qui va conférer une grande tenue méoanaux crus obtenus [11].

Pour les suspensions a base de bioverre, nous eloiss d’utiliser de la gélatine animale
qui présente lI'avantage de n’étre pas toxique comanpupart des autres agents précurseurs de
polymérisation.

La gélatine utilisée se présente sous forme de fooeidres mise en suspension a chaud
(40°C) dans de l'eau. Elle est constituée de ckafrdypeptidiques qui vont s’arranger en un
réseau tridimensionnel lors du refroidissementsispensions [12]. Cette gélification se produira
pour des suspensions ayant un pH inférieur a 10.

Le probleme des poudres de bioverre en suspenstdewr dissolution qui induit un pH
basique (pH = 12) de leur environnement. La susperest alors trop basique pour permettre la
gélification, il est donc nécessaire d'utiliser tampon. Deux tampons ont été sélectionnés et
utilisés : NHCI et NH,OH. Bien que les suspensions présentent globaleamepH inférieur au
seuil maximal de gélification, la gélatine ne swhitun réarrangement de réseau avec la baisse de
température, ou si elle en subit un, il est rébdeset la gélification n’a donc pas lieu. On observ
les mémes résultats pour des taux de gélatinet aéath & 10%. Nous en avons conclu que méme
en présence d’'un tampon, les particules continderge dissoudre et ont un pH local de surface
au dessus de 10. Pour palier cet inconvénient, avoiss donc choisi de créer un tampon entre
une solution d’acide acétique et le sodium desquaetls de bioverre afin de jouer directement sur
la surface des particules. Cette méthode est camteluau point de vue de la gélification des
suspensions. Enfin, pour induire la macroporosi® échantillons, cette technique a été mise en
ceuvre en introduisant des billes de PMMA dans labdimme ou en combinaison avec
'imprégnation de mousse.

2) Caractérisation

La porosité des blocs poreux et les tailles de opiores et macropores ont été
caractérisées par mesure de densité géomeétrigparemicroscopie électronique a balayage.
L’architecture interne (interconnection, réseauep@r réseau trabéculaire) des poreux a été
déterminée par tomographie X.

La tomographie X est une technique non destructpeur la reconstruction
tridimentionnelle d’un échantillon. Elle permet btenir des images en transmission de haute
résolution et ainsi de reconstituer soit des coup&imensionnelles soit l'intégralité de
I'architecture 3D des échantillons. Les échantdlomt été analysés grace au systeme (modéle V-
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TomeX, Phoenix X-rays). Le principe de l'analysgase sur lintégration de clichés de
densimétrie par rayons X. Le rayonnement sourceigmbd’un tube a émission de rayons X (les
parametres d’émission sont U = 65 kV et | = {20 alors qu’un capteur CDD est en charge de la
réception du rayonnement transmis. L'échantillanpéscé entre la source et le capteur CDD sur
un support permettant une rotation de celui-cigtandissement qui contréle la résolution peut
étre modulé en faisant varier la distance entrehBétillon et la source (résolution deph
obtenue). La reconstruction tomographique tridinemtelle des échantillons est alors calculée a
partir des 1000 images de projection.
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Chapitre B -3 : Caractérisation biologique

B-3-I Influence des transformations sur la bioat#i63
B-3-1l  Evaluation biologique du bioverrg vitro 65

1) Mise en place d'un protocole de culture 65
2) Culture cellulaire 65

L’effet des transformations sur les propriétésdmaues a été étudié de deux manieres :

- d'une part en terme d’influence sur la réactivitihique du matériau, caractérisée par sa
capacité a former une hydroxyapatite carbonatéea &usface, phénomeéne lié a sa
bioactivité ;

- d’autre part en terme de possibilité de culturestoblastes, cette étude incluant la mise
en place d’'un protocole de culture et la cultuleutzre elle-méme.

B-3-I Influence des transformations sur la bioactiv ité

La bioactivité d'un matériau est défini comme étaat capacité a favoriser tous les
processus de repousse osseuse [13]. Dans le césowvkrre, cette bioactivité provient des
différents processus de dissolution/reprécipitatmmnduisant a la formation d’'une couche
d’hydroxyapatite carbonatée (HAC) [14]. Afin de qoemer l'influence des transformations
structurales sur la bioactivité, celle ci a été unégar I'établissement de cinétiques de formation
d’'HAC en milieux aqueux sur des poudres de biovérete et traitées thermiquement a
différentes températures, ainsi que sur des blomug frittés a 1000°C obtenus par imprégnation
de mousses. Les températures de traitement deutirgpont été choisies a la séparation de phase
Ts = 580°C, a la fin de la cristallisation desRaSisO:s (750°C), au début de la cristallisation de
la phase phosphate (800°C) et a la fin du traitértfermique appliqué lors du frittage de blocs
poreux (1000°C). Le milieu aqueux utilisé est dm@ated Body Fluid (SBF) [15] ayant une
composition ionique proche a celle du plasma hur(fjare 8).

lon Concentration en ion (mM)
Plasma sanguin SBF
Na* 142.0 142.0
K* 5.0 5.0
Mg?* 1.5 1.5
ca** 25 2.5
Cr 103.0 147.8
HCO3 27.0 4.2
HPO;‘ 1.0 1.0
SO~ 0.5 0.5
pH 7.2-7.4 7.4

Figure B-8 : Concentration ionique du SBF et du plawa humain
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Le SBF comme le plasma est une solution saturéa. €ate raison, quelques sites de
nucléation sont suffisants pour observer la nuidéate I'hydroxyapatite a la surface du matériau.
Cette formation de couche d’'HAP en surface du bi@vea permettra par la suite de diminuer le
relargage ionique et donc diminuer le pH lors deulldure cellulaire.

Le tableau 1 récapitule les quantités de réadtifsi gue I'ordre d’introduction de ceux-ci
pour obtenir une solution de SBF. Cette solutioit éiwe réalisée (a 37°C) et conservée dans un
bécher en plastique au réfrigérateur afin qu’il a'ypas précipitation des réactifs.

Ordre Réactifs Quantité Pureté (%) Masse molaire
1 NacCl 8.035¢g 99.5 58.4430
2 NaHCG; 0.355¢g 99.5 84.0068
3 KCI 0.225¢g 99.5 74.5515
4 K,HPQ,.3H,0 0.231g 99.0 228.2220
5 MgCl,.6H,0O 0.311¢g 98.0 203.3034
6 1.0M-HCI 39 ml - -

7 CaCl 0.292 g 95.0 110.9848
8 Na,SO, 0.072 g 99.0 142.0428
9 Tris 6.118 g 99.0 121.1356
10 1.0M-HCI 0-5ml - -

Tableau B-1 : Ordre, quantités, puretés, et masseataire des réactifs utilisés pour préparer 1000ml € SBF

Apres I'étape 6, le pH doit étre au alentour de37C. Le Tris est rajouté afin d’obtenir
un pH de 7,45. S'il reste du Tris, on alterne akmgre ajout de HCI jusqu’a un pH maximal de
7,40 et ajout de Tris jusqu’a un pH maximal de 7]45pH final du SBF & 37°C doit étre égal a
7,42.

0,5g de poudre sont placés dans 20ml de SBF darécipient en plastique (PE) et incubé
a 37°C, dans une enceinte thermostaté, pour dgsstaliant de 1h a 1 mois, le SBF étant changé
tous les deux jours pour assurer le renouvellenoemue des solutions. Les poudres sont alors
récupérées par filtrage des solutions et lavadgacatbne pour arréter la réaction de dissolution.
Les poudres sont ensuite observées par microsétgngonique a balayage. La formation d’'une
hydroxyapatite carbonatée avec le temps d’incubatiété également observée par diffraction de
rayons X.

Des blocs (1cmxlcmxlcm) de bioverre & 90% de p@rosibtenus par le procédé
d’'imprégnation de mousse de 20 ppi, sont introdiaiss 20ml de SBF pour des temps allant de 1
jour & 2 mois. Puis les échantillons sont nettogéSacétone, pour arréter la réaction de
dissolution, et étuvé a 55°C. Une fois secs, il# satroduits dans de la résine et polis dans les
mémes conditions que les poudres traitées thermigoedont on veut observer la microstructure
interne des grains (cf partie B). Aprés un dépotatbone, les échantillons sont observés a l'aide
d’'un microscope a balayage environnemental coupiéeaanalyse EDX. Pour chaque temps, les
épaisseurs de la couche d’'HAC, de la couche rinhgliee et du verre restant sont mesurées. La
méme procédure est réalisée pour des blocs pomemerigeés 15 jours dans du SBF et entre 3 et
40 jours dans du milieu de culture (DMEM).
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B-3-lI Evaluation biologique du bioverre  in vitro

1) Mise en place d’un protocole de culture

Le bioverre 45S5 mis en solution induit un pH basiglu milieu qui conduit & une
nécrose des cellules. La mise en place d’'un prt#ade culture cellulaire doit donc inclure une
maitrise du pH. La premiere étape est d’évalugrHedu milieu de relargage du bioverre dans
différentes solutions et différentes concentratidagioverre. Les essais ont été meneés sur de la
poudre de bioverre et des blocs poreux traitesOA@Qdiamétre moyen des pores compris entre
100 et 50Qum) et & 1000°C (diamétre moyen des pores compttie 8Q0 et 100Qum).

La bioactivité du bioverre et donc I'élévation dil @ été suivie dans trois solutions
différentes : I'eau, le SBF et le DMEM (milieu deltwre cellulaire). La poudre de bioverre a été
mise en solution dans ces trois différentes saistoui ont des compositions ioniques différentes,
le SBF et le DMEM étant plus proche de la concéioimaet du pH plasmatique. La poudre a
été mise en solution a raison de 0.1g/ml et 0.01g/87°C, les solutions ont été changées tous les
jours. Le pH a été mesuré tous les jours pendajduks. On regarde alors la solution qui permet
de stabiliser le pH en un minimum de temps. Darsaides blocs de bioverre, la concentration
initiale est de 0,1g/ml. Celle-ci est ensuite adlapn fonction du pH obtenu.

2) Culture cellulaire

Cette étude a été réalisée dans le laboratoiremddériaux et remodelage matriciel» de
'université Claude Bernard de Lyon | sous la di@t du professeur Daniel Hartmann, en
collaboration avec Magalie Berthelot (entreprisetbker) et Rami Maksoud.

Le but de cette étude est de mettre des cellulepetact avec les blocs de bioverre afin
de visualiser les interactions cellules/biomatécian microscopie électronique et d’évaluer la
cytotoxicité. Etant donné les problemes de pH hesigencontrés avec des biomatériaux
contenant du bioverre, nous avons traité les bpmeg faire diminuer le pH en solution. Cette
expérience a pour but de savoir si les cellulebferent sur ces blocs traités.

Dans cette étude, les blocs poreux de bioverrenabta 800°C (taille de pores comprise
entre 100 et 50m ) sont traités dans la solution SBF afin de dimamle relargage ionique du
bioverre. Les blocs sont ensuite mis en contaectimvec les cellules : la prolifération cellulaire
est analysée au bout de 7 jours de culture pasteMTT et I'adhésion des cellules sur les blocs
est observée en microscopie électronique a balayage

Les cellules (ostéoblastes et fibroblastes) sotitvés dans du milieu de culture DMEM
(Gibco) (composé principalement en ions inorgarsgeteen acide aminés) supplémenté en sérum
de veau foetal 10 % (Gibco) et en antibiotiquepr@floxacin, 10mg/ml, Bayer). Ces cellules
adhérentes sont incubées dans une étuve a 37°C 5&ede CQ  Lorsque les cellules sont
confluentes, les cellules sont décollées sousdiaate la trypsine puis comptées avec une cellule
de Malassez et réeensemenceées.
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Les blocs poreux de bioverre traités dans le SBFlavés a I'éthanol et séchés a I'étuve a
50°C. Les blocs de bioverre sont ensuite mis dengs plaque de 24 puits (2 blocs=0.12g par
puits) en présence de 1 ml de milieu pendant 3jd 000 cellules sont ensuite déposées dans
les puits, le puit contrdle étant les cellules saagériaux.

La viabilité cellulaire est évaluée au bout de urgode culture des ostéoblastes MG63 sur
les blocs de bioverre en effectuant un test MTT.MET (3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) est un sel de tetiamo trés efficace pour la quantification de la
viabilité cellulaire. Le MTT est clivé en formazgar I'enzyme succinate de déshydrogénase
mitochondriale présente dans les cellules métabefigent actives. Cette enzyme, par coupure du
cycle de tétrazolium, transforme le MTT de coulgaune en cristaux de formazan bleus
insolubles dans I'eau. La mesure du formazan désttefe au spectrophotométre a la longueur
d’'onde de 570 nm.

Pour I'observation des cellules sur les blocs ae/éare en microscopie é€lectronique a
balayage, des fibroblastes issus de prélevememsale humaine et des ostéoblastes de la lignée
MG63 ont été cultivés avec les blocs pendant 18sjochangeant le milieu de culture tous les
deux jours. Les échantillons ont été fixés et desdtys suivant le protocole suivant :

1) Fixation au paraformaldéhyde AFA pendant 2 heuttesrgpérature ambiante
2) 2ringages au PBS

3) rincage a l'eau distillée

4) Immersion dans I'alcool 30% pendant 10min

5) Immersion dans I'alcool 50% pendant 10min

6) Immersion dans I'alcool 70% pendant 10min

7) Immersion dans I'alcool 95% pendant 10min, 2 fois

8) Immersion dans I'alcool 100% pendant 20min, 3 fois

9) Laisser sécher sur la nuit

10) Les échantillons sont ensuite métallisés

Les différents échantillons sont ensuite obseavesicroscope €électronique a balayage.

Des cinétiques de culture d’osteoblastes ont eatedgent réalisées pour des temps allant
de 3 & 40 jours sur des blocs poreux obtenus & ganmousses de bioverre de 20 et 75 ppi frittés
a 1000°C et sur des blocs poreux de HAC/TCP (70d80)nacroporosité moyenne égale a 300
pum. Ces derniers permettront de comparer ces detécianax

La caractérisation des blocs et des cellules, $ix@e I'intermédiaire de bains d’éthanol, a
éte realisée par microscopie €électronique a batagagnicroscopie confocale. Dans ces essais on
s’intéresse a l'accrochage, a la prolifération &t mobilité cellulaire a travers le volume du bloc
poreux. Pour la microscopie confocale, les écHanslldoivent subir un marquage. Pour marquer
les osteoblastes ensemencées dans les subsiibdgistd de propidium « IP » a été choisi. C’est
un marqueur fluorescent localisé au niveau deswogallulaires, il est donc nécessaire de fixer
la culture et de perméabiliser la membrane cetiellgiour que ce marquage soit efficace. Les
cultures sont donc rincées en PBS (Phosphate BS8téne et fixées dans de I'AFA (Alcool
Formolé Acétique) 0,8% a 4°C pendant 24h. Aprésingage en PBS, le marquage est réalisé
avec de I'lP al@g/mL (Sigma, réf. P-4170) en PBS [solution stoakd/mL dans du PBS BSA
1% (Bovine Sérum Albumine) (Sigma, réf. A 9647) 4%, Tween 20 (Sigma, réf. P 7949)]
pendant 35 minutes a température ambiante et sciohé.

Pour étudier la capacité des ostéoblastes a siggthte collagéne | au sein des substituts,
le collagéne a été marqué par anticorps spécifigoge chaque étape pendant le marquage, les
cellules ont été rincées en PBS une fois rapidemenne fois pendant 10 mn a la température
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ambiante et en atmosphere humide. L'anticorps prém@nti-collagene humain) dilué dans du

PBS/BSA 3% (a une dilution 1/40) a été ajouté dasspuits et laissé pendant 45 mn. Puis
I'anticorps secondaire, couplé a la FITC ( fluomse isothiocyanate) et dilué dans du PBS/BSA
3% au 1/100, a été ajoute apres I'enlevement aéid@rps primaire et le rincage et laissé pendant
45mn. Enfin un ringage rapide en PBS a été effeptug les puits ont été enlevés et rincés en
PBS avec quelques gouttes de bleu Evans pendamt. 1@Gnglycérine tamponnée est appliquée
sur la lame qui est recouverte par une autre lasue lppbservation au microscope a fluorescence.
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Elaboration de blocs poreux - Introduction

INTRODUCTION

Cette partie présente le cceur de cette thése, &'éate I'optimisation des différentes
étapes conduisant a I'élaboration de blocs poreux.

Le premier chapitre sera consacré d’'une part ditropation du broyage des fragments de
poudres obtenus apres trempe, et d’autre partcaréctérisation physico chimique des poudres.
Les résultats obtenus montreront que la poudrehétisée est bien du bioverre 45S5 sous forme
amorphe ainsi que certaines caracteéristiquesdakela surface spécifique des poudres, la densité
absolue, et la morphologie des particules. Cescté&rstiques serviront de base a la discussion
des résultats sur le frittage et la dispersionpadesires.

Puis, dans le second chapitre, les transformastmsturales du bioverre seront étudiées
dans la gamme de température compatible avec Egéod’ élaboration de blocs poreux. Les
analyses seront menéés situ et sur poudres traitées afin de connaitre préaséntes
transformations structurales du matériau lors déetments thermiques. La transformation du
bioverre en vitrocéramique sera étudiée par I'mtatiaire de cinétiques de cristallisation qui
permettront de mettre en place des courbes Tenupéraemps-Transformations.

Le chapitre 3 étudiera le comportement au frittdge poudres de bioverre 45S5. Cette
étude sera réalisée par analyse dilatométriquecebscopie €lectronique, et permettra de dégager
l'influence des transformations identifiées en dtiap2 sur la densification du matériau. On
étudiera notamment, par modélisation analytiqus, déférents mécanismes de frittage. Des
cinétiques isothermes de frittage couplées a detyses DRX permettront de compléter les
courbes TTT mises en place dans le chapitre prétéde

Le chapitre 4 présentera dans un premier tempsicgation de la mise en barbotine des
poudres de bioverre, étape préliminaire indispdesaliélaboration de blocs poreux. On étudiera
notamment la rhéologie des suspensions dans ltedans I'éthanol. L'utilisation d’un dispersant,
dont la quantité sera optimisée, sera nécessairegpdenir une barbotine exempte d’agglomérats.
L'influence du pH sera examinée par I'intermédialeemesures de potentiel zeta. Dans un second
temps, on présentera les poreux obtenus lors tebdéation par différentes techniques. On
dégagera la faisabilité des procédés d’'élaboraiorotamment leur marge d’application, c'est-a-
dire le taux et la structure de pores que I'on pEatenir pour chaque technique. Le cycle de
frittage sera discuté a l'aide des réesultats deude précédente et des contraintes techniques
relatives a chaque méthode d’élaboration. On détemna également les caractéristiques de ces
blocs et on comparera les techniques en termesictestnucture finale obtenue et possibilité
d’adaptation en fonction des sites osseux a reraplac
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Chapitre C - 1 : Obtention des poudres et caraction

C-1-1 Optimisation du broyage des poudréd

1) Influence de la composition de la jarre et debill
2) Influence du taux et du type de billezs

3) Influence temps de broyage

4) Conclusion74

C-1-1l Caractérisation physico chimique des poudf&s

1) Vérification de la composition et de I'état struetiudes poudrezs
2) Caractérisation physiqu&

REFERENCES DU CHAPITRE 1 PARTIE C 78

Le bioverre 45S5 est obtenu par fusion d'un médadg poudres constitutives a 1400°C.
Apres 4h a cette température, le mélange est hamoge présente une viscosité suffisamment
basse pour étre trempé rapidement dans I'eau. l2gménts de verre sont ainsi obtenus. Dans
une premiére partie nous optimiserons le broyageese fragments, notamment en étudiant
l'influence de la composition et de la taille delfeb utilisées. Puis, dans une seconde partie, les
poudres obtenues seront caractérisées chimiquerhphysiquement pour verifier la composition
et I'état structural du matériau et afin de senar base a la réalisation et I'interprétation des
études conduisant a I'élaboration de blocs poreux.

C-1-1 Optimisation du broyage des poudres

Le broyage des fragments de bioverre a été réd#iné une jarre cylindrique introduite
dans un broyeur planétaire. 40g de fragments deebi® y sont introduits avec des média de
broyage (billes). Aprés broyage, les poudres olgeraont tamisées. Cette partie est dédiée a
I'optimisation des conditions de broyage. Le b@inétd’obtenir des particules de taille proche de
1 pm exemptes de pollution. Plus on s’approchera tte talle et plus on assurera la stabilité des
suspensions de bioverre.

1) Influence de la composition de la jarre et des biis

Le broyage planétaire est une opération trés eétigogé permettant de casser des
particules. Il met en jeu cinq types de chocs tipae-particule, particule-jarre, bille-bille,
particules-billes, jarre-bille. A cause de ces chaes billes et la jarre utilisées sont suscegsibl
de subir des détériorations pouvant déboucherasprdsence de particules issues des billes et/ou
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de la jarre dans les poudres broyées. Ce transdett donc induire une pollution du matériau.
Pour remédier a ce probleme, le matériel doit diine de composition proche des particules que
I'on veut broyer et/ou posséder une tres grandecténpour éviter la formation de débris.

Nous avons donc choisi d'utiliser des billes et jaree en agate. L'agate est une variété
de quatz, intégralement composée de silice. Lesmaide notre choix sont d’une part la grande
dureté de I'agate par rapport au bioverre 45S5dbarcontient un taux de silice plus important),
et d’autre part qu’une infime pollution a la siline pourrait pas altérer les propriétés biologiques
et mécaniques du bioverre, contrairement a unetpmil par I'alumine ou I'acier, autres média de
broyage disponibles. Des billes en zircone ontefgaht été utilisées, et ne provoquent pas non
plus de pollution de la poudre grace a leur téaasivee.

2) Influence du taux et du type de billes

Pour cette étude, les fragments de bioverre onbmetgés pendant 10h a 250 tours par
minutes avec différents rapports masse bille swgsm@oudre (mb/mp = 1, 2, 3, 4, 5). Des billes
en agate de 0,5 cm de diamétre ont été utiliseesgolume de jarre libre jouant un grand réle sur
I'efficacité du broyage, les rapports utilisés été choisis pour ne pas excéder 50% du volume
libre de la jarre. La granulométrie laser a étdéisée pour caractériser la taille des particules
obtenues. La figure 1 montre les résultats de édtide.
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Figure C-1 : influence du taux de bille sur la gramlométrie des poudres

Plus le rapport mb/mp augmente, plus la distribugcanulométriques est fine et centrée
sur les petites tailles de particules. Pour exeplpl®(0,5) varie de 1um a 3um lorsque le
rapport passe de 1 a 5.
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L’étude de l'influence de la taille et du type dids a été realisée par broyage de poudres
de bioverre avec des billes en agate et en ziram&0, 5 et 1 mm, pendant 5h (mb/mp = 3). Le
choix des billes en zircone est motivé par le €uitil n'existe pas dans le commerce, a notre
connaissance, de billes en agate de diamétreanféti0,5 cm et que la zircone est un matériau de
haute dureté et biocompatible.

La figure 2 montre l'influence du type de billes $& broyage. On observe que plus la
taille de bille est petite, plus le diametre degipales diminue. On remarque également qu’apres
5h de broyage, des billes en zircone de 0,1 cnperrhis d’obtenir une distribution fine centrée
sur 1,6um. Ceci provient a la fois de la taille de cesdsilmais aussi de leurs densité (6,1 et 2
g/cm3 respectivement pour la zircone et pour ldssben agate) : la petite taille des billes de
zircone augmente le nombre de contacts et de chtms que leur densité importante rend le
broyage plus énergétique (par rapport & des bidtesagate de méme taille). Il est cependant
important de noter que le rendement de broyagenuokaeec des billes en zircone de 1 mm de
diametre est plus faible qu'avec des billes eneagat
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Figure C-2 : mesures granulométrique obtenues suras poudres broyées avec différentes taille de bille

3) Influence temps de broyage

Le temps de broyage a été optimisé afin d’obtees garticules proche deurh de
diametre. Des billes de diametre 0,5 cm en agdtéténutilisées avec un rapport mb/mp = 5.
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Figure C-3 : Influence du temps de broyage sur largnulométrie des poudres

La figure 3 montre que la taille des particuledotererre diminue trés vite jusqu’a 12h de
broyage. Puis, I'efficacité du broyage diminue legrgrains de bioverre sont trop petits pour étre
broyés de facon efficace par des billes de 0,5cdia®metre. Le temps de broyage pour obtenir
des particules d’environ 1}m est de 40 h. On a vu précédemment que 5h dede®gulement
sont nécessaire pour obtenir la granulométrie staéhan utilisant des billes de zircone. Pour des
raisons de gain de temps considérable, il appaggiéssaire d’utiliser ce type de billes pour
broyer les particules de bioverre. Par contre,anaie la zircone inhibe ou ralenti la formation
de la couche d’'HAC a la surface du bioverre et ndalgbsence de pollution par la zircone, il
peut paraitre préférable d’éviter ce type de hilles

4) Conclusion

L’étude de l'influence des différents parametresisubroyage de fragments de bioverre
nous a permis de mettre en place un protocole agabe. Pour obtenir de bonne conditions de
broyage et un rendement élevé (peu de résidudjlles doivent étre d’une taille du méme ordre
de grandeur que les particules que I'on veut brdyetaille des particules étant évolutive avec le
pollutions et utiliser des billes en agate. Dangptemier temps, les fragments de bioverre sont
broyés 5h avec des billes en agate de 0,5 et 2ecdmadhétre (50%/50%) et un rapport mb/mp =
5. Puis, des billes de 0,5 cm sont utilisées sepdaslant 37h, le rapport mb/mp restant constant.
On obtient alors des particules de diametre pratel um. Aprés obtention des poudres de
bioverre, celles-ci sont caractérisées de maniesassurer de leur composition et de leur
structure, ces deux parametres pouvant étre irdasepar le procédé de broyage.
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C-1-1l Caractérisation physico chimique des poudres

La littérature est tres détaillée en ce qui conedaircaractérisation du bioverre 45S5 brut,
ces données nous ont permis de vérifier la naesedudres synthétisées. [1-3].

1) Vérification de la composition et de I'état structual des poudres

La premiére étape entreprise pour caractériserideefye obtenu est l'analyse de sa
composition chimique. Celle-ci s’effectue par spmttetrie d’émission atomique a couplage
plasma (ICP-AES) et par analyse EDX. Les échangllde bioverres analysés contiennent les
mémes éléments et au mémes taux que le bioveriedbg.L. Hench (45% Si£)24.5% NaO,
24.5% CaO et 6%Psen masse).

Le spectre obtenu par spectrométrie infrarougeadsformée de Fourier (figure 4) est
identique a celui trouvé dans la littérature [1-3].
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Figure C-4 : Spectre Infra R@ye d’'une poudre de bioverre broyée 5h

Une analyse des différentes bandes se trouve daalab.
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Longueur Liaisons
D’onde (cm-1) Concernées

3400 cn1 Elongation des liaisons O-H liés

1600 cnT Elongation des liaisons O-H non liés

1024 cnt Elongation asymétrique de la liaison Si-O-Si degyenes
pontants a l'intérieur des tétraedres

926 cm’ Elongation de la liaison Si-O-Si des oxygenes pamtant.

732 cni' Elongation symétrique de la liaison Si-O-Si desg@nes

pontant dans les tétraédres SiO
600 cm" Déformation angulaire asymétrique liaison O-P-aphe
480 cm Déformation angulaire Si-O-Si entre les tétrae@i€%

Tableau C-1 : Bandes Infra Rouge caractéristiquest&orrespondances pour le bioverre 45S5.

Les bandes & 1024 et 480*csont caractéristiques de la phase amorphe d’ure ver
silicaté [4]. On distingue également une bandeeladg3400 cr caractéristique des anions
hydroxydes OHliés par liaison hydrogéne et une bande petifneta 1600 crit correspondant
aux OH non liés. Ce résultat montre que de I'eau esigmtésdans nos échantillons.

La structure de la poudre de bioverre synthétiséeé aéterminée par diffraction de

rayons X ; le diffractogramme est représenté sfiglae 5.
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Figure C-5 : Diffractogramme de rayon X du bioverre45S5 aprés broyage

On distingue une bosse caractéristique d’'un édlantamorphe mais aucun pic de
cristallinité. Le broyage des fragments de bioverie donc pas entrainé de cristallisation non
contrdlée du matériau. Néanmoins, cette bosse asaupe forme commune. Le PEG introduit
pour obtenir une bonne tenue apres pressage dastdélons augmente le caractere amorphe des

échantillons.
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2) Caractérisation physique

La distribution granulométrique des poudres obterajges I'optimisation des conditions
de broyage est présentée en figure 6. Ces poudtidisees par la suite dans le cadre de
I'élaboration de blocs poreux, ont une taille mayemnle particules de 116n. La distribution de
taille est monomodale.

10
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diametre des particules (um)

Figure C-6 : Mesure granulométrique de la poudre otenue aprés broyage

Le cliché de microscopie (figure 7) montre une rhotpgie des particules non réguliere.
La poudre a tendance a former des agglomérats

Figure C-7 : cliché de microscopie électronique aabayage d’une poudre brute de bioverre broyée

Les surfaces spécifiques des poudres de 20 qim,6ont respectivement égale a 0,8 et
2,4 g/m2. On voit donc que la surface spécifiquainiie lorsque la granulométrie des poudres
augmente Enfin, la densité absolue du bioverrales?,7 g/cm dans le cas de la poudre et de
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blocs denses ce qui signifie que les grains dengooel comporte pas de porosité fermée. Jones et
al. [5] trouverent sur des particules de 3,4 misroane surface spécifique de 2,7 m2/g par
adsorption d’azote et une densité de 2,78/cm

Ces caractéristiques seront utilisées ultérieuremetamment dans I'étude du frittage des
poudres.
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Chapitre C - 2: Caractérisation des transformations
structurales du bioverre 45S5
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C-2-IV  Cinétiques non isothermes de cristallisa®én

C-2-V  Résume des transformations 96

La majeure partie de la littérature existante @& transformations du bioverre 45S5
montre que des traitements thermiques au dessb@0Jd€ induisent la formation de pGEgSizOq
en tant que phase cristalline principale [1-5]. Weeonde phase minoritaire, JaSgOs, est
souvent suggérée pour correspondre a la stoechienuit verre de dépaf6]. Pour certains
auteurs [7-8], une augmentation de températureijas®p0°C et un palier de longue durée a cette
température donnent lieu au développement de gxistie phosphate de calcium de structure
similaire a I'hydroxyapatite. Cependant, la composi réelle des cristaux apparaissant lors du
traitement thermique du bioverre 45S5 reste incertaPar exemple, Lin et al. [9] propose
NaCaSpOs au lieu de N#ZaSisOg en tant que phase cristalline principale. De péus)otre
connaissance, il n’existe aucune étude détaillééesiparametres de maille de la phase cristalline
principale proposée et leur évolution avec la taadpee. Enfin, la position des ions phosphore
dans la structure et son influence sur les procéddésansformation sont encore inconnues.

C-2-1 Etude des transformations in-situ

1) Analyse Thermique

La Figure (8) correspond a la courbe ATD/ATG du biog 45S5 effectué a 5°C/min sur
des poudres de granulométrie centrée surpin6. L’ATG montre 2.8% de perte de masse,
pouvant étre divisée en deux principaux stade€)(aet 400°C. lls sont d(s respectivement au
départ d’eau libre et de groupes —OH liés pardi@shydrogene. La faible perte de masse
observée a 610°C est une perturbation du signahwd@ébut de la cristallisation. La courbe
d’ATD montre un léger effet endothermique @=b50°C di a la transition vitreuse du matériau,
suivi par un pic exothermique de cristallisatiomooencant & T,c= 610°C. Ces deux évenements
ont déja été identifiés dans la littérat{te 3, §.
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Un second effet endothermique de faible amplitisleobservé a Tg=850°C. Cet effet a
été également observé précédemniidrd, mais non expliqué dans la littérature. Finalemknt
fusion du matériau se déroule entre 1070 et 1278&.observe deux pics endothermiques
(maxima respectivement §,;F1192°C and },=1235°C) pouvant étre attribués a la fusion de
deux phase cristallines différentes.

Chatzistavrou et al. [8] ont montré par spectrogcagfrarouge qu’'a 1200°C, température
de fusion du bioverre, une succession de procesgudusion/cristallisation apparaissent

engendrant deux nouvelles phases: la pseudo-wmiits @-CaSiQ) prédominante et la
wollastonite B-CaSiQ).
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Figure C-8 : Thermogramme de la poudre de bioverre

La figure 9 montre l'influence de la taille des igsade bioverre sur les différentes
transformations. Plus les poudres de bioverre gpossiéres, plus le pic exothermique de
cristallisation est décalé vers les plus hautepéeatures. Les températures de transition vitreuse
sont identiques mais lintervalle de températureresta transition vitreuse et la cristallisation
augmente lorsque les grains sont plus gros.
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Figure C-9 : influence de la granulométrie des pous de bioverre sur les transformations par ATD

2) Microscopie en montée de température

La Figure (10) montre des clichés d’'ESEM pris dl&aigrandissement sur un grain de
bioverre 45S5 lors d'une montée en températursitu de lI'ambiante & 950°C. Trois
photographies ont été sélectionnées afin de mofdkeution de morphologie d’un grain avec la
température: a I'ambiante (Figure 10.a), vegg=350°C (Figure 10.b) et Tg=850°C (Figure
10.c). Ces clichés montrent deux étapes d'arroentiest du grain agl et T,pp Entre Ty et Tapp
ce phénomene semble diminuer d’intensité. Ces tlrupératures peuvent donc étre attribuées a
deux transitions vitreuses. Ces observations cuoefit les résultats obtenus par analyse
thermique.
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Figure C-10 : Clichés microscopiques a faible grandsement montrant I'évolution d’'une particule de biverre
avec la température

La Figure (11) montre des clichés d’ESEM effectaidart grandissement de la surface du
méme grain. La Figure (11.a), avant transformatmantre le caractere irrégulier des grains de
poudre broyés. La Figure (11.b), prise a T = 56Q86te au dessus dg;¥550°C, montre une
modification significative de la morphologie. Leagr devient plus arrondi, confirmant le passage
par la transition vitreuse du matériau. Un événdnseipplémentaire est observé &370°C
(Figure 11.c), avant la cristallisation, non détestir le thermogramme: la surface, devenue
totalement lisse apres la transition vitreuse,@rtesune morphologie spécifique avec I'apparition
de domaines. Ceci peut étre attribué a la sépardgophases vitreuses qui est attendue lorsque
deux ions de valence élevée tels qué &d P* sont présents simultanément dans un verre [10-
11]. Chaque type d’ion tend a se concentrer dasphases différentes. Cela signifie que le verre
n'est plus homogene mais est constitué de deuxephimsmiscibles. La viscosité d’'un verre

Leila Lefebvre 82
Thése en Génie des Matériaux / 2007
Institut national des sciences appliquées de Lyon



Elaboration de blocs poreux — Caractérisation degansformations structurales du bioverre 45S5

silicaté comprenant une séparation de phase egrajément plus élevée que celle d’'un verre
homogene de méme composition, a cause de la grasaiesité de la phase riche en silice qui
domine le comportement de I'écoulement [11]. Lacessté faible a partir deg7=550°C semble
augmenter versg570°C, indiquant une diminution de la mobilité gd® matériau.

La formation de domaines riche en phosphate lordadgéparation de phase vitreuse
devrait avoir un effet catalytique sur la nucléatie la phase cristalline principale a=610°C
en abaissant I'énergie nécessaire a la germinat@nnuclei riches en silice environnant (la
surface des domaines riche en phosphate jouedlelele sites de germination hétérogene).

— 2um 560°C

Figure C-11 : Clichés microscopiques montrant I'évaltion de la surface d’une particule de bioverre avela
température

La Figure (11.d), prise & 680°C montre le résuleata cristallisation, avec la formation de
cratéeres a la surface. Ces crateres sont dus @nkifidation des domaines riches en silice qui
accompagne leur cristallisation. A 800°C, la figiiiee montre la migration d’'une seconde phase
de structure et de morphologie difféerente. Ce éliehété obtenu en mode « charge contrast
imaging », qui rend compte des variations de cotidté électrique a la surface de I'échantillon.
La derniére figure (11.f) montre la surface résultiun traitement thermique a 950°C (le cliché a
été obtenu a I'ambiante, apres refroidissementy dfassurer une stabilité thermique et de
meilleurs contraste et résolution). Sur ce clidaéséparation entre deux types de domaines est
alors plus prononcée, avec une morphologie dedgpedale. Quelques gros grains de I'ordre de
500 nm sont observés. lls proviendraient d’unessanice hétérogene de grains a température
élevée (marissement d’Ostwald).

C-2-l1 Etude des transformations sur poudres traitées ther miquement

La figure 12 montre les poudres obtenues apresrdigsments thermiques allant jusqu’a
1000°C. On remarque que les poudres traitées dé&48D°C présentent une couleur grise alors
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qgue la poudre initiale est blanche. A partir de °@)0les poudres redeviennent blanches
progressivement.

Figure C-12 : poudres traitées thermiquement

La figure 13 montre les clichés MEB obtenus surpmagdres. On observe des grains quasi
sphériques a la surface des particules de biodeme la taille augmente avec la température de
traitement. A 700°C, les grains ont une taille 88460 nm, a 800°C de 60 a 150 nm et a 1050°C
de 300 a 500 nm.

—
200kv 27 10000x SE 118 1 commercial powder treated 1000C
B G f B . T

Figure C-13 : microstructure des poudres traitées &°C/min a 700, 800 et 1050°C

La figure 14 montre I'évolution de la masse voluodgabsolue et du taux de
cristallisation en fonction de la température. Heax courbes ont méme allure ce qui montre que
'augmentation significative de la masse volumicqest directement liée a la cristallisation du
bioverre. Les masses volumiques de la phase palecipt du bioverre traité a 900°C étant
respectivement de 2,796 et 2,78 g%ran en conclut que le bioverre 45S5 aprés uretraint
thermique de 900°C n’est pas entierement crisfallidans le cas ou la composition du verre
parent est la méme que celle de la phase crigalértaux massique de transformatopeut étre
exprimé par la relation [12] :
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1.1
Py P
Iog IOC

Avec pg : masse volumique du bioverre 45S5 (2,7 grm

pr. masse volumique de la vitrocéramique (2,78 g)cm

pc: masse volumique de la phase,BaSyO¢ (2,796) (le choix de la phase )}eaSpOg sera
justifié ultérieurement).

En considérant que la phase cristalline est de n@mgposition que le verre parent, on
trouve en utilisant I'équation 1 qu'a 900°C, loredes processus de cristallisation sont terminés,
gu’il reste environ 16% de phase vitreuse.

2.8 100
L QO densité absolue i
B taux de cristallisation
278 - % —8 80 ;
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Figure C-14 : densité absolue du bioverre 45S5 etua de cristallisation en fonction de la températurede
traitement thermique

Les mesures BET reéalisées sur des poudres de gnaéiie centrée sur 20 microns et
traitées thermiguement a 5°C/min a 700 et 1000mM@ntrent que la cristallisation du bioverre
45S5 s’accompagne d’une diminution de la surfaéeifgue des poudres. En effet, en partant
d’une surface spécifique égale a 0,8 m2/g poupladpe brute, on trouve 0,6 m?/g a 700°C et 0,25
m2/g a 1000°C.

La Figure (15) montre les diffractogrammes de rayrobtenus sur la poudre de bioverre
avant et apres traitement thermique entre 550°GEQR

Les résultats obtenus sur la poudre brute confitfeecaractere amorphe du bioglass®
apres trempe et broyage. La cristallisation estiié® a 600°C, ce qui concorde avec les résultats
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obtenus par ATD-ATG. La phase cristalline est idi&® comme étant N&€aSpOs (JCPDS 77-
2189) au lieu de N&&SisO9 ce qui a été montré précédemment par Lin et §l.L{® phase
NaCaSEO;6 mentionnéelans d’autres études n’est pas observée dansmatégiau.

Un élargissement du pic d’intensité maximale2¢ = 33.75°) apparait a 750°C, qui est
en fait le début de la séparation de deux picgpaés a la phase MaaS}Os. Cette séparation
devient clairement visible a 800°C et s’intensé#fiplus hautes températures. Parallelement,dans le
domaine 800°C-950°C, un nouveau pic de faible intérmrest observé (fleche) ; suggérant qu'une
phase phosphate cristalline secondaire apparaite Gkerniére est identifiée en tant que
silicorhenanite (NgCa(POy),SiO,, JCPDS 32-1053).

5000 — T

[ ] (4 [}
. % o A e o ®50°C

A A / \ A 850°C
3000 ANA 'l'f \ A 800°C
AN A I\ J\_ijO"C

4000
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600°C
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Figure C-15 : Diffractogrammes de rayon X de poudresraitées thermiquement et non traitées

Dans le but de comprendre la séparation des daxsx @@ maximum d’intensité, une
analyse DRX plus précise (a vitesse de scan plbkefat a meilleur résolution angulaire) a été
entreprise sur les poudres traitées entre 7500899 es diffractogrammes entre 33 et 34,5° ont
été approximés par deux fonctions Pseudo-Voigh distance entre les deux pics calculée pour
chaque température.

La Figure (16) montre la séparation de ces deux (@28 ) en fonction de la température.
Une dépendance linéaire est observée. Ainsi, onpgeEnser que la séparation des pics est due a
une variation de parametres de maille plutét gw'ahangement de phase.
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Figure C-16 : Séparation des deux pics de maximumiidtensité en fonction de la température

Un affinement de Rietveltd a été appliqué aux diifés diffractogrammes afin de mesurer
les paramétres de maille (a et c¢). Leur évolutgirpeésentée sur la figure (17).
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Figure C-17 : Evolution des parameétres de maillea et c de NaCaSi,Og en fonction de la température

Cette figure montre qua diminue progressivement avec la température, ajarsne
augmentation abrupte de c est observée vers 800f§jue la phase secondaire apparait.
L’augmentation de c coincide avec le départ des ipimosphate de la phase principale. Le
Tableau (2) résume la taille des cristallites de(Qd&pOs évaluée par DRX, calculée via
I'équation de Scherrer. Elle varie de 15 nm a 4lemtne 650°C et 950°C.
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Te"zopgat“re 650 750 800 850 950
Taille des
cristallites 18 15 36 35 41
(nm)

Tableau C-2: Evolution de la taille des cristallits de NaCaSi,Og en fonction de la température

Ces valeurs permettent de conclure que les grésereés par microscopie électronique a
balayage a la surface d’'une particule de biovarneoidissement ne sont pas des monocristaux.

NaCaSpOs est iso-structurale a la forme haute températerégCaSi;Os (2 ions Na
remplacent 1 Ca) ce qui peut expliquer pourquoipensait préecédemment que le verre 45S5
cristallisait sous la forme N@aSizOg [13]. Deux arguments sont en faveur deC&SOs au
lieu de NaCaSi;Oy. Premierement, la composition du bioglass® est phoche de N&aS}pOg.
Deuxiemement, L’analyse de Rietveldt montre quedi@snées expérimentales de diffraction se
superposent mieux a celles calculées poyCHS;Og

Les spectres de FTIR effectués sur la poudre atagpres traitement thermique & 800°C
apparaissent sur la figure (18).

P-O liaison
Si-O-Si
élongation
©
2
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=
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Figure C-18 : Spectre FTIR de poudre brute et traité a 800°Cde bioverre

Les principales bandes d’absorption du bioglass®rphe sont observées a 1024tm
926 cm' et 480 crit. Elles sont communément attribuées respectivenaemt vibrations
d’élongations des liaisons Si-O-Si et Si-O et aibrations en flexion des liaisons Si-O-Si. Ces
bandes sont observées généralement pour des derssice amorphegl4-15. La bande a 600
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cm* est attribuée au phosphate amorphe. Le specti & la poudre traitée & 800°C montre une
transformation de la large bande a 1024 cm-1 en deundes : lors de la cristallisation des
tétraédres SiQprécédemment isolés se combinent. Parallélenabgride a 926 chattribuée a

la vibration de liaison de Si-O avec des oxygénes pontant, augmente en intensité. Cette
augmentation est due a la cristallisation de lselmincipale N&CaSyOe [7], en accord avec les
données de la DRX. La présence d’'une phase phesphatalline est suggérée par I'apparition
des bandes a 620 &rb80 cntt et 530 crit [8]. Ceci est également en accord avec les résultats de
la DRX et I'identification de la phase silicorhéitan

La phase phosphate identifiée est isostructurdlapatite et n'a jamais été identifiée
précédemment pour des traitements thermiques dauBioglas§ & 800°C. Lin et al. [9] montre
par analyse Raman que dans le verre 45S5, le phi@sgk comporte comme dans de la silice
pure. Il tend a dépolymériser le réseau de siliae ipsertion en tant que cation tétravalent.
Cependant, McMillan [16] pensait que la doublestisi oxygene/Phosphore (P=0) est favorable a
la formation d’une phase phosphate dans un résgeasilice augmentant ainsi sa tendance a la
cristallisation. Elgayar et al. [17] montre par lgsa RMN (résonance magnétique nucléaire) que
dans le verre 45S5 amorphe, 75% des ions phospeore dans un environnement
orthophosphatique (P®), alors que 25% sont sous la forme diphosphat®- {. Aprés
cristallisation, en utilisant I'intensité relativkes pics de diffraction on trouve qu’environ 4% du
matériau est constitué de phase phosphate ces®llCeci indique que 75% des ions phosphore
présents dans le matériau se trouvent dans la phasphate cristalline. Une cohérence apparait
si I'on tient compte du fait que dans la silicorheite, le phosphore se présente sous la forme
d’orthophosphate. C’est pourquoi nous concluonsdgues le verre 45S5 les ions orthophosphates
permettent la formation de la phase cristallinesalgue les espéces diphosphates restent sous
forme amorphe. L’augmentation significative du pagtre de maille vers 800°C est attribuée au
départ d’orthophosphate en insertion dans le réseasilice et a leur remplacement par des
groupes SiQ Les espéces orthophosphate vont alors formdrdagophosphate cristalline.

On pense gu’aprés la germination de la phase linstgrincipale, un grossissement de
grain hétérogéne apparait conduisant a un mirisgedi®stwalt ou les plus gros cristallites
grossissent au dépend des petits. Puis, la phasplpite amorphe migre autour des plus gros
cristallites de NgCaS}Og. Il est alors possible d’'imaginer que la nouvelleiface ainsi formée
joue le role de catalyseur a la cristallisation l@ephase phosphate (la surface des grains de
Na,CaSiOgjoue le réle de site de germination de la silicodrete).

Hoéland et al[18] ont étudié I'influence de la cristallisation de maéite dans des verres
bioactifs (contenant 6% ®s, 58% SiQ, 22.8% NaO, 12.9 CaO et 0,3% F en massey la
cristallisation d’une hydroxyapatite carbonatéeur lsurface. lls ont conclu que cette phase joue
le role de nuclei hétérogene dans la cristallisatie HCA et ainsi pourrait augmenter la
bioactivité du matériau. D’'un autre coté, I'étasdens phosphore influence la bioactivité: des
vitro-céramiques (obtenus a partir de verres coépde EOs, Si0,, NgO et CaO) contenant une
phase phosphate cristallisée sont beaucoup momdtifeé que les matériaux contenant le
phosphore en solution solide [g}, leur aptitude a la dissolution et a la bioatdidiminuent. Les
difféerences de comportement pourraient proveniraespositions de verres étudiés, notamment
de la présence de fluor dans I'étude réalisée pdlartd et al. et des phases phosphates
cristallisées qui sont différentes dans les deuxled. Parallélement, EI Ghannam et al. [3] ont
montré que dans le bioverre 45S5, la phase vitreicbe en phosphore engendrée par la
séparation de phase vitreuse a une proportiordésalution dans du SBF plus importante que le
verre parent. De plus, pour des températures @ufdges a 700°C, la concentration en phosphore
augmente dans le SBF lorsque le taux de cristadiissaugmente. On vérifiera I'influence de la
cristallisation de silicorhénanite sur la bioadBvidu bioverre 45S5 dans la partie D de ce
manuscrit et on comparera notamment les comportsndenia silicorhénanite et la rhénanite.
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La figure 19 montre des coupes en volume de gi@nsobés, polis et attaqués mécano
chimiguement) de poudre (20) traités thermiquement a 650°C, 800°C et 100@8®50°C,
lorsque la cristallisation est entamée, on obsetge domaines probablement créés par la
séparation de phase vitreuse. Cette transformagp@amit étre incompléte puisqu’'un amas
homogene localisé de phase vitreuse reste pré@antemarque sur certains bords du grain des
microstructures aciculaires pouvant correspondra 8ébut de cristallisation. A 800°C, lorsque
la cristallisation de la phase principale est teéai deux types de microstructures apparaissent :
au centre, les domaines vu précédemment, et, airface du grain, un anneau de méme
microstructure que la zone cristallisée a 650°GBOA°C, la surface des grains de bioverre est
donc totalement cristallisée. A 1000°C, le grairuree microstructure correspondant a celle
observée apres refroidissement en ESEM avec mal@é&empérature in situ. On observe des
domaines de composition.

Figure C-19 : grains de bioverre 45S5 traités a 65800 et 1000°C enrobés, polis et attaqués
mécanochimiquement.

Les figures 20 et 21 montrent les clichés obtenas rpicroscopie €électronique en
transmission, en champ clair et les clichés deatiffon associés. Sur les grains traités a 700°C,
fin de la cristallisation de la phase principale8@0°C, température de cristallisation de la phase
phosphate, on observe que les grains de bioverrgone pas totalement cristallins et qu’une
importante quantité de phase vitreuse est toujptésente. De plus, les clichés de diffraction
montrent qu’a 800°C, la quantité de cristaux ess pinportante qu’'a 700°C. Ceci vient du fait
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gu’a 800°C la cristallisation de la phase prinagpest terminée alors qu’a 700°C, le bioverre se
trouve dans les derniers stades de cristallisaola phase principale.

Zone cristallisée zone amorphe
2 S

~

Figure C-20 : clichés obtenus par microscopie élecnique en transmission d’'une poudre traitée
thermiquement a 700°C accompagné des clichés de difftion correspondants a une zone cristallisée enhe
zone amorphe.

Cristallites Phase amorph

Figure C-21 : clichés obtenus par microscopie élecnique en transmission d’'une poudre traitée
thermiquement a 800°C accompagné des clichés de difftion correspondants a une zone cristallisée ehe
zone amorphe.
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C-2-1lICinétiques isothermes de cristallisation

Peu de données existent dans la littérature swinésiques de cristallisation du bioverre
45S5 [6-8]. Notamment, des courbes TTT, indispeiesadn tant que base a I'élaboration et aux
traitements thermiques des blocs poreux, n'ont igétg établies.

La figure (22) montre les pics exothermiques dstallisation obtenus par DSC lors des
différents plateaux isothermes effectués entre é2680°C. En accord avec se qui est attendu
lorsqu’un seul mécanisme de cristallisation estlioppgg dans un certain domaine de température,
l'intensité du pic augmente avec la températuresajoe son aire demeure constante. L'enthalpie
de cristallisation est donnée par l'aire des patle, est constante (84 £10 J/g), indépendante de la
température
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Figure C-22 : Pics exothermiques de cristallisatiombtenus sur des isothermes se trouvant dans le daine de
cristallisation

Le trace dea, (t) en fonction du temps obtenu par I'équation 4 deeldie B pour chaque
température est donné en figure (23). La connaissdn degré de transformatioa((t)) calculé
a une température et un temps donnés permetctedes courbes TTT montrées en figure (24).
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Figure C-23 : Taux de transformation en fonction dutemps sur des isothermes comprises dans le domauhe
cristallisation du bioverre.
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Figure C-24 : Courbe TTT de la cristallisation du bbverre 45S5
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Les cinétiques de cristallisation du bio verre été& précédemment analysées par des
méthodes se basant sur I'équation d’Avrab§j:

a.(t)=1- exp(— (bt)”) Eq C-2

Ou b est donné par la relation d’Arrhenius:

Q..
b: @X __ Xcrist E C_3
b, p( —RTJ q

Ou by est une constante,.£3 I'énergie d’activation apparente et R la constatgs gaz parfaits.

. , 1 . ; .
L’exposant d’Avrami est obtenu par le tracé Idréln(l—))en fonction deln(t) et I'énergie
-a

N , . 1
d’activation apparente par le tracé la€b) en fonction de_,]_— .
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Figure C-25 : valeurs obtenues de n et In(b) en fation de la température d’isotherme

La Figure 25 résume les valeurs obtenues pour In(let pour chaque température. La
connaissance de n peut donner une premiere idgedanisme impliqué lors de la cristallisation
(cristallisation en surface ou en volume). En adcrec I'étude réalisée par Clupper et Hench
[19], conduite sur desinétiques en non isothermes, la valeur moyenne ést de 1 et suggére
donc que la cristallisation se réalise principaletmen surface ce qui est cohérent avec nos
observations (figure 19). L'énergie d’activationpapente est de 280 kJ/mol. Les énergies
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d’activation nécessaire a la rupture des liaisdr® 8t P-O sont respectivement égales a 443 et
463 kJ/mol. Ces liaisons sont donc trop fortes p&twe cassées lors de la cristallisation. Les
liaisons Ca-O et Na-O, quant a elles, présenterst éeergie d’activation plus basses,
respectivement 111 et 84 kJ/mol et seraient doéiémntiellement impliquées.

La cristallisation de surface de la phase prineighkins le bioverre est en accord avec les
résultats de Koga et al. [20], qui étudiérent leamésme de cristallisation de }GaSpOs dans le
systeme NzZD-CaO-2SiQ et en déduisirent que pour des petites tailleatéqules (inférieure a
100um) la nucléation se fait par un mécanisme de serfac

C-2-Iv Cinétiques non isothermes de cristallisation

La figure 26 montre les thermogrammes de poudresSialerre effectués par ATD a 5,
10, 15 et 20°C/min. Plus la vitesse de chauffe argey plus le pic exothermique de
cristallisation est intense et large. L'analyserthique différentielle met en évidence une
variation d’enthalpie en mesurant la différencereentn température d’'un échantillon et la
température d’'une référence. La forme et la taddle pics obtenus nous informent sur la nature de
I'échantillon et les échanges thermiques prodid@ns notre cas, la nature des poudres étant
identique, on en conclut que soit les échangesnihees soit les formes cristallines synthétisées
sont influencées par la vitesse de chauffe. Positrdéements thermiques a 5°C/min nous avons
identifié la phase cristalline principale par DRXt@ant que NgCaSyOs. D’aprés d’autres études,
un traitement & 2°C/min permettrait d’obtenir laaph NaCaSizOg [21]. Ces deux phases étant
isostructurales, il se pourrait qu’elles soienttésules deux présentes dans le bioverre cristallisé
mais en proportions différentes en fonction deitasge de chauffe. Cela pourrait expliquer les
différences de forme et taille des pics observées.

12
= 20°C/min
- o e 15°C/min
o e 10°C/min
----- 5°C/min
8- e —
N
SR
>
<
4 —
'I'\ ]
i / /I A
/
0 LA ~
600 640 680 720 760

Température (°C)
Figure C-26 : pics exothermiques obtenus par ATD a &férentes vitesses de chauffe
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Le tracé dea(T) en fonction de la température obtenu par I'éiguna6 partie B est
donnée en figure 27 et permet de déterminer leceotaige de phase cristalline a une température
donnée et pour toutes les vitesses de chauffe didoigpavec le procédé d’élaboration de blocs
poreux. Plus la vitesse de chauffe augmente, plpsdcessus de cristallisation est décalé vers les
hautes températures.

: i
s 08 ——— 5°C/min
S i ———10°C/min
S 15°C/min
S 06
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® 04|
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"d'; -
©
3 02r-
©
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ob— A /v
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Température (°C)

Figure C-27 : taux de transformation en fonction dda température pour différentes vitesses de chawdf

C-2-V Résumeé des transformations

Les observations réalisées sur le bioverre 45S8lifférentes techniques nous permettent
de proposer un scénario possible des transfornsasimacturales se déroulant lors d’un traitement
thermique de I'ambiante & 950°C (figure 28). Lanpige étape est la transition vitreuse a
T4:=550°C ou la viscosité du verre diminue significathent. Cette eétape a été bien décrite dans
la littérature. Elle est suivie par une démixtiartcarr de T=570°C, c'est-a-dire que le verre se
sépare en deux phases, I'une riche en silice etréaen phosphore. Cette transformation a pour
effet de durcir la surface des particules. A 610&yhase vitreuse riche en silice se transforme
partiellement en vitrocéramique avec un mécanismeciistallisation en surface. La phase
cristalline a été identifiee comme §Ca:SisO15. A 800°C, et probablement suite a un mdrissement
d’'Ostwald, la phase vitreuse riche en phosphoreonten en surface et donne lieu a la
cristallisation d’une phase silicorhénanite. Pai850°C, une seconde diminution de viscosité est
observée, due a une transition vitreuse apparent@ phase amorphe riche en silice restante.
Enfin, la fusion se déroule dans l'intervalle 1QZZB0°C. Les deux pics endothermiques observes
sur le thermogramme sont reliés a la fusion dex gdwases cristallines. Enfin, des cinétiques
isothermes et non isotherme de cristallisation ét& réalisées. Celles-ci permettront, par
l'intermédiaire de courbes TTT et des courbes melia taux de transformation a la température
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pour différentes vitesses de chauffe, de conndiétat structural exact du matériau a une
température donnée lors du procédé d’élaboratidriaites poreux.

A
1200°C

— Fusion
. Transition vitreuse 2 -
850°C  — phase riche ensilice
restante

Cristallisation de
. Na2Ca4(P04)2Si04a
800°C —— partir de la phase
riche en Phosphore

Cristallisation de
610°C Na2CaSi20e6 a partir

de la phase riche
en Silice

Démixtion- Création

— d'une phase riche en

Si et d'une phase riche
enP

580°C —

550°C —+— Transition vitreuse 1

Figure C-28 : Résumé des transformations structurakedu bioverre 45S5 traité thermiquement
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C-3-I Introduction

Le procédé d'élaboration de blocs poreux met endgsitempératures allant de 20°C a
950°C. La premiére étape d’optimisation du procéstel’étude des transformations structurales
du bioverre au cours des traitements thermiquedugsiont appliqués. C’est I'objet du chapitre
précédent ou nous avons identifié préciséementdades transformations et ou nous avons montré
la possibilité d’'un contréle de la cristallisatiale la phase principale (MaaSpOe) via des
courbes température-temps-transformation (TTT)est cinétiques non isothermes. La seconde
étape de I'élaboration de blocs poreux, objet désemt chapitre, est une connaissance
approfondie du comportement des poudres de biolasalu frittage, c'est-a-dire la densification
de compacts de poudre, et I'influence des transitions structurales identifiees précédemment.

Aucune donnée n’existe dans la littérature surittage du bioverre 45S5. Nous avons
donc da faire appel a des études sur d’autres type®rre qui montrent que le frittage de ce type
de matériau se fait par flux visqueux rendu posstland le verre est porté a une température
supérieure a sa température de transition vitrgijse

Cette étude montrera entre autre le comportememérgéau frittage de compacts de
poudre lors de montée en température. On compaaarda suite ces résultats aux modeles
existant dans la littérature. Ceci nous permettranéeux comprendre les mécanismes de frittage
du bioverre. Cette compréhension une fois acquises discuterons de l'influence de différents
parametres sur le frittage : des cinétiques isothsret non isothermes de retrait seront étudiées
ainsi que l'influence de la taille des grains degres. Les techniques employées pour étudier ces
cinétiques seront la dilatométrie et la microscoplectronique a balayage en montée de
température. Cette derniére technique nous peamattamment d’observer I'évolution du cou se

Leila Lefebvre 100
Thése en Génie des Matériaux / 2007
Institut national des sciences appliquées de Lyon



Elaboration de blocs poreux — Etude du frittage

formant entre deux particules lors du frittage.s lcésultats obtenus seront intimement liés aux
transformations structurales identifiées dans lapithe précédent. On montrera notamment,
I'effet des mécanismes de cristallisation et deas#ton de phase sur le frittage de verre. Enfin,
on identifiera les mécanismes de frittage du bievelans la gamme de température compatible
avec le procédeé d’élaboration de blocs poreux.

C-3-1l Comportement général

Trois étapes principales de densification peuvené @bservées lors du traitement
thermique (figure 29). La premiére, entre 550°6260°C suit la transition vitreuse identifiée dans
le chapitre précédent. La dérivée de la courbeaiiatrique montre que, dans cet intervalle de
température, a 595°C, la vitesse de frittage dimibien qu'il y ait toujours des pores dans
I'échantillon. Dans le chapitre précédent nous avmoentré qu’autour de cette température (vers
580°C), a lieu la formation de domaines de compositqui pourrait donner lieu a un
durcissement de la surface par la formation de d@maiche en silice qui domineraient le flux
visqueux en baissant la viscosité. Ceci expliqudaadiminution de vitesse observée a 595°C.
Cette transformation doit apparemment étre darstade avanceé pour induire la diminution de la
vitesse de retrait. Lors de la seconde étape, &208C et 675°C, une densification mineure
apparait. Ce domaine de température corresponliadeela cristallisation de la phase principale
(Na,CaSpOg) identifiee dans le chapitre précédent. Puistiteafe s’arréte completement jusqu’a
850°C. Enfin, a cette température, une troisierapeétie densification commence, probablement
suite a la seconde transition vitreuse observéeédeimment. Le frittage du bioverre 45S5 a
1000°C et a 5°C/min permet d’obtenir une densitatike finale de 85%. Il semblerait que les
compacts de poudre de bioverre 45S5 doivent allggu’a la fusion pour pouvoir densifier a
100%.
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Figure C-29 : courbe dilatométrique dibioverre 45S5 accompagnée de sa dérivée et réalisée°C/min
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Le degré d’anisotropie de la densification peu¢ @mantifié par un facteur d’anisotropie
de frittage (K), défini par [2]

K = ALIL,
AD/D,

Eq C-4

Ou,AL/L est le retrait relatif linéaire &D/Dg le retrait relatif radial.

Nous avons mis en évidence une faible anisotréf#d (L2 en moyenne) qui peut étre due
a la charge appliquée sur I'échantillon lors desures dilatométrique [3] ainsi qu’au pressage
uniaxial utilisé pour obtenir les échantillons. 8einisotropie explique pourquoi avec une densité
a cru de 60% et un retrait total de 13%, on obtigwt densité finale de 85% au lieu de 98% dans
le cas d’un retrait isotrope.

La figure 30 montre des clichés MEB obtenus ssuldace et sur des faciés de rupture de
compacts de poudre traités a 600 et 1000°C. Onnabspie la porosité, trés présente dans les
compacts de poudre brute, diminue progressivenvet la température de traitement. Ce résultat
concorde avec les mesures de densités effectuéesesuechantillons avant observation. En
partant d’une densité de 60% de la densité théeridpienue par pycnométrie hélium, a 5°C/min
on arrive a 72% a 600°C et 85 % a 1000°C. A 60@da fin du premier stade, les grains
commencent a fusionner mais de multiples poresgraaulaires sont toujours présents. La
cohésion du systéme n’'est pas suffisante. Pare;oatl000°C, les grains ont fusionné et seuls
guelques pores isolés sont observés. On confirme bien I'importance relative des deux stades
de densification les plus importants, suivant lesxdtransitions vitreuses, sur le procédé de
frittage de compacts de poudre de bioverre.

30 microns e —— 30 microns

50 microns

Figure C-30 : surface (A et C) et faci@® rupture (B et D) de compacts de poudres traités
thermiquement & 600 et 1000°C
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Afin de confirmer le réle des deux transitions eitses sur les deux densifications
prépondérantes, le comportement de deux partiemdempérature et d’'un amas de poudre tassé
et fritté ont été observés par microscopie.

La figure 31, qui montre I'évolution du diamétre dou formé entre deux particules lors
d’'un traitement thermique effectué a 5°C/min, caoné les trois étapes observées précédemment,
leurs domaines de températures correspondent dobsexves par dilatométrie. A 550°C, un flux
visqueux se créé entre les deux particules engentirdormation d’'un cou. Le diameétre de ce
cou augmente jusqu’a 650°C. A cette températurgusgiu’a 850°C, aucune variation n’est
observée. Puis, un second flux visqueux est crépaemmet d’augmenter ce cou. A 950°C, les
deux particules ont fusionné pour n’en former ge’un

De plus, contrairement a la courbe obtenue patodilétrie, cette courbe montre que le
premier stade de formation du cou parait étre jplymrtant que le second. Ceci peut étre du a la
régulation de température de la platine chauffaiteu fait que le comportement de deux
particules n’est pas représentatif d’'un compacig@ge

5 L] 'I T 'I ! 'I' ] 'I' L
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Figure C-31 : Diameétre du cou formé entre deux partiules en fonction de la température a 5°C/min avec
micrographies associées

Leila Lefebvre 103
Thése en Génie des Matériaux / 2007
Institut national des sciences appliquées de Lyon



Elaboration de blocs poreux — Etude du frittage

La structure finale d’'un amas de poudre de biovi&ssé apres un traitement thermique de
700°C (figure 32) montre la formation de cous elgseparticules.

20 microns

Figure C-32 : structure d’un amas de poudre tasséhtenu aprés un traitement thermique de 700°C a 5°C/mi

La figure 33 montre les diffractogrammes réalisésle bioverre brut, et sur le bioverre
fritté a la fin de la premiére étape et juste avaritoisieme étape. Avant frittage, le matériau es
amorphe. A Tc, un pic commence a apparaitre antalede B = 34° indiquant le début de la
cristallisation. Cependant, la phase amorphe reséglominante. A la fin du plateau, les
échantillons sont cristallisés.

Tg:
Mh Entre Ts et Tc
Brut
20 40 60 80

20

Figure C-33 : Diffractogramme de rayon X réalisés aant frittage, a la fin du premier stade et a Tg2

L'influence de la cristallisation sur le frittage derres a été démontré dans la littérature.
Scherer [4] a montré que si il y avait cristallisatdurant le frittage, le flux visqueux était
perturbé. Lorsque toutes les surfaces de particass cristallisées, le frittage par flux visqueux
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cesse et un matériau poreux entierement ou partielit cristallisé est obtenu. Muller et al. [5]
ont remarqué que la plupart des poudres de vetrarentendance a cristalliser en partant de la
surface externe lorsqu’elles sont traitées theremtgnt, et que chaque fraction de surface qui
cristallise arréte le frittage en limitant le fluxisqueux. lls ont pensé également que,
indépendamment du modele de frittage, la vitessgedsification devrait diminuer en proportion
de la fraction de surface de verre restant apiistaltisation [6]. De plusZanotto et al. [7] ont
montré que lors d’'une cristallisation concurrente, dans le cas de particules réfractaires
préexistantes (ou de cristaux) sur la surface @escples, le nombre de contacts particule -
particule disponible pour un flux visqueux diminue.

Zarzycki a noté que la densification et la crisgation sont dépendantes toutes deux de la
viscosité a part égale, ainsi, une baisse de vtgcoause la méme accélération dans les deux
procédeés [8]. A cause de cela, Scherer a montrélagweaie compétition se déroule entre les
forces motrices de frittage et de cristallisati®h [

Lorsque la cristallisation est terminée et qu’orobserve plus de densification,
Karamanov et al. ont observé que les pores prédantsle matériau pouvaient s’élargir et que de
nouveau pores pouvait apparaitre, certainementageade la cristallisation de phases plus denses
gue le verre parent [10]. De plus, lors du procesiufrittage, les pores coalescent ce qui permet
de diminuer le nombre de pores et d’augmentertéalle.

C-3-lll Modélisation

1) Modélisation du premier stade de retrait

La premiére étape de densification a été étudiéaitdinant un des modéles de flux
visqueux existant dans la littérature [11]. EtaohmE que la densification linéaire due a la
premiere transition vitreuse n’excede pas 10% thaitdinéaire, nous avons choisi d'utiliser le
modeéle de Frenkel qui décrit les premiers stadesfriiage de particules sphériques et
monodisperse (pour des compacts de densité a ¢nbdasqu’a des densité de 0,8).

Il considére que la force motrice du frittage estéduction de I'énergie de surface des
particules et que les déplacements de matiéreestefint par flux visqueux [12]. Ce modele
permet de calculer la vitesse de densification el@xdoarticules identiques dont les centres se
rapprochent I'un de l'autre en fonction de la vist®du verre. Il est exprimé par I'équation :

== EqC-5
Lo 8rq /7(F)

OuAL/L, est la densification linéaire relative des compalet poudre de verre)'énergie
de surface (estimée a environ 12%)/m le rayon des particules, q la vitesse de dbaetn(T) la
viscosité (dépendante de la température).

Puisque nos particules ne sont pas sphériquesisition du modéle de Frenkel devrait
étre proscrite. Cependant, Scherer a démontréstammodele plus complexe prenant en compte
larchitecture poreuse que les résultats modélisémt virtuellement insensibles aux
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caractéristiques des particules, notamment a Bam@trie, et que ses résultats étaient similaires a
ceux de Frenkel pour les premiers 10% de densditéinéaire relative [13].

La variation de la viscosité du verre en fonctiom ld température, sur la plage de
température concernée par le frittage, peut &cetd par une équation du type Arrhénius [20]:

Qvis
= exp——= -
1 =1, expg RT) Eq C-6

ol np est une constante,,QI'énergie d’activation, R la constante des gazfgimr et T la
température absolue.

En dérivant I'équation de Frenkel et en y intéglatpression de la viscosité, on obtient
la vitesse de densification exprimé par :

4oL
d'l}o - Y Q Fac7
8rgn, explE—vs
/7, expf RT)

Le logarithme népérien de la vitesse de densifinatst alors:

4 AL
In L =In K +% avecK :ﬂ Eq C-8
dT o RT 8rq

Cette relation est valide lorsque le bioverre 4%S5 traité entre T,g température de
transition vitreuse, et Ts, température de sémaratie phase. C'est-a-dire lorsque son
comportement au frittage n’est pas encore pertpaoéses transformations. Dans ce cas, on peut
déduire la viscosité du verre des courbes de dilétoe.

AL
o 1
Le tracé ddn d? en fonction de_F (figure 34) permet d’obtenir une droite de la ferm
dAL
In L =Cl+& ou: C; =In LS et C,= Qe Eq C-9
dT T b R
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In(d(AL/L,)/dT)
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Figure C-34 :In(d(AL/L ()/dT) en fonction de 1/T sur courbe dilatométriqueeffectuée a 5°C/min entre Tget T

Les équations ci-dessus permettent de calculeeriga d’activation du flux visqueux de
compacts de poudre de bioverre a partir deet@vant transformations.

Dans le cas d’'un traitement thermique a 5°C/mintronve une énergie d’activation de la
viscosité de 686 kJ/mol ce qui indique que la vtemmde viscosité, et donc le frittage de
particules de bioverre, est plus dépendante dent@édrature que la cristallisation de,8aSpOg
(Qcrist = 280 kJ/mol [14]). Cette valeur est du méme oderegrandeur que I'énergie d’activation
du flux visqueux trouvé expérimentalement pour ene/ sodo-calcique de haute viscosité [15].

L’énergie libérée par la diminution de surface @stsée pour le flux visqueux, qui est
responsable du transport de masse qui produitdaifdgtion [7]. En conditions non isothermes
et considérant une cristallisation en surface bau verre, Prado et al.[16] ont décrit la
variation de densification relative linéaire endtbon de la température par I'équation:

1-a.)r

T 8rqj 7 S

Avec as, le taux de blocage de la surface. Cette relatoppose que la viscosité
« globale » du matériau est proportionnelle a langjté de phase vitreuse. Cette hypothese n’est
pas entierement vérifiee puisqu’il pourrait y avepercolation de la phase cristalline ce qui
perturberait la viscosité de fagon plus importante.

Nous avons vu précédemment que la vitesse de watisih du bioverre 45S5 baisse
considérablement au passage de la température mhragén de phase Ts, avant toute
cristallisation. Nous avons donc considéré quéle de cette transformation dans le blocage de la
surface était prédominant par rapport a la cristlbn.
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Le taux de blocage de surface d0 a la séparatigrhdse vitreuse peut étre exprimé par
une relation phénoménologique du type :

a,=1-expth, T-T, 1) EqC-11

Avec T, la température ;,bn et T des constantes. Cette relation traduit la dépemdan
sigmoidale de&s avec la températuregy €st la température de debut de séparatigr ().

Le modele de Frenkel, modifié pour inclure le bige de la surface des particules a partir
de Ts, a été appliqué a une courbe dilatométrigptenae & 5°C/min afin de déterminer bet n.
On trouve b = 0,041 0,004 K, To = 552+ 10 K' et n = 2,1+ 0,04.

Enfin, le modele de Frenkel a été modifié pour urel la densification due a la
cristallisation volumique par I'équation

1a) a; bp

@d-a,),
Eq C-12
Lo 8rqI nm 3 p,

ou o est le taux d’'avancement de la cristallisatiop,la différence de densité entre le
matériau cristallisé au maximum et amorpheyéd densité initiale du cru. Le taux d’avancement
de la cristallisationo) a été déduit des cinétiques non isothermes afiestpar ATD.

La figure 35 montre la superposition du modele dornées expérimentales obtenues
pour le premier stade de frittage de compact delqgode bioverre traité a 5°C/min. Les variations
des taux de séparation de phase et de cristallisgtisont également visibles. Ces courbes
montrent l'influence de la séparation de phaseeetadcristallisation sur le flux visqueux. Le
modéle de Frenkel pur, valide dans les dix prenpexsgrcents de retrait linéaire, montre que la
densification devrait continuer a augmenter a cadsela diminution de la viscosité. La
modification de ce modeéle en y incluant l'effet desnsformations permet de modéliser les
résultats expérimentaux convenablement. Le modekrenkel pur s’applique au tout début de la
courbe. Lorsque la séparation de phase apparattévie de ce modéle et il faut alors y inclure
I'effet de cette derniére. Lorsque la séparatiopliese se termine, elle est immédiatement suivie
par la cristallisation qui induit un Iéger retrait.
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Figure C-35 : Modélisation du prerer retrait a 5°C/min par le modéle de Frenkel

2) Modélisation du second stade de retrait

Nous avons tenté de modeéliser le second retraittiisant le modele de Frenkel et en
supposant que ce stade de densification est égatledie a un flux visqueux. Aucune
transformation ayant pour effet un durcissemengudéace n’étant identifiee dans ce domaine de
température, le modele de base a été utilisé. CRlmme s’appliqgue pas a nos résultats, peut-étre
a cause du grossissement de grain observé dahspére précédent. Puis nous avons imaginé
que le retrait observé était d0 a un frittage easpHiquide puisqu’a la fois une phase vitreuse et
une phase cristalline étaient présentes. Pourtriodeles proposés dans la littérature ne
concordent pas non plus avec nos expériences.

Afin de mieux comprendre les mécanismes amenaséeond retrait nous avons effectué
divers traitements thermiques de compacts de pardre 560 et 800°C. Ces traitements ont été
effectués dans un dilatométre. Aprés traitemers, dehantillons sont refroidis et broyés au
mortier. De nouvelles pastilles sont alors obterdeeses échantillons concasseés et sont traitées
dans le dilatométre jusqu’a 1000°C. La figure 36trmles résultats obtenus.
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Figure C-36 : Courbes dilatométriques de compacts deoudre traités a 560, 700 et 800°C, concassés mgsés.

Les compacts de poudre traités a 560°C apres czag@set pressage reproduisent la
méme courbe dilatométrique qu’un cru. Les mémesitetfinaux sont observés. Par contre les
compacts de poudre traités a 700°C et 800°C etayeb ne présentent qu’un seul stade de retrait
commencant a 750°C. La Fgst donc située 100°C plus tdt que ce qui étaitundéesur les
compacts non re-broyés. Ce résultat provient centaént du fait que lors du concassage des
compacts de poudres traités, on casse les cougsogntre les particules et donc leurs coquilles
cristallines. Le retrait plus important pour la doaia 700°C vient certainement du fait que les

poudres ne sont pas parvenues a leur maximum stallisation contrairement a celles traitées a
800°C.

Grace a ces observations on peut imaginer un sogmassible de transformation entre la
fin de la cristallisation et 1000°C. Il est possilgjue la seconde transition vitreuse se déroule a
750°C mais que I'enveloppe cristalline créée autes grains de poudre empéche la phase
vitreuse d’arriver en surface et d’engendrer um flisqueux. Une augmentation de température
de 100°C lui permettrait soit de casser I'envelopgeune augmentation de pression interne, soit
de remonter en surface par capillarité, sa viseaiininuant. Cette hypothése est cohérente avec
le fait que la phase phosphate cristalline appar&®0°C. Pour qu’'une cristallisation ait lieu il
faut une certaine mobilité des atomes qui sergérdrée par cette transition vitreuse.

La figure 37 montre une courbe dilatométrique etfée a 5°C/min sur un bloc coulé
dense de bioverre, accompagnée de sa dérivée. @ettiee permet de connaitre I'influence des

transformations sur le retrait des échantillonsgué aucun phénomene de frittage ne peut avoir
lieu.
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Figure C-37 : courbe dilatométrique d’'un bloc de boverre coulé dense

La courbe montre un premier retrait au alentourTde = 550°C qui correspond a un
fluage sous charge di a I'enfoncement de la ti¢gtanétrique dans le bloc de bioverre. A
600°C, la vitesse du flux visqueux diminue a calsda séparation de phase vitreuse. Puis, vers
650°C, la densité du matériau augmente a cause deéstallisation. A 750°C, un retrait mineur
est observé qui pourrait étre di a la secondeiti@msitreuse.

Enfin la figure 37 permet d’obtenir les coefficientle dilatation du verre et de la
vitrocéramique traitée a 850°C par les pentes delabe avant la Tiget apres Tg On trouvea
(verre) = 1,63.10 eta(cristal(850°C)) = 1,50. 1D Les résultats montrent que les coefficients de
dilatation varient trés peu avec la cristallisatibe coefficient de dilatation et le module d’Young
des matériaux étant reliés a la force des liaisongeut penser que le module d’Young ne varie
gue faiblement avec la cristallisation du bioverre.

C-3-IvV Cinétiques de frittage

1) Influence de la vitesse de chauffe

Par la connaissance de la densité initiale du cotmpa poudre avant traitement
thermique, et en supposant une densification ipetrdonc que la faible anisotropie observée
préecédemment est due uniqguement a la pressionéegarcla tige du dilatométre, la densité est
reportée en fonction de la température pour desséts de chauffe allant de 1 & 15°C/min sur la
Figure 38. Lorsque la vitesse de chauffe augmeatpremiére étape de densification par flux
visqueux devient plus importante mais la densitélé a 1000°C diminue.
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Figure C-38 : densité en fonction de la températurpour des vitesses de chauffe allant de 1 a 15°C/min

Dans le cas d’une cristallisation, Boccaccini ebat montré sur des poudres de verre Ba-
Mg-Al-Si-O que des vitesses de chauffe éleveée fagat le frittage au détriment de la
cristallisation sans apporter d’explication préegigg

La figure 39 montre la dispersion de résultats miesur la fin du premier retrait en
fonction de la vitesse de chauffe.

2
411 u
| ]
5 °r
£ [
k)
s 1 .
o L
u [ |
10 |- [
i [
-12 I | I | 1 | 1
0 4 8 12 16

Vitesse de chauffe (°C/min)

Figure C-39 : dispersion obtenue sur le retrait okgnu a la fin du premier stade
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Bien qu’il y ait une grande dispersion des réssjtde premier retrait augmente
globalement avec la vitesse de chauffe.

Le tableau 3 donne le récapitulatif des valeurs@ n0 et Qs obtenues par application
du modéle de Frenkel a chaque cinétique non iSogher

1°C/min 5°C/min 10°C/min 15°C/min
C1 72 85 51 87
C2 (10K) -65941 -78477 51188 83032
no(Pa.s) 2E-25 2,7E-31 7,3E-17 1,2E-32
Q (kJ/mol -750 -686 -774 -778

Tableau C-3 : Résumé des valeurs obtenues en utiligde modéle de Frenkel entre Tg et Ts

On trouve une énergie d'activation de la viscositéyenne de 750 + 100 kJ/mol
Cependant, une forte dispersion des résultatoastatée malgré des densités a cru identiques.

La figure 40 montre I'évolution de la viscosité derre en fonction de la température pour
différentes vitesses de chauffe. Cette viscositéveléde la modélisation par Frenkel de nos
résultats.
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Figure C-40 : variation de la viscosité du verre eflonction de la vitesse de chauffe
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Le modele de Frenkel, incluant le blocage de tfasa des particules a partir de Ts et
jusqu'a 750°C, a été appliqué a nos cinétiqguesisathermes afin de déterminer ky, dt n. Les
résultats sont reportés dans le tableau 4.

1°C/min 5°C/min 10°C/min 15°C/min

b (K" | 0,0420,004| 0,0410,004 | 0,05 0,02 0,05 0,01

To (°C) 545+ 9 552+ 10 572+ 8 591+ 9

0 24203 | 505:0004 | 176:001 | 1,75 0,02

Tableau C-4 : Récapitulatif des caractéristiques duécanisme de séparation de phases vitreuses

La figure 41 montre le taux d’avancement de laas#on de phase vitreuse en fonction
de la température pour différentes vitesses defighdies données ont été calculées a partir des
cinétiques non isothermes de frittage modéliséetepaodele de Frenkel modifié (Eq C-12). On
observe que plus la vitesse de chauffe augments Iplséparation de phase vitreuse est décalée
vers les hautes températures.

1
08—
L 1°C/min
5°C/min
0.6 = 10°C/min
— 15°C/min
0 n
3
041
L > Vitesse de chauffe
augmente
0.2
0 | J | | | | | | |

500 550 600 650 700 750
Température (°C)

Figure C-41 : Evolution de la séparation de phasetveuse en fonction de la température, pour différates
vitesses de chauffe.

La Figure 42 montre l'influence des vitesses deaitfeasur les principales températures de
transformations. Les températures des deux transitvitreuses ont été déterminées par la
température a laquelle la courbe dilatométrigue mente a dériver de sa ligne de base. La
température de séparation de phase apparente [§))s¢&signe la température a partir de laquelle
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la séparation de phase a pour effet de diminugtdase de densification. Celle-ci, est déterminée
par l'intermédiaire des dérivées des courbes dilatdques effectuées a différentes vitesses de
chauffe. Enfin, la température de cristallisatiodté déterminée par le début du retrait mineur
apparaissant suite au premier stade sur les coultet®meétriques et par le début du pic
exothermique de cristallisation sur les courbes ATD
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Figure C-42 : Influence de la vitesse de chauffe slig,, Ts, Tc et Tg
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Les températures des deux transitions vitreusedeeta cristallisation de la phase
principale augmentent avec la vitesse de chaufés @bservations sont en accord avec les
cinétigues non isothermes effectuées par analymeniue différentielle sur I'évolution du pic
exothermique de cristallisation avec la vitesse ctlauffe. Cependant les températures de
cristallisation mesurées par ATD et par dilatoneetreé correspondent pas. Ceci peut s’expliquer
par le fait que le retrait mineur observé sur lesirbes dilatométriques correspond a une
densification due a une cristallisation en voluin&s la cristallisation commence en surface donc
a des températures inférieures. L'augmentation 'éeart entre Tg et les températures de
seéparation de phase vitreuse et de cristallis@i@t la vitesse de chauffe pourrait étre la raison
de 'augmentation de retrait observée. Plus on féhaapidement et plus la plage de température
ou le flux n'est pas influencé par les transformrdi structurales du bioverre est importante. De
plus, on remarque que les températures de tramsitidreuses, a une vitesse de chauffe donnée,
sont plus dispersées que les températures de sepata phase et de cristallisation ce qui induit
des intervalles Tg—Ts différents. Cette constatation expliquerait lapdision inhabituelle des
résultats pour des matériaux céramigues constatssus.

L’évolution de la taille des cristallites de la gbgrincipale N&8CaSiOs avec la vitesse de
chauffe est montrée sur la figure 43. Plus ledraént thermique est lent, plus les cristallites son
gros. En effet, les échantillons restent plus lemgis a basse température et ainsi ont plus de
temps de germer. Par conséquent, des cristallites gros (ils ont aussi plus de temps pour
croitre) et plus nombreux sont créés induisant plscristallinité. Cet effet est d’autant plus
marqué que l'intervalle de température entre digi'c augmente avec la vitesse de chauffe.
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Figure C-43 : Tailles des cristallites a 1000°C da Iphase principale NaCaSi,Og en fonction de la vitesse de
chauffe

2) Cinétiques isothermes de retrait

Afin de compléter I'étude du frittage de compacatspoudre, des cinétiques isothermes on
éte réalisées dans le domaine de température cibepatec I'élaboration de blocs poreux, c'est-
a-dire pour des températures comprises dans les stades prédominant du frittage du verre
45S5. Les échantillons sont portés rapidement (80fQ/a la température désirée et la
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densification est mesurée pendant 5h. Les éclmnstiobtenus & des températures comprises
dans le premier stade de densification sont aralgaé rayon X afin de déterminer le taux de
transformation en fonction du temps, et ainsi deeéter les courbes TTT mises en place dans le
chapitre précédent. Grace a ces résultats, ongalors répondre a la question : peut-on densifier
significativement un compact de bioverre en évitamristallisation ?

a) Cinétiques Isothermes du premier stade

La figure 44 montre la densité relative obtenueosetion du temps de traitement pour
différentes températures comprises dans le prestade de retrait.
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Figure C-44 : densité relative (par rapport a la dasité absolue du bioverre 45S5) en fonction du terapour des
températures d'isothermes comprises dans le premigetrait.
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On observe que plus la température est élevee)phitesse de densification est grande.
L'intégralité des échantillons obtenue présentdaiiple tenu mécanique. Le profil des courbes
peut nous renseigner sur les mécanismes du frit@ge/oit pour I'intégralité des courbes que la
vitesse, tres élevée au départ, diminue consid@radit avec le temps.

Le modele de Frenkel en mode isotherme est exgrané relation :

PO _ (1__3“ j_s Eq C-13
Py &7(T)r

Avec p(t), la densité du matériau & un tempgdla densité initiale du matériau (2,7 g&dm

Ce modeéle s’appligue au tout début de la courbdessus, lorsque la vitesse de
densification augmente. Nous avons vu ci-dessusegfiex visqueux engendré par le passage de
température au dessus de €tnit perturbé par la séparation de phase induisaarrét progressif
de la densification. C’est ce qu’on observe icisr@ar rapport au temps pour toutes les courbes
isothermes. Plus la température d’isotherme esvééle plus cette perturbation survient
précocement. La cinétique de retrait effectuée @G5nontre que le flux visqueux est perturbé
apres 30 min d’isotherme. En effet, un écart aildé Frenkel est observé.

Un des moyens de densifier en évitant le plus plessie cristalliser le matériau est de se
placer en isotherme a TdPour voir les limites de cette méthode, des itjnés isothermes de
retrait ont été realisées a 550°C entre 1h et XQlre de comparaison, la méme expérience a été
réalisée a 580°C.
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Figure C-45 : diffractogramme réalisés sur les comgcts de poudres traités en isotherme a 550°C pour
différents temps
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La figure 45 montre que les compacts de poudeggsra 550°C sont amorphes jusqu’a
1h de traitement. La perturbation observée suiglard 15 aprés 30 min n’est donc pas due a la
cristallisation. Cela confirme le réle de la séfpiarade phase sur 'augmentation de viscosité dans
les compacts. Apres 15h, le bioverre commence staltiser mais la phase amorphe reste
prépondérante. De plus, entre 50 et 70 h de traitei 550°C, les diffractogrammes varient tres
peu, indiguant I'arrivé sur un palier.

L'intensité du fond continu pour chaque tempsathgerme a été utilisé pour calculer le
taux de transformation en fonction du temps posrisiethermes a 550 et 580°C.
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Figure C-46 : taux de transformation en fonction dutemps a 550 et 580°C

La figure 46 montre qu’apres 70h le bioverre trait50°C cristallise a 80% et semble
atteindre un palier, tandis qu'a 580°C, 15 h safftspour atteindre 100% de la cristallinité
possible. Ces résultats ont été analysés par fi@gude Mehl-Avrami-Johnson déja utilisée dans
le chapitre précédent. Cette loi s’applique biemsa résultats pour les cinétiques a 550°C mais un
faible écart est observé avec les résultats obtamkB0°C. Les parametres by &t I'exposant
d’avrami n trouves sont reporté sur le tableau 5.

b n X
550°C 1. 10 0,92 0,92
580°C 4,10 0,98 0,96

Tableau C-5 : Paramétres obtenus pour des cinétigeeale cristallisation isothermes & 550 et 580°C paa loi de
Mehl-Avrami-Johnson

On confirme le mécanisme de cristallisation idéhtifans le chapitre précédent (n proche
de 1).
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Les résultats obtenus lors des cinétiques isotherineb50 et 580°C permettent de
compléter la courbe TTT mise au point dans le ¢hagi (Figure 47).
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Figure C-47 : Courbe TTT finale

Les échantillons obtenus a 550°C ont une faible teécanique, on voit donc qu’il est
impossible de densifier correctement tout en évitancristallisation. Par contre, une phase
amorphe plus importante que dans le cas des ébbiamtcompletement cristallisés est présente.
L’augmentation de vitesse de chauffe est donc usideure solution pour densifier un maximum
avant la cristallisation.

b) Cinétiques Isothermes du second stade

La figure 48 montre les résultats obtenus danga$ede cinétiques isothermes effectuées
entre 850°C et 920°C, températures comprises @asecbnd stade de retrait.
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Figure C-48 : densité relative en fonction du temppour différentes températures d’isothermes comprigs dans
le second stade de frittage (aveg th densité a la température d’isotherme a t=0).

Comme dans le cas précédent, on observe que seitte densification augmente avec la
température. Ici, la forme des courbes montre wmiesk de vitesse qui serait plutét due a la
disparition progressive de la microporosité darssdehantillons, donc a une diminution de la
force motrice du frittage.

C-3-V Propriétés mécanique en fonction du taux de densification

La figure 49 montre les résultats obtenus par e$sésiliens sur des compacts de poudres
de bioverre traités thermiquement a 5°C/min. Oreplesqu’entre 600°C et 800°Gr augmente
faiblement alors qu’au dessus de 850°C, elle autgneignificativement. Ces résultats sont
compatibles avec les difféerentes étapes de deatsificvues précédemment.

A partir de 600°C, début de cristallisation, lestipales de bioverre ont déja subi une
séparation de phase ayant pour effet de durcirsiediace. Le flux visqueux s’en trouve fortement
diminué, voir stoppé. Nous avons vu précedemmeati@eristallisation de N&aSOsg induisait
un faible retrait. La faible augmentation dg entre 600°C et 800°C serait donc due a la
réorganisation du réseau vitreux entrainant saifitaigon. La porosité reste constante puisque le
frittage est arrété.

Entre 800°C et 1000°C, une seconde transition ugeapparait qui donne lieu a une
densification importante des compacts de poudrée @@nsformation permet de densifier quasi
completement les échantillons et donc d’augmeritgrifcativementor. Dans ce cas X est
constant et la porosité diminue.
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Figure C-49 : contrainte maximale & la rupture partraction (or) de compacts de poudre en fonction de la
température

Résumeé de lI'influence des transformations structura les de
poudres de bioverre sur leur frittabilité.

Les différentes observations réalisées sur les aotaple poudre de bioverre couplées aux
transformations identifiées dans le chapitre prén&dous permettent de proposer un scénario
possible explicitant I'influence des transformasiatructurales sur le comportement au frittage du
mateériau.

Le processus de frittage du bioverre 45S5 est coéndestrois principales étapes: une
densification rapide au dessus de 550°¢)(Tpuis un plateau de 610°C(la 850°C (Tghy.
suivi par une seconde densification importante @&ssds de 850°C. C’est pourquoi, la
densification par un mecanisme de frittage estifstgtive entre T, et Te; et apres .. Dans le
bioverre 45S5, comme dans une large variété deragst vitreux, le procédé physique qui
contrdle les cinétiques de densification d’échkomd de verre poreux en réduisant leur surface
sont bien connus. En effet, I'énergie de surface miaticules est la force motrice tandis que le
flux visqueux créé au passage de la transitioewse du verre gére la cinétique de frittage [12].

La premiére densification se déroule apres la mremtransition vitreuse, lorsque la
viscosité du verre est suffisamment basse pour gténenle frittage par flux visqueux. Les
particules commencent a se relier par des cous.

A Ts=570°C, le verre subit une séparation de plgasengendre deux phases vitreuses,
I'une riche en silice et l'autre en phosphore. CGatmifie que le verre n’est plus homogene mais
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est constitué de deux phases immiscibles. La \tgcdain verre constitué de silice et d’autres
formateurs de réseaux aprés une séparation de pbtagénéralement plus élevée que celle d’'un
verre homogene de méme composition, a cause dedasité élevée de la phase riche en silice
qui domine le comportement du flux visquglB]. Ceci est en accord avec la baisse de vitesse de
densification observée sur la dérivée de la couliblgométrique d'un compact de poudre de
bioverre et les observations ESEM effectuées aupittha précédent, qui montrent que
l'arrondissement des particules qui commenc&y#&#550°C parait diminuer ver§s=570°C,
indiquant une baisse de mobilité dans le matériau.

A T = 610°C, une cristallisation partielle du matéralieu a partir de la surface des
particules [19-20]. La formation de domaines rickasphosphate lors de la séparation de phase
vitreuse pourrait avoir un effet catalytique sumiacléation de la phase principale en baissant
I'énergie nécessaire a la nucléation de germessieh silice (les surfaces des domaines riches en
phosphate jouent le réle de sites de germinatitérbgene). L'apparition de la phase,8aS;Og
arréte rapidement le flux visqueux en bloguanuldase des particules. Ceci est mis en évidence
par I'observation MEB de poudres traitées a 800f&hs le chapitre précédent, ou un anneau
cristallisé est observé a la surface des particules

De plus, la premiére étape de densification esendgnte de la vitesse de chauffe.
L’augmentation du retrait linéaire avec la vitesgechauffe peut étre expliquée par le fait que
plus la vitesse de chauffe augmente, plus I'écatreeTg et Ts augmente. La densification du
matériau se produit donc sur un domaine de températus étendu.

La modélisation des résultats a permis de mettrglae un nouveau modele qui devrait
s’'appliquer aux verres ayant les mémes transfoomstjue le bioverre 45S5. Ce modeéle nous a
permis de connaitre plus précisément I'effet dedparation de phase et son mécanisme. Une
énergie d’activation du flux visqueux en a été dé&duOn trouve Qs = 750+ 100 kJ/mol.
L’énergie d’activation de la cristallisation étag®é Q.ist = 280 kJ/mol, on en conclut que le
phénomene de cristallisation est moins dépendalat idenpérature que la viscosité du verre.

A T4 = 850°C, une seconde étape de densification dgacitle poudre de bioverre est
observée. Nous avons mis en évidence que la sedvadsition vitreuse du verre restant
commencait plutét vers 750°C. On pense que la phkigisuse, piégée a l'intérieur du grain,
remonte a la surface soit par I'action de la terafpge et 'augmentation de pression interne, soit
par marissement d’Ostwald accompagnée par une tioigrzers la surface, soit par capillarité.
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Chapitre C - 4 : Elaboration de blocs poreux

Mise en suspension deS POUAIES........ccuummmmereeeeeeeeeeeeeieeeeeieiieinae e eens 126
Optimisation des conditions de dispersion deglpes de bioverre................ 127
a)  ChoiX du MIlIBU .....ooiiiiiiiiiieee e 127
b) Optimisation de la quantité de diSPersant w.......cccceevvvevevvvveiieciineennnn. 127
c) Influence du taux de matiere SEChe .......ccouumeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee s 129
d) Optimisation du pH des suspensions dans I'€auU .....cccoeeeieieeeeeeenen... 130
e) Influence du temps d’homogénéisation......cceeeeeeeeeeiiiiiiiiicciiiieee, 131
f)  Comportement des barbotiNeS.........ccoo i ee e 132
Elaboration de blOCS POreUX.........ccoeeiiiiiiiiieeee e 133
IMPrégnNation 0€ MOUSSES .......uuuuuuuns s s s e e e eeeeeeeseeeeeesssssnnnnnaaaeeeeaeaaeaaeas 133
Choix du type de mousse et ImMprégnation ............ccccceeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeinnnnns 133
Cycle de delIantage ..........oooeiiiiei e e e e e e e e e e e e e e s eeeeee e 135
(@Yo [0 (= 111 = (o [PPSR 136
Caractérisation des poreux et optimisation adwegdé d'imprégnation.......... 137
Optimisation de la formulation des barbotines............cccccvviriiiiicicceinennn. 140
Double IMPrégnation ...........oooiiiieiiei e e e e e e e e e e e e s eeeeeeeeeaens 143
Combinaison gel casting et imprégnation de MBUSS.........ccceeevvieeeeeeeeeeenn. 145
Utilisation de billes de PMMA COMME POIrOGENES wumrevvvvvvvrrnnnniiaaeeeaeeeaaaaeeeens 145
o T 1= =T o = 145
Par imprégnation de préformes .........ooo oo 146
Fre@Ze CaSHING ...ccuuiiieiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e et ennnneeeeeeeennnns 148
RESUME €t CONCIUSION ......euuiiiiiiiiiiiiiieee e e e 149

D’aprés les études réalisées précédemment, il asusiésormais possible de controler
I'état et la structure du bioverre 45S5 (transfaromg frittage) a une température donnée. Dans ce
chapitre, nous allons passer a la mise en ceuvreliffésents procédés d’élaboration de blocs
poreux exposés dans la partie B. Nous exposersnavintages et les limites de chacun d’eux.
Préalablement, une étape de mise en suspensiooud®p est indispensable.

C-4-1 Mise en suspension des poudres

La dispersion de poudres dans une barbotine, potédlisation de piéces crues est une
technique souvent utilisée dans le domaine desmguas. Une barbotine de coulage est une
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suspension contenant a la fois de la poudre, upurifuide et des adjuvants de dispersion. Bien

gue la porosité puisse étre introduite dans urevear bullage, nous appliquerons la technique de
la mise en barbotine a I'élaboration de blocs pogebase de bioverre car elle présente I'avantage
d’utiliser des particules tres petites et donc péactives chimiquement que le verre dense.

L’ajout d’un additif adapté (dispersant) permet atmtroler I'équilibre entre les forces
attractives et répulsives existant entre les paescpour obtenir globalement une répulsion des
particules. L'additif s’adsorbe directement a lsurface changeant ainsi leurs caractéristiques. La
répulsion créée par le dispersant peut étre deenstérique et/ou €lectrostatique.

Pour pouvoir étre utilisée dans I'élaboration ted poreux la barbotine doit :

- étre coulable, c'est-a-dire que la barbotine datraune viscosité inférieure a environ
60 Pa.s.

- étre bien dispersée, c'est-a-dire étre exempteldagerats.

- étre concentrée, c'est-a-dire que le pourcentagmat&re seéche doit étre le plus
élevée possible

- ne pas comporter d’adjuvants nocifs incompatiblescaine applicatiom vitro et/ou
in vivo aprées traitement thermique

- Conduire a des crus possédant une résistance meéeaglevee et une densité a cru
élevée, conditions nécessaires a de bonnes peplags du frittage.

Pour satisfaire ces différents criteres, une étdipptimisation est nécessaire. Ce sera
I'objet de cette étude. On mettra notamment eneénd les effets du type de milieu, du pH, du
temps d’homogénéisation, du taux de dispersarg etatiere séche.

1) Optimisation des conditions de dispersion des p@sdde bioverre

Les poudres utilisées ont une granulométrie cerstiéd ,6um. L’homogénéisation a été
faite avec un broyeur a boulet, méthode utiliséeatine pour désagglomérer les poudres.

a) Choix du milieu

Deux types de milieux ont été utilisés, I'eau étHanol. Le premier présente I'avantage
d’étre disponible facilement et d’étre écologiq@®pendant, le bioverre en milieu aqueux se
dissout et crée ainsi des charges a la surfacpat@sules et un milieu basique. Cette dissolution
interdit la mise en suspension de plus de 55% assie poudre dans la solution. Au dessus de
ce pourcentage, on obtient une pate non dispelPse. palier cet inconvénient et augmenter le
taux de matiére séche, nous avons également testd@ispersions dans I'éthanol. Ce milieu
présente I'avantage de ne pas induire de dissaoldtidbioverre et d’étre facilement disponible.

b) Optimisation de la quantité de dispersant

- Dans l'eau

La dispersion des poudres de bioverre dans I'e#é e2alisée par ajout d’'un dispersant, le
Darvan C. Celui-ci, de part sa structure (figure) 30 la propriétés d'agir de maniere
électrostatique et électrostérique.
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CHs
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Figure C-50: Structure du Darvan C

L’adsorption du Darvan C sur la surface des pdegue bioverre s’accompagne d’une
création d'ammoniaque.

La figure 51 montre la viscosité des barbotinefoation du pourcentage de dispersant &
taux de matiere seche constant (30%). La courtenabtpasse par un minimum correspondant a
un ajout de 0,5% en masse de dispersant, soitl08,8/n?. C'est donc a cette valeur que la
dispersion est idéale dans les conditions de iefisast cependant important de noter que les
valeurs de viscosité avec et sans dispersant santlfférentes pour de faible taux de matiere
séche. L'écart devrait s’accentuer lorsqu'on augmee taux. La forte hausse de viscosité au
dessus de 0,5% en masse de Darvan C est probabldoeaux effets stériques et de charges
induits par les molécules de dispersant qui neiséagt pas avec les grains de poudre de bioverre.
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0.008
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Pourcentage massique de Darvan C

Figure C-51 : Viscosité des suspensions de biovera fonction du pourcentage massique de dispersaat208 §".

- Dans I'éthanol

La dispersion des poudres de bioverre dans I'étremété réalisée par ajout de Beycostat
C213. Ce type de dispersant permet de stabilifiesaeément beaucoup de poudres céramiques
dans I'éthanol. C’est un ester phosphoriqgue compds®%6 d’un monoester et a 50% d’un diester.
Celui-ci, de part sa structure (figure 52) a lappiétés d’agir par combinaison de répulsions
électrostatique et stérique. Les chaines moléedlaiiennent s’adsorber a la surface des
particules, développant une charge de surface |§iépuélectrostatique) et s'étendant dans le
solvant peu polaire (répulsion stérique).
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Figure C-52 : Structure du Beycostat C213

La figure 53 montre la viscosité des barbotinessdathanol en fonction du pourcentage
de dispersant a taux de matiere seche constanf)(h@6ourbe obtenue passe par un minimum
correspondant & un ajout de 1,7 % en masse de &ay@@213, soit 2,8.70g/nt. C’est donc &
cette valeur que la dispersion dans I'éthanoldgsile dans les conditions de I'essai. Pour des taux
de beycostat C213 plus éleveée, la viscosité neag&cjue trés peu de celle observée a 1,7% en
masse.
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Figure C-53 : Viscosité des suspensions de biovedans I'éthanol en fonction du pourcentage massiquide
dispersant & 208 $

¢) Influence du taux de matiére seche

La figure 54 montre linfluence du pourcentage datiere séche sur la viscosité des
barbotines contenant 0,5% massique de Darvan C lganset 1,7% de beycostat C213 dans
I'éthanol. Dans les deux cas, la viscosité augmawvee le taux de poudre introduit. Avec des taux
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supérieurs a 55% en masse de matiére seche leensisps obtenues dans l'eau sont trop
visqueuses pour les mesurer avec le dispositisétil
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Figure C-54 : Influence du taux massique de matiérseche sur la viscosité d’'une barbotine de bioveri@vec
0,5% massique de darvan C dans I'eau et 1,7% massigule Beycostat C213 dans I'éthanol

La viscosité des barbotines a 55% de matiere stenel’eau est supérieure a celle
observée a 65% de matiére seéche dans I'éthamst tlonc possible d’augmenter le taux de
matiere séche des suspensions en utilisant datfiéth

d) Optimisation du pH des suspensions dans I'eau

L'optimisation du pH des suspensions a été réaldemesure de potentiel zeta. Les
suspensions, de pH naturel 13,5, ont été acidifiées de I'acide nitrique jusqu’a un pH de 8.
Les mesures sont effectuées juste aprés acidificati

La figure 55 montre la variation de potentiel zatac le pH des suspensions de bioverre.
Le point isoélectrique est identifié dans un doreale pH compris entre 8,7 et 9,15. La valeur de
potentiel zeta la plus élevée en valeur absolurckéte le pH ou la dispersion est de meilleure
qualité. Ici on trouve un pH de 9,25. Expérimentsdat, on remarque que la viscosité des
suspensions a pH 9,25 est inférieure a celle ninlifige. Cependant, la courbe obtenue n’est pas
courante et pourrait étre due au caractére instiblaotre matériau. En effet, le potentiel zéta
apres le point isoélectrique devrait augmenteoatpas stagner.

Les pH inférieurs a 8 n'ont pas été étudiés a cdaesa dissolution du bioverre qui rend
ces barbotines difficiles a mettre en ceuvre. Epteftes suspensions de poudre de bioverre
tendent a revenir continuellement a leur pH d’abrel qui dépend de leur concentration.
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Figure C-55 : Potentiel zeta en fonction du pH obteue par titrage avec de I'acide nitrique d’une susension a
35% de matiére seche et avec dispersant

Expérimentalement, pour mettre en ceuvre ces résuibas de la réalisation d’une
barbotine et tenant compte de la dissolution dudsi@, nous avons tenté dans un premier temps
d’ajuster le pH de 'eau de départ a pH neutre §pF et pH acide (pH = 3). Apres mélange avec
la poudre (55% massique de poudre) et 4h d’agitat@pH est égale a 12,5 dans les deux cas et
les mesures granulométriques effectuées montréiityga agglomération puisqu’on trouve un
D(0,5) de 3,3 microns. La barbotine sans acidificaest donc mieux dispersée. Nous en avons
déduit qu'il fallait que les poudres aient subi entain degré de dissolution avant que la barbotine
soit acidifiée. Aprés 6h d’agitation d’'une barbeticonstituée d’eau, de darvan C et de poudre
nous avons alors ajusté le pH a 8,5. Apres 2hmddgenéisation additionnelle, le pH est remonté
spontanément a 9,25. Il est donc impossible d’abtées barbotines stables dans le temps a pH
inférieur a 9

e) Influence du temps d’homogénéisation

La figure 56 montre I'évolution de la granulométdes poudres en fonction du temps
d’homogénéisation dans I'eau, & 55% de matiéreeséthen présence de 0,5% de Darvan C. Des
billes en agate de 0,5 cm de diameétre ont ét&éidi avec un rapport mb/mp = 5.

On retrouve la granulométrie de départ () apres 96h d’homogénéisation mais la
barbotine semble tres visqueuse. On remarque ex@étalement qu'apres 10h
d’homogénéisation, la barbotine devient plus visgee Ce phénomene est certainement du a la
formation de HAC sur les particules bioverre. Hl pgssible également qu’il y ait évaporation du
milieu. La dissolution des poudres devrait amplifeediminution de taille observée. Pour la suite
de l'étude, un temps d’homogénéisation de 6h acBtési pour ne pas altérer de fagon trop
importante la structure du matériau et sa comuositi
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FigureC-56: D(0,5) des poudres en fonction du temgshomogénéisation au tourne jarre

f) Comportement des barbotines

Les barbotines réalisées dans I'eau et dans I'éthaxt un comportement rhéofluidifiant
(figure 57) c'est-a-dire que ce sont des liquidesr pesquels la contrainte de cisaillement n’est
pas proportionnelle & la vitesse de déformatiorur hdscosité diminue lorsque la vitesse de
déformation augmente. Ce genre de fluide peuvestdcrit par une loi de puissance dite loi
d’'Ostwald : 1 =KD" avec n < 1. Le tableau 6 récapitule les valeurk,de et du coefficient de
corrélation obtenu pour ces deux types de barkmti@® trouve bien un n inférieur a 1 qui
indique d’aprés la loi de Herschel Bulkley que ¢enportement des barbotines est rhéofluidifiant.

Dans I'eau avec 0,5 % de | Dans I'éthanol avec 1,5% de
darvan C beycostat C213
K 0,034 0,07
n 0,73 0,66
R 0,998 0,995
Tableau C-6 : paramétres obtenus par application dé loi Ostwald
Leila Lefebvre 132

Thése en Génie des Matériaux / 2007
Institut national des sciences appliquées de Lyon



Elaboration de blocs poreux

8 10
- *"
og.". 8-
6 — ..-.#. |
L e
o °r /
w . w
o 4 .‘ o L
=1 o =
& L o
B LY
o" = /
21— ..'
o 2 ol
L - o
'y ®
H
0 P T NS B 0 N . | M .
0 400 800 1200 1600 0 400 800 1200 1600
Vitesse de cisaillement v. (s) Vitesse de cisaillement Vc (s)

Figure C-57 : Contrainte en fonction de la vitesse deisaillement pour une suspension avec ajout de (gehe)
0,5% de Darvan C dans I'eau (droite) 1,5% de beycostaans I'éthanol

Ce type de comportement sera mis a profit lorsadrise en forme de blocs poreux a base
de bioverre.

C-4-11 Elaboration de blocs poreux

1) Imprégnation de mousses

a) Choix du type de mousse et Imprégnation

Deux types de mousses ont été sélectionnés (fig8yea base de mélamine et de
polyuréthane. Nous allons examiner les principaiberes retenus pour notre choix qui sont la
taille des cellules et leur reproductibilité, lesssibilités d’adaptation du procédé en terme de
taille de pores et, enfin I’'homogénéité des porabenus.
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pusse PU gros pores SE 152 mousse blanche- melamine

Figure C-58 : A, B et C :mousses polyut&ne respectivement a gros (GP), moyen (MP) et pitipores (PP) ;
D : mousse de mélamine

La forme particuliere des cellules constituant éseau polymérique d’'une mousse a été
étudiée par Gibson et Ashby [2]. Chaque cellulet e schématisée par une entité géométrique de
base, le tétrakaidécaedre (figure 59). Cette meaté@in de la cellule unité du réseau organique est
celle privilégiée dans la majorité des études puidle permet de relier la structure physique des
mousses a leurs propriétés physicochimiques etnigiess [3]

Figure CErreur ! Il n'y a pas de texte répondant a ce stsites ce documers9 : modéle de cellule unité des
mousses polymérique et de leur agencement d’aprésbSon et Ashby [2]

Le tétrakaidécaedre est une figure géomeétrigueenant 8 hexagones de coté | et 6
carrés, soit un nombre total de faces égale a 44 tlabécules constitutives de ce réseau présentent
une largeur t et serait creuses en leur centrelelsité relative d’'un agrégat de cellules de ce typ
peut étre déduit de I'expression [2] :

*
% = 1,197t EqC-13
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Avec p* la densité de la mousseja densité absolue du matériau constitutif de dasse,
t la largeur des trabécules et | la longueur déssodes hexagones.

L’analyse des clichés microscopique a permis dactariser la morphologie de chaque
mousse en fonction de sa porosité. Les résultatysportés sur le tableau 7.

Type et Taille Taille Densité

porosité moyenne des| moyenne relative
trabécules du | des pores calculée
réseau fum) (um)

Mélamine 6+5 120+ 47 0,07
PU PP 52+ 13 316+ 37 0,23
PU MP 81+ 20, 457+ 130 0,19
PU GP 169+ 36 971+ 378 0,16

Tableau C-7 : caractéristiques des mousses de dépatitenues par analyse d'image

Ces mousses ont été imprégnées par immersion dendarbotine a 55% de matiére
séche et contenant de I'eau et 0,5% de Darvandau A été choisie comme milieu de dispersion
car la viscosité de ce type de barbotine est seyp@ria celle contenant de I'éthanol aprés 24h
d’homogénéisation. Pour cette application, il estispensable d’avoir une suspension pas trop
fluide pour quelle puisse adhérer aux parois dadasse. L'exceés de suspension a été retiré en
pressant les mousses a la main. Nous avons yiibige cette étude le taux maximum de poudre
possible afin que la barbotine de bioverre soib lispersée et gu’elle se dépose le plus possible
sur les parois. Le comportement rhéofluidifiant &stintéressant: la faible viscosité de la
barbotine lors de la déformation lui permet deuec facilement dans la mousse lors des étapes
d'immersion et d’évacuation du surplus. De plusyitzosité plus importante au repos lui permet
de ne pas trop couler le long des trabécules losdhage.

b) Cycle de déliantage

Le cycle de déliantage a été déterminé par I'aBalygrmogravimétrigue des deux
mousses (figure 60). Les zones d'intérét sont salle la perte de masse est la plus rapide. Le
contrdle du déliantage est crucial pour l'intégriteés poreux. L'utilisation d’un mauvais cycle
induirait une forte fissuration des échantillong @uun départ trop rapide du polymere.

0 0~

20—

Perte de masse (g)
Perte de masse (g)
(o]

I

30

1 | 1 | 1 | -16 1 | 1 | Il |
0 200 400 600 0 200 400 600
Température (°C) Température (°C)
Figure C-60 : Thermogramme d’une mousse de polyurétine (A) et d’'une mousse de mélamine (B)
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Les cycles utilisés pour la mousse de polyuréthade enélamine sont présentés sur la
figure 61.

A 55058- B 550°C-5h
0,8°C/min
300°C-5 0,8°C/min 5°C/m 0,8°C/min CoHhin

0,8°C/min

Figure C-61 : cycle de déliantage utilisé pour les ousses de polyuréthane (A) et de mélamine (B)

Outre le cycle utilisé, le passage du bioverre 458%a température de transition vitreuse
vers la fin des cycles de déliantage, permet detewir une certaine cohésion des poreux. Malgré
tout, apres déliantage ceux-ci présentent unecfédilue mécanique.

c) Cycle de frittage

L’étude réalisée précédemment sur le frittage depawts de poudre de bioverre montre
gue ce processus est composé de plusieurs étapamtjveliées aux transformations structurales
subies par le matériau lors de ces traitementsnifaes. Juste apres la premiere température de
transition vitreuse, la viscosité est suffisammieasse pour que les échantillons entament leur
premiere étape de densification. Ce frittage sé par flux visqueux et son intensité est
dépendante de la vitesse de chauffe. Plus on eaeviplus on densifie. Puis, au passage de la
température de séparation de phase, la vitesserd#fidation diminue jusqu'a la température de
cristallisation de la phase principale. A cette génature, la densification due au flux visqueux
s'arréte et on observe un retrait di a la cris@ion en volume. Lorsque la phase cristalline
principale est entierement formée, un palier desifieation est observé jusqu’a la température de
seconde transition vitreuse. Au passage de cettesformation, un troisieme retrait apparait.
Celui-ci permet de densifier complétement le matériA haute température, plus la vitesse de
chauffe est basse et plus le matériau devient dense température donnée.

Le cycle de déliantage utilisé pour la pyrolyses eleousses prévoit des températures
allant jusqu’'a 550°C a 0,8°C/min et est composérdis paliers de 5h aux températures de
maximum de perte de masse du polymere. Ce cyatiliintage est donc incompatible avec une
densification correcte sans cristallisation puisgd@ne part, on a vu qu’il fallait chauffer
rapidement pour augmenter la premiere densificatioque, d’autre part, comme il & été vu
préecédemment sur les cinétiques isothermes dageittun palier de 5h & 550°C entrainait une
cristallisation.

Les échantillons obtenus apres déliantage présemanfaible tenue mécanique, un autre
traitement thermique paraissait indispensable. Nwasis donc fritté les échantillons a 1°C/min
jusqu’a 1000°C.
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d) Caractérisation des poreux et optimisation du prdéé
d’'imprégnation

La figure 62 montre les poreux obtenus par imprégnale mousse de polyuréthane et de
mélamine.

-
_ha ok T .
AccV SpotMagn Det WD —— | 2mm AccV SpotMagn Det WD Exp ————— | 2mm
200KV 52 13x SE 16.1 PU gros pores 600-600-750-1000 200KV 40 13x SE 2391 bioverre23-11-06-pp_j18-controle
7 - = g

AccV SpotMagn Det WD Exp b———+— 1mm
200kV 50 15x SE 1891 sobone

Figure C-62 : poreux obtenus par imprégnation de masses de (a) polyuréthane gros pores (b) polyuréthan
petits pores (c) mélamine

Les poreux obtenus par imprégnation de mousses éamime présentent une forte
hétérogénéité en volume, et beaucoup de poredstaigment bouchés tandis que ceux obtenus
par imprégnation de mousses de polyuréthane peggame structure fortement interconnectée et
plus homogene. Les différences observées provi¢mtesnpropriétés d’absorption de la barbotine
qui sont plus élevé pour les mousses de mélamimepagur celle de polyuréthane. Les mousses
de mélamine retiennent plus la barbotine. Nous saaonc choisi d'utiliser pour le reste de
'étude des mousses de polyuréthane qui préseétaiement I'avantage d’étre disponibles en
différentes tailles de pores permettant d'adagirhplants au site osseux auquel il est destiné.

La figure 63 montre les matériaux poreux obtenussfrittage & 1000°C a partir de
mousses de polyurétane de petits et gros pores.
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Figure C-63 : poreux obtenus par imprégnation de maosse polyuréthane a petit pores (gauche) et gros g (a
droite)

La figure 64 montre les clichés MEB obtenus sur pe®ux élaborés via des mousses
polyuréthane a gros pores et frittés a 1000°Calg tle porosité est de 90%. On distingue sur les
clichés des trous dans les trabécules du poreuwespmndant au chemin d’évacuation des
mousses lors du déliantage. Ces zones représeeemefauts du poreux et sont responsable de
leurs faibles tenus mécaniques.

W

AccV SpotMagn Det WD p—— 200pum
200KV 52 73x SE 185 PU gros pores 600-600-750-1000

AccV SpotMagn Det WD b———+—{ 1mm
200KV 50 16x SE 11.7 PU petits pores 600-600-750-1000

Figure C-64 : clichés MEB obtenus sur des poreux obihus par imprégnation de mousses polyuréthane gros
pores et frittés a 1000°C

La figure 65 montre des clichés tridimensionnelgaieographie X obtenus sur des mousses
polyuréthane a petits et gros pores. La tomographirous permet d’observer la structure
tridimensionnelle des poreux. Les défauts dus pardé&le la mousse y sont également observes.
Les mousses de polyuréthane a gros pores permdtdnénir une structure plus homogéne que
celles a petits pores.
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Figure C-65 : tomographie X tridimensionnelle effeaiée sur poreux a petits pores (gauche) et gros paere
(droite)

La figure 66 montre des vues bidimensionnellesalgpes d’'un poreux a petits pores.Les
zones claires présentes sur les coupes 2D sonficagjmes d’'un exces de matiére qui pourrait
contenir des pores de faible taille et isolés, ddépourvus d’interconnections avec des pores
adjacents. La présence de ces ilots de matiérée gstincipal inconvénient évoqué dans la
littérature concernant la méthode d’élaboration mléces macroporeuses céramiques par
imprégnation de mousses polymériques [4].

Figure C-66 : vues bidimensionnelles de coupes d’'yporeux a petit pores

Le taux de porosité obtenu dans les poreux finaiatétrées élevé, nous avons tenté
d’'optimiser le procédé d'imprégnation afin de baisse taux et donc d’augmenter la tenue
mécanique des poreux. Trois solutions sont possible
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1- Conserver la structure de la mousse et obtenioséipde la mousse de départ.

2- Saturer totalement la mousse de barbotine pouongecver qu'un réseau poreux, négatif
de la mousse de départ.

3- Saturer partiellement les cellules des mousses

La premiere méthode permet d’obtenir des poreuxpcenant 95% de porosité. La
seconde méthode engendre des taux d’environ 30pomsité. La figure 67 montre les poreux
obtenus par saturation compléte des mousses. lestdlons obtenus présentent une relative
bonne tenue mécanique mais I'ensemble des celdgiesbstrué par le bioverre sans formation
d’'un réseau poreux, répliqgue de la mousse de ddmtporeux obtenus ne satisfont donc pas le
cahier des charges des substituts osseux. Enfitroisieme méthode permet d’obtenir des
échantillons de 80% a 90% de porosité. Cette métlest donc peu reproductible en terme de
taux de porosité mais permet d’obtenir des échansilde meilleure tenue mécanique que la
premiere grace a I'obstruction de certains pores

Acc.V Spot Magn Det WD Exp p——— 500 um
200KV 50 35x SE 1431 mousse 1000CgP 5% liant

Figure C-67 : Poreux obtenu par saturation complételes mousses

e) Optimisation de la formulation des barbotines

Effet du pH des barbotines

Nous avons vu précédemment qu’'un pH des barbotiedsoverre égal a 9,25 permettait
d’augmenter considérablement leur dispersion. Nwagis donc utilisé ce type de barbotine pour
imprégner les mousses de polyuréthane. Le pH nadesesuspensions dans I'eau étant de 12,
nous les avons acidifiees avec de l'acide nitrigpees 6h de dispersion au tourne jarre afin
d’obtenir un pH de 9,25 aprés 2h d’agitation additielle. Aprés un séchage de 48h, les mousses
sont ensuite déliantées suivant les conditionsraieenent indiqguées précédemment. Aprés ce
traitement thermique, les poreux obtenus ne présermucune cohésion et sont complétement
effondrés. De plus, la couleur des particules dedsire est blanche alors qu’au pH naturel de la
barbotine, celle-ci est grise.

Pour comprendre ces résultats et l'effet du pH lsudégradation des mousses de
polyuréthanes, celles-ci sont placées 2h dans alnoéan alcaline composée d’eau et de soude a
des pH de 9 et 11. Aprés séchage, les moussearsdpsées par ATD/ATG.

La figure 68 montre les résultats obtenus. L'aralff'ermique différentielle montre des
mécanismes de dégradation trés peu différents ectibm du pH, seul un léger décalage de
températures est observé. Les pertes de masseduorsycle de déliantage se déroulent
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approximativement aux mémes températures et avemdme intensité. Ces résultats ne
permettent pas de comprendre la différence de casmpent observée expérimentalement.
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Figure C-68 : Thermogramme de mousses de polyurétha(PU) immergées dans une solution de NaOH a
différents pH

Nous nous sommes ensuite concentrés sur les espeicpges présentes dans la barbotine
a cause du dispersant. Le Darvan C réagit avewlieie par relarguage d’'ions iHdans la
solution. Nous avons donc reproduit la méme expéeeque ci-dessus mais en induisant un
changement de pH de I'eau par ajout de®H. La figure 69 montre les résultats obtenus.

20
O -
>
<= 20
>
<
== = PU pH 12 dans NH,OH
| — — - PU pH 10 dans NH,OH
—— PU pH 9,4 dans NH,OH
-4(Q (— = PU pH9 dans NH,OH
_60 1 I 1 I 1 I 1 I 1
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Température (°C)

Figure C-69 : Thermogramme de mousses de polyurétha(PU) immergées dans une solution de NBH a
différents pH
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L’analyse ATD montre trés peu d’évolution des mésmes de dégradation thermique
pour des pH entre 12 et 10. Par contre, a partd,4len pH, la dégradation est considérablement
différente. Pour des pH supérieurs a 10, la moesskdégradée thermiqguement par un mécanisme
endothermique prédominant de maximum d’intensité0@°C et par un mécanisme mineur a
400°C. A un pH de 9, deux pics principaux de dégfiad sont observés, I'un a 350°C et l'autre &
525°C. Globalement, la dégradation se termine atelapératures inférieures a celles obtenues
pour des pH de 10 a 12.

La composition chimique exacte des mousses n’gaastconnue, il nous est difficile
d’expliquer ces résultats par un mécanisme réamiorNéanmoins, nous pouvons émettre
quelques hypotheses. Les mousses de polyuréthahetdenues par réaction entre des polyols et
des isocyanates (rapport 1/1). Industriellementgjonite des isocyanates en exces pour obtenir
des mousses thermiquement plus résistantes. Eengeésle N dans les suspensions aqueuse,
d’apres le pKa du couple NHNH; (pKa = 9,2), a pH inférieur a 9,2 ces espécesassiorme en
NH; qui peuvent agir sur les isocyanates introduigxes. Ceci pourrait expliquer les résultats
observés.

C’est donc bien I'ajout de Darvan C qui induit faidrement des poreux par dégradation
chimique des mousses de polyuréthane lorsque legtkajusté a 9,2. Trois solutions peuvent
alors étre envisagees :

- L'utilisation d’'un autre dispersant
- L’optimisation du cycle de déliantage lors de ligtition de barbotines pH 9
- Travail a pH naturel des barbotines

Nous avons choisi la troisiéme solution, les detenpere nécessitant des études plus
approfondies.

Utilisation d'un épaississant

Plus une barbotine est visqueuse, plus elle esteptible de se fixer aux parois des
mousses. Cependant, pour obtenir des poreux horesgénde bonne tenue meécanique, les
suspensions doivent étre bien dispersées ce qait secompatible avec une floculation des
barbotines. Le mode d’action envisagé, le pourcentaaximal de matiere seche possible étant
déja mis en ceuvre, est I'ajout d’'un épaississant.

Du PEG 6000, a donc été introduit dans les barbstindes pourcentages compris entre 5
et 15% de matiere séche. Les mousses ont été ingeggde ces suspensions et traitées
thermiquement. Malgré la haute masse moléculairdPHG, aucun effet n'est constaté. Les
poreux ont la méme taille de macroporosité et lmmé&nue que les poreux obtenus sans liant. La
figure 70 montre les microstructures obtenues aifé&rents taux de PEG 6000. Bien que I'ajout
d’épaississant ne permette pas de retenir plus dBema sur les parois, il induit de la
microporosité et celle-ci augmente avec le tauxljd\eant. L'ajout de PEG 6000 n’a donc aucun
intérét malgré sa haute masse moléculaire.
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Figure C-70 : Clichés microscopique de la surface dereux obtenus par imprégnation de mousse et ajoute
liant (PEG 6000).

f) Double imprégnation

Afin d’améliorer la tenue mécanique des poreuxxegisont imprégnés une seconde fois
aprées déliantage ou frittage avec une barbotir@ade matiére séche. L'excés de suspension est
ensuite enlevé par secousses successives. Apregyeéde 48h, les poreux sont frittés a 1000°C.
Le taux de poudre de bioverre choisi est justifié Ip fait que la suspension doit étre assez fluide
pour ne pas étre trop retenue par la structurauperet donc boucher trop de pores. Ce procédé de
double imprégnation a été réalisé sur des poreumsipores apres déliantage ou apreés frittage.

D’'une maniére générale, pour les deux type de blopségnés, le procédé a pour effet
d’augmenter grandement la tenue mécanique dese&slifirace a linfiltration de la barbotines
dans les défauts créés par le départ de la moassdaistructure initiale (figure 71)
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Figure C-71 : clichés MEB montrant le comblement de défauts des poreux par le procédé de double
imprégnation.(A) avant et (B) aprés double imprégnton

Figure C-72 : poreux obtenus apres double imprégnaiin (a) aprés frittage (b) aprés déliantage

La figure 72 montre les poreux obtenus apres impatgn de blocs déliantés et de blocs
frittés. Apres frittage, la double imprégnation diocs frittés a 1000°C engendre des blocs
fissurés a cause d'un frittage différentiel tropportant entre le structure poreuse initiale et le
dépdt de bioverre amorphe sur ses parois. En reeates poreux obtenus par imprégnation d’'un
bloc poreux délianté ne présentent pas ces fissueeBittage différentiel est donc limité ce qui
confirme la faible importance du premier staderdtagie sur la densification du bioverre.

Lors du procédé de double imprégnation, lorsqercks de barbotine est enlevé, il est
préférable d'utiliser des structures frittées a QP@ pour garder l'intégralité des structures
initiales. En effet, I'application de ce procédédeés structures aprés déliantage est délicate
puisqu’elle fracture en partie les poreux et I'oitien d’échantillon de forme géométrique est
difficile. Nous avons donc choisi d’utiliser ce pé&alé sur des blocs frittés.

La seconde couche déposée peut ensuite étree fattéc un total contrble de son état
structural et de sa densification grace aux étudatisées précédemment. Dans ce cas, une
densification totale n’est probablement pas néaesad’obtention d’'une bonne tenue mécanique
puisque I'obstruction des défauts de la structoiale par le bioverre joue déja ce réle. Cette
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technique devrait présenter I'avantage d’avoir himactivité évolutive des poreux finaux sans
affecter leurs propriétés mécaniques.

g) Combinaison gel casting et imprégnation de mousse

Afin d’'augmenter la tenue mécanique des poreuxd@sesolutions est de déposer plus de
matiere sur les parois des mousses. Ceci peutéglisé par combinaison de I'imprégnation de
mousse et du gel casting. L'imprégnation de mowssx un meélange de barbotine et d’'une
solution de gélatine a chaud permettra de retarbatbotine sur les parois des mousses et d’éviter
leur sédimentation grace a un refroidissement eaftioh effet, au refroidissement, la gélatine va
se gélifier en formant un réseau tridimentionnal\guemprisonner la suspension de bioverre au
niveau des parois de la mousse.

Les mousses de polyuréthane ont été imprégnées dalation de bioverre mélangé a de
l'acide acétique et & une solution de gélatinecida acétique est utilisé pour créer un tampon
avec le sodium contenu dans le bioverre 45S5 afinlg gélatine soit en présence d’'un milieu ou
elle peut gélifier.

La figure 73 montre les poreux obtenus apres délignde mousses de polyuréthane
imprégnées d’'une suspension de bioverre combinée aalution de gélatine.

Figure C-73 : poreux obtenus par combinaison de l'iprégnation de mousse de polyuréthane avec la teclie
du gel casting

Seule la surface externe des poreux est déliabéeearbone se concentre au centre des
échantillons. Une décohésion compléte entre laasarét le cceur des poreux est observée. Aprés
frittage a 1000°C, la pyrolyse du carbone n’esfdors pas complete. L'ajout de gélatine ou la
réaction entre le bioverre 45S5 et 'acide acétigupour effet de retenir le carbone dans les
poreux. La technique du gel casting n’est doncgueptée a I'imprégnation de mousses par des
suspensions de bioverre.

2) Utilisation de billes de PMMA comme porogéenes
a) Par mélange

Comportement du mélange
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Lorsque des billes de PMMA individuelles sont mées a une barbotine de bioverre,
elles flottent a la surface de la suspension. ésn’donc pas possible d’obtenir des poreux
homogéne avec cette technique.

Combinaison avec gel casting

Afin d’éviter la flottaison des billes de PMMA, dst possible de combiner ce mélange a
une suspension de gélatine. Au refroidissement, gédification, les billes de PMMA sont
emprisonnées dans la structure des échantillon®rdtinduire, aprés déliantage, une porosité
répartie dans tout I'échantillon.

La figure 74 montre les poreux obtenus par comddmeavec ces deux techniques.

Figure C-74 : poreux obtenus aprés frittage & 100@ par combinaison de I'ajout de billes de PMMA et d
gel casting.

Comme dans le cas de la combinaison de I'imprégnaté mousse avec le gel casting, on
observe que seule la surface des échantillonsédisintée. Le carbone est retenu au cceur des
blocs. De plus, de gros défauts sont observés diépart des billes de PMMA.

b) Par imprégnation de préformes

Obtention de préforme et imprégnation

La température de transition vitreuse du PMMA éw@mt116°C, les préformes ont été
obtenues par introduction des billes dans un meuteaitement thermique a 150°C pendant 1h.
La figure 75 montre les préformes obtenues, on rgagaque les billes forment des cous de 100
microns de diameétre entre elles.

500 gm

AccV  SpotMagn £ Det WD |———{ 1mm 3 e
200KV 50 15x SE 123 preforme bille PMMA 4 | % preforme bille PMMA

Figure C-75 : Préforme de PMMA obtenue a 150°C pendarih
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L'imprégnation a été effectuée par immersion deésgpmes dans une barbotines pendant
30 min. Les préformes imprégnées sont alors séehéamt 43h.

Cycle de déliantage

Le cycle de déliantage a été défini par l'interma@ei de I'analyse thermogravimétrique
(Figure 76)

Perte de masse (mg)
o)
o
[

-80 1 | 1 | 1 | 1
0 200 400 600 800

Température (°C)

FigureC-76 : ATG billes de PMMA

Le déliantage s’effectue a 0,8°C/min avec des patie 5h aux températures ou la vitesse
de départ est maximum (T= 275°C et 330°C). On ofesalors une « explosion » des échantillons
due aux contraintes excessives créées par le digmlbilles. Nous avons alors décidé de réaliser
des palier de 10h tous les 20°C, a partir de lgp&ature de début de perte de masse, jusqu’a
600°C. Ce nouvel essai engendre les mémes conséguepe précédemment. Enfin, un
troisieme essai, incluant la fusion préalable dilympeére permet d’obtenir un poreux mais
effondré. Cette fois la mouillabilité des suspensisur les billes, les interconnections entre dille
du réseau initial et la quantité de barbotine daspiéformes sont mises en cause.

Poreux finaux et caractéristiqgues

Les poreux obtenus sont frittés a 1000°C a 1°C/marfigure 77 montre les résultats
obtenus.
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2 5
) e
Figure C-77 : poreux obtenus par imprégnation de lies de PMMA

Cette technique permet d’obtenir une macroporasitéerte et interconnectée. La taille
des interconnections dépend de la taille des couée entre billes de PMMA. Le procédé doit
encore étre optimisé pour obtenir des formes detsons précises et homogenes.

3) Freeze casting

La figure 78 montre les poreux obtenus aprées |yigattion.

AccV SpotMagn Det WD Exp b 2mm AccY SpotMagn Det WD Exp  |—— 500 um
200kV 50 14x SE 2221 section transverse milieu 200kvV 50 50x SE 2221 section transverse milieu

oy <

oV SpotMagn Det WD Exp b 50;1m“

FigureC-78 : poreux obtenus par freeze casting

Ces poreux présentent une macroporosité ouveritgertonnectée. Les macropores se
présentent sous forme allongée et avec une tailavidon 50 um. Cette taille peut étre
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augmentée par contréle de la vitesse de refroitisee Deville et al. dans leurs travaux sur
I'obtention de poreux d’hydroxyapatite avec cedehnique arrivent a des tailles de macropores
allant jusqu’a 15@m [5].

L'avantage de cette technique est qu’elle ne néeepas de cycle de déliantage. La
densification et les transformations du bloc porpaxvent donc étre contrélées sur tout le cycle
de frittage. Il est donc possible d’adapter lesppéiés mécaniques des blocs poreux au site
0sseux a combler.

4) Résumé et conclusion

Nous sommes parvenus a obtenir des blocs poreisfagsnts par I'intermédiaire de
deux techniques, limprégnation de mousse et lezfrecasting. Les blocs obtenus sont
homogenes, de porosité ouverte et interconnecgetdchniques utilisant des billes de PMMA
avec le gel casting ou l'imprégnation de préforneehilles frittées ne sont pas un succes et
nécessitent des études plus approfondies notansuela formulation des barbotines.

Dans la technique de 'imprégnation de mousseplgupéthane a été choisi plutdt que la
mélamine car ce type de mousses permet d’obtenistuneture plus homogéne et reproductible.
De plus, ces mousses sont disponibles dans le corenavec différentes tailles de pores.
L’avantage de cette technique est que les strigctipéenues sont fortement interconnectées et
peuvent étre a porosité variable en combinant dessses a petits et gros pores par exemple.
Elles peuvent également étre mise en ceuvre avegedesetries contrblées.

Par contre, I'inconvénient majeur de cette techmigst qu'’il n’est pas possible, a cause du
cycle de déliantage, d’obtenir des poreux résistaahs cristallisation. Un traitement thermique
de frittage a 1000°C est indispensable pour qustlestures aient une bonne tenue mécanique.
De plus, les défauts créés par le départ de la seaffaiblissent les poreux. Nous avons vu qu'il
était possible de combler ces défauts par doulpeéignation mais ce procédé est délicat et il est
difficile de ne pas casser les structures lorsadselconde imprégnation. Nous avons également
évoqué la possibilité d’'une bioactivité évolutivesdooreux. Enfin, pour une méme taille de pore,
le contrdle du taux de porosité tout en gardantatnesture homogéne est difficile. Ainsi pour les
gros pores, des porosités relatives de 90% soenhobs. Baisser ce taux reviendrait a boucher
certains pores et donc diminuer l'accessibilité @elules lors de la colonisation vivo du
matériau.

Parallelement, la technique du freeze casting pediobtenir également des structures
homogenes et a porosité interconnectée. Un contdleaux relatif de porosité est a priori
possible en variant le taux de matiere séche desoti@es. Le principal avantage de cette
technique est qu’elle permet un contrdle completykle de frittage. Il est donc théoriquement
possible de densifier les poreux sans cristallBerplus, la taille des pores peut étre modulée par
la vitesse de congélation. Par contre il n’estgraore possible d’obtenir des macropores de taille
supérieure a 150 microns.
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Evaluation biologique - Introduction

INTRODUCTION
t

Cette partie présente I'évaluation biologique degériaux a base de bioverre 45S5
tant au niveau de leur bioactivité, caractérisée lpaprécipitation d’'une hydroxyapatite
carbonatée (HAC) a leur surface, qu'au niveau desldiocompatibilité caractérisée par la
tolérance de cellules, les ostéoblastes, a étresmeis contact avec ce type de matériaux.

Le premier chapitre sera consacré a I'étude derladtion de la couche d’'HAC a la
surface de poudre et de blocs poreux a base deerbgovCette étude sera réalisée par
lintermédiaire de cinétiques de formation. On meettotamment en évidence linfluence des
transformations structurales sur la bioactiviténthtériau.

Le second chapitre présentera les essais in dérainétiques de culture cellulaire
réalisés sur les blocs poreux précédemment utilidésles problémes majeurs de la mise en
contact statique de ce type de substituts osseuxdmgecellules dans un fluide biologique, est
le pH basique induit par la dissolution du matéri@da.pH conduit a une nécrose cellulaire.
Un protocole de culture cellulaire sera donc pitdataent mis en place, le but étant de pré
traiter les blocs poreux afin de former une coudi®AC a leur surface qui stabilisera leur
dissolution, diminuera l'alcalinisation du milieet, permettra la culture des cellules.

Enfin, le troisieme chapitre présentera les presnigésultats obtenus lors de
limplantation des blocs poreux a base de bioveares des lapins
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Evaluation biologique - Etude de la bioactivité dibioverre 45S5 et influence de ses transformation
Chapitre D-1 : Etude de la bioactivité du bioverre 45S5 et
influence de ses transformations

Bioactivité des POUAIES.........cccoiiiiiiiiie e 153

D-1-1
D-1-11  Bioactivité des bIOCS POrEUX.........eeeveeiiiiiiiiiieeeeecciiee e 156

REFERENCES DE LA PARTIE D CHAPITRE 1................... 160

D-1-1 Bioactivité des poudres

La figure 1 montre les résultats des cinétiquedadmation de la couche d’'HAC
obtenues par DRX sur des poudres deguin@raitées thermiquement a 750, 850 et 950°C.

4 = 4
750°C 850°C
L 1 mois

L 2sem

Intensité (u.a)
N
[
Intensité (u.a)
N
] T

odon . A.JLW

0
0 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
20 (%) 20 ()
4 o
950°C
B 1 mois
3 HCA NazCaSiz0s

= 2sem

Intensité (ua)
N
\

1sem
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20 ()

Figure D-1 : Diffractogrammes de poudres traitée a 50, 850 et 950°C aprées immersion dans le SBF a (602
g/ml pendant différents temps
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Aprés 1 mois de traitement, on note la présenbgddoxyapatite (JCPDS 9-432) sur la
surface de toutes les poudres cristallisées. Dsapnétensité relative des pics de maximum
d’intensité correspondant a 'HAC et a JqaSpOs, on note que la proportion d’hydroxyapatite
synthétisée augmente avec la température de texitee plus, a 950°C, le pic correspondant a
'HAC apparait aprés 2 semaines d'immersion danSBE alors que pour les autres poudres, ce
pic apparait seulement aprés 1 mois d'immersiors K@sultats confirment ceux obtenus par
Clupper et al.[1] sur des poudres de bioverreéesita 800, 900 et 1000°C qui montrent que la
réponse bioactive des poudres traitées a 1000°€Lipétieure a celle des autres poudres.

Nous avons identifié précédemment (partie C chafi} qu’a partir de 800°C, une phase
phosphate, la silicorhénanite, commence a crisgalliD’apres Holand et al. [2] qui ont étudié
l'influence de la cristallisation de rhénanite daes verres bioactifs sur la cristallisation d’'HAC
leur surface, la rhénanite joue le réle de nudiéigrogenes dans la cristallisation de HAC et ainsi
pourrait augmenter la bioactivité du matériau. Relaey et al. [3,4] montrent que la phase
rhénanite participe au processus de corrosionapaalction suivante :

3NaCaPQ@+ H,0 + 2C3" « Ca(POy)s(OH) + 3 N& + H*

En mélangeant des particules de HA et de rhénaniez de la gélatine et en les
introduisant dans les alvéoles de dents de chiem ges périodes de 3 et 6 mois, ces auteurs
montrent que l'intégralité de la rhénanite se timmse en apatite.

D’aprés nos résultats on peut conclure que laosiiEnanite favorise la formation d’'HAC,
cette phase joue donc le méme réle que la rhénamig@igmentant la bioactivité du matériau.

L'analyse EDX des poudres cristallisées montre lguapport Ca/P varie entre 1,6 et 4.
Aprés 1 mois, ce rapport est proche de 2 pourdesines traitées a 750 et 850°C, et égale a 1,6
pour la poudre traitée a 950°C. La plupart desestute formation réalisées sur le bioverre 45S5
amorphe montre des rapports Ca/P compris entret 2,$5e7]. L'écart a la stoechiométrie (Ca/P =
1,5) est due a I'incorporation de CH8n substitution des ions FOdans la maille d’apatite qui
tend a augmenter le rapport Ca/P. Dans nos résulied fortes valeurs de Ca/P obtenues
proviendraient également de la présence de la pirestalline résiduelle de la vitro céramique.
Kaufmann et al.[8] trouvent un rapport Ca/P = 3r des blocs poreux frittés de bioverre
comportant 59% de porosité, ce qui confirme noggthese.

La variation de l'intensité du fond continu desfrdi€togrammes montre que les poudres
cristallisées deviennent de plus en plus amorphesc de temps avant de former de
I'hydroxyapatite. Ce résultat confirme les obseorad réalisées par Chen et al.[9]. Ces auteurs
expliguent cette amorphisation par un mécanisméidactivité en quatre étapes. Lorsqu’'une
vitro céramique bioactive est immergée dans du SkBd,premiére étape est une dissolution
preéférentielle aux interfaces verre/ cristaux. Plassolution entre dans les trous créés entre la
matrice vitreuse et les cristallites ce qui indat) troisieme étape, une décomposition des
cristallites en particules plus fine. Pendant ecep® la matrice vitreuse continue a se dissoudre.
Enfin, la structure cristalline est dégradé gra@netnt par 'augmentation du nombre de défauts
ponctuels créés lors de I'échange ionique. Finaemene phase amorphe est formée et une
couche D’'HAC cristallisée se dépose.

La figure 2 montre les clichés obtenus par micrpgc@lectronique a balayage sur une
poudre de bioverre traitée a 950°C et immergée ais mlans du SBF. On observe de petits
cristaux d’'HAC en forme d’aiguille a la surface dgains de poudre. Cette forme de cristaux a
été constatée dans plusieurs études portant ssuive de la formation d’'HAC [10,11] et est
identique a la phase minérale de I'os naturel [12].
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Figure D-2 : formation de cristaux d’HAC a la surface des grains de poudre de bioverre traités
thermiqguement a 950°C et immergés un mois dans dB§.

A titre de comparaison, des poudres brutes etéewmita 580°C, juste au dessus de la
température de séparation de phase vitreuse ebwudébut de la cristallisation, ont été
immergees dans du SBF avec la méme concentrati@?s(@/ml) que les poudres cristallisées. La

figure 3 montre les résultats obtenus.
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Figure D-3 : Diffractogrammes de poudres brute et taitée a 580°C aprés immersion dans le SBF pendant

différents temps

Apres 1 semaine d'immersion, on observe un mélafiggdroxyapatite et de calcite sur
les deux types de poudre. Aprés 2 semaines, larpadraitée a 580°C et partiellement cristallisée
(aeist = 25%) ne présente plus la présence dgCB8Os. La poudre a 580°C est donc plus
réactive que les poudres cristallisées étudiéelessus ce qui confirme les résultats obtenus par
Peitl et al. [18,19]. Au bout de 1 mois d'immersida phase apatite devient prépondérante. La
précipitation d’apatite permet donc de diminuerdiargage des poudres de bioverre, de diminuer
le pH et donc de favoriser la précipitation de HCA.
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Filgueiras et al. [13] ont montré que la couche e riche en CaO,Ps commence a
se former dans les 5 a 10 minutes d'immersion danSBF dans le cas du bioverre 45S5 dense,
alors que la couche cristalline d’'HAC apparait esmént apres 90 a 360 min d’immersion.
Rehman et al. [14] ont montré que la phase amalphi@éaO-pPOs commence a cristalliser apres 6
a 24h d'immersion.

Jones et al.[15] ont montré, sur des poudres desbi® 45S5 amorphe deud, que la
dissolution des ions actifs dans la solution de @Bk pH augmente avec la concentration de
poudre. Par contre, I'intensité du pic relatif #demation d’HAC diminue. Ces auteurs montrent
que pour des concentrations de poudre de biovéi&s 4upérieures a 0,002g/ml de SBF, la
formation de calcite CaCGQest favorisée par rapport a celle d’hydroxyapatdebonatée. Nos
résultats confirment ces observations jusqu’'a 2asses d’'immersion. Cerruti et al. [16] ont
montré sur des particules deuéh que la compétition entre la formation de caleitel’HAC est
dépendante du pH. Des pH supérieurs a 8 favorisgmarition de calcite tandis qu'un pH de 8
favorise l'apparition d’HAC. Ceci peut étre expl@wpar le fait que la solubilité de CagO
diminue lorsque le pH augmente [17]. En effet,ites CQ? sont plus importants & pH élevé di
a la dissolution du COde I'atmosphere. Ces auteurs montrent égalementiajséquence de
réaction conduisant a la formation d’HAC sur desgtipales de 2um ne peut étre considérée
comme une somme de différentes étapes puisquéatgage de cation, la formation d’'un gel de
silice et la reprécipitation de phosphate de calcse déroulent simultanément.

Cette étude montre que la cristallisation des pesaidie bioverre diminue leur réactivité
mais ne l'inhibe pas. La réactivité chimique deadres dérivées du bioverre est liée au relargage
ionique se produisant lors de leur mise en solugibdonc a la bioactivité du matériau. Dans le
cas des poudres brutes et traitées a 580°C, la&ntaton de poudre est inadaptée a cause de leur
relargage ionigue trop élevée. A des concentrajiduns faibles, ces dernieres se transformeraient
en HAC plus rapidement que les poudres de cristi@iplus élevée. De plus, d’'un point de vue de
la réactivité chimique et donc de la bioactiviteggpparait préférable lors de I'élaboration de bloc
poreux de fritter les échantillons a des tempéeatimférieure a celle de la cristallisation de la
phase principale ou supérieure a celle de I'apgparife la phase silicorhénanite. Cette derniére
permettant d’augmenter la vitesse de formatioradehbse d’HAC en participant au processus de
corrosion. Enfin, nos résultats montre que pourpesgires traitées thermiquement au dessus de
750°C, il est possible de travailler a des conegiotns en poudre supérieures a celle de la poudre
amorphe dans du SBF.

D-1-1l  Bioactivité des blocs poreux

Les blocs poreux utilisés ont été obtenus par igmaton de mousse et frittage a
1000°C. Dans un premier temps, les cinétiques dmadtion de la couche d’'HAC ont été
réalisées sur des blocs a gros pores dans du SBF.

Les mesures de cinétiques de formation d’hydroxy@paarbonatée dans du SBF
montrent qu'apres 3 semaines d’immersion, d’apess dnalyses EDX, le verre parent est
guasiment entierement dissout. Deux zones peuventodservée (figure 4). La zone externe
(épaisseur = 2 a 5 microns) qui est composée alEyent de phosphate et de calcium (Ca/P =
1,77) tandis que la seconde, plus en profondeutiecdn outre ces derniers, de la silice (35%)
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(Ca/P=1,9). Cette derniere zone montre la présdhoee forte porosité due a la dissolution du
verre.

Figure D-4 : Blocs poreux aprés 3 semaine d'immersin

A deux mois d'immersion, I'épaisseur de la coucleepthosphate de calcium est de 8
microns. Le rapport Ca/P mesuré est de 5 a laseid’'une trabécule et de 1,3 en son centre. La
guantité maximale de silice détectée au centre dest19% massique, le verre est donc
pratiquement entierement dissout et transformécerchee d’hydroxyapatite carbonatée dont le
rapport Ca/P differe grandement de celui de I'os.

Bien que la solution de SBF utilisée ait une corntms proche de celle du plasma
humain, les cinétiques de formation de la coucheA@€ ne reproduisent pas totalement les
conditions réunies lors d’essaivivo. En effet, outre le fait que les implants sontrsizua un
flux continu de plasma humain, la présence de ioedgrotéines peut influencer la composition
et la stabilité de la couche d’HAC se formant ssriblocs poreux a base de bioverre.

Nous avons mentionné précédemment, dans la pardetdide bibliographique », qu'un
des probléme majeur pour la validation des bloesypoa base de bioverre en tant que substitut
osseux par étudm-vitro, était le pH trop basique des échantillons intredlans un milieu de
culture. En effet ce pH trop basique induit une tra®llulaire importante. Pour palier a ce
probléme, un protocole de culture cellulaire arété au point par I'entreprise Noraker et sera
exposé dans le chapitre suivant. Ce protocole tinciprétraitement de 15 jours des blocs poreux
dans du SBF avec changement régulier de la solutio

Pour vérifier I'influence de la présence de pratéisur la formation de la couche d’'HAC,
des blocs poreux a gros et petits pores obtenusrmégnation de mousse ont été prétraités 15
jours dans du SBF, puis immergés entre 3 et 40sjalans du milieu de culture DMEM
supplémenté en sérum de veau foetal 10 % (Gibceh eintibiotiques (ciprofloxacin, 10mg/ml,
Bayer).

La figure 4 montre le facies de rupture observéwsubloc poreux de bioverre fritté a
1000°C et immergé 15 jours dans le SBF puis 15jdans le milieu de culture.
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Le cliché obtenu en mode électrons rétrodiffusésitmotrois zones de composition
distinctes sur ce facies de rupture. Les résutthtsnus en EDX sur chacune de ces zones sont
reportés dans le tableau 1. En surface (zone 19hsarve une zone tres claire correspondant a la
couche d’hydroxyapatite. Cette couche a un rappaf® moyen de 1,5 mais cette valeur varie de
1,3 a 1,7 avec de petits Tlots a Ca/P=2 en surfacprécipitation des phosphates de calcium n’est
donc pas homogéne.

La zone 2 correspondant & la couche riche en ®kteelativement dense tandis que la
zone 3, le verre restant, est tres poreuse a adida dissolution. L'analyse de composition
effectuée sur cette zone par EDS montre que lacdtamique restante est appauvrie en sodium.
C’est donc cet élément qui part le premier du neddorsqu’il est immergé dans du SBF.

Si on compare les clichés de la figure 5, on sggeique sur un méme échantillon, la
guantité de verre restant varie avec I'épaissesitrddéecules du poreux.

Acc.\ Spof t WD
8.00kV 5.0 E 11.1 sis_xLtif

Figure D-5 : facies de rupture d’une paroi de blocporeux a base de bioverre fritté a 1000°C et plads jours
dans du SBF et 15 jours dans le milieu de culture
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Na,0 Sio, CaO P,Os Ca/P MgO
(Yomassique) | (%omassique) (Yomassique) (Yomassique) (Yoatomique) (Yomassique)
Zone 1 2 1,5 53,2 42,4 1,5 1
Zone 2 1 93,2 2,5 3 1 0,4
Zone 3 12,5 54,8 25,5 6,9 - 0
45S5 24,5 45 24,5 6 5 0

Tableau D-1: compositions des différentes zones @rgées sur les faciés de rupture

Le MgO présent en surface du matériau provienad®lution de SBF. D’autres analyses
de compositions réalisées sur le méme échantillates distances différentes de la surface
montrent que le passage d’'une zone a l'autre spdachangement de composition progressif.

La figure 6 montre la surface des blocs immergésenige a fort grandissement. Les
cristaux d’hydroxyapatite forment une couche miom@pse a la surface des grains de bioverre,
avec une microstructure typique en forme de « (dakes » déja observée dans le cas de
'immersion de poudres traitées thermiquement.

% i

Acc.Y SputM:.ign Det WD Exp |_—| 2 um

200kv 3.0 10000x SE 156 1 bloc poreux bioverre

-~

Figure D-6 : Couche d’hydroxyapatite observée sur utloc poreux fritté & 1000°C et immergé 15 jours dasmdu
SBF et 15 dans du milieu de culture.

La figure 7 montre I'évolution de I'épaisseur dedouche d’HAC pour des blocs
poreux a gros et petits pores prétraités 15 joarss ddlu SBF et immergé avec la méme
concentration dans du milieu de culture entre 8gburs

Leila Lefebvre 159

Thése en Génie des Matériaux / 2007
Institut national des sciences appliquées de Lyon




Evaluation biologique - Etude de la bioactivité dibioverre 45S5 et influence de ses transformation

2000
g ] Blocs gros pores 1T
; 1600 — 0 Blocs petits pores
<L
I N [ |
o= -
2
% 1200 m
)
s [ = [
@ 0
‘®w 800
Q. |
w [
- O]
0 1
400 [ I 1 l 1 I | I |
15 20 25 30 35 40

Temps d'immersion (jours)

Figure 7 : Evolution de I'épaisseur de la couche HHAC a la surface de blocs poreux de bioverre a petéet
gros pores prétraités 15 jours dans du SBF et aprésimersion a différents temps dans du milieu de
culture.

On observe que I'épaisseur de la couche d’'HAC auaggngour les deux types de blocs.
Celle-ci est plus importante sur les blocs poregros pores que sur les blocs a petits pores. Ceci
vient du fait que pour des pores plus petit, |dasgr totale de pores est plus grande et donc que la
concentration de SBF par surface de pores espgplits.

La présence de protéines permet donc de contrdleteeralentir les processus de
dissolution/reprécipitation se déroulant a la stefdes échantillons puisqu’on retrouve a 1 mois
d'immersion, contrairement au cas précédent (bldass du SBF), les différentes couches
identifiées par Hench (cf « Etude bibliographiqlie €e résultat confirme les observations
réalisées par Radin et al. [11] qui montrent, aptade de la formation d’'HAC par immersion du
bioverre 45S5 dans différents milieux, que 'HAGagit plus tard mais de facon plus homogéene
lorsqu’on utilise des solutions contenant du serla. plus, on montre que I'épaisseur de la
couche d’HAC augmente et est fonction de la suréééehantillon disponible a la dissolution.
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Chapitre D-2 : Culture cellulaire
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a. Blocs poreux frittes @ 800°C ......coeiiiiee e 168
b. blocs poreux frittés a 1000°C, de taille de pam@mprise entre 500 et 10t

170

La mise en solution du bioverre 45S5 induit, pas peocessus de dissolution, un pH
basique toxique (supérieur a 9) pour les cellutegieconduit a leur nécrose. Pour que la culture
de cellules soit possible, une étape de controleette dissolution et donc une maitrise du pH est
indispensable. Ce chapitre s’intéressera dans emier temps au suivi du relargage d’ions du
bioverre 45S5 dans différentes solutions et av#férdntes concentrations de poudre. Le but
étant le choix d’'une solution et d’une concentratgui permettra de stabiliser le pH en un
minimum de temps. Le cas de blocs poreux fritt@@ et 1000°C sera €galement examiné, les
vitro céramiques ayant une cinétique de dissalutidférente des poudres brutes. Un protocole
de prétraitement sera alors mis au point qui pdrenéd mise en contact et la prolifération des
cellules sur le matériau. Des cinétiques de pmalifén cellulaire seront alors réalisées sur des
blocs frittés a 1000°C. Parallelement, des cinésgseront également réalisées sur un poreux
composé d'HAP/TCP. Linfluence de la taille desgmsera examinée.

D-2-1 Mise en place d’'un protocole de culture cellu laire

1. Contréle de la dissolution des poudres de bioverre

La figure 8 montre I'évolution du pH de la poudre bioverre amorphe (granulométrie
centrée sur 1,Am) a 0,1g de bioverre/mL dans différentes solutitees solutions sont changées
tous les jours.
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Figure D-8 : Evolution du pH de la poudre de biovere a 0,1g/ml dans différentes solutions

Le pH diminue le plus rapidement dans la soluti@&F Snais est toujours élevé (pH de
8,7) aprés 15 jours de traitement

La figure 9 montre I'évolution du pH de la poudeeldoverre a 0,01 g/mL dans
différentes solutions.
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Figure D-9 : Evolution du pH de la poudre de biovere a 0,01 g/ml dans différentes solutions
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Comme dans le cas de solutions plus concentrées] timinue le plus rapidement dans
la solution SBF. Par contre, contrairement a prégédent, au bout de 10 jours de traitement le
pH est stable a 7,2. Ce pH est proche du pH plogitlie (7,4 0,2).

En conclusion, les conditions de traitement surdp®ypour obtenir un pH stable proche
du pH physiologique sont donc :

-incubation dans le SBF a 37°C en changeant leuntibus les jours
-concentration de poudre de bioverre a 0,01g olebie /mL de SBF
-durée du traitement entre 11 et 16 jours.

La poudre de bioverre ainsi traitée a été miseoriisn a une concentration plus élevée
de 0,1 g/mL dans du milieu de culture. Le pH aprgsifla 37°C est de 8.

2. Contrble de la dissolution des blocs de bioverre

- Bloc poreux fritté a 800°C

Les blocs poreux frittés a 800°C, de taille de pa@mprise entre 100 et 30én, ont été
dans un premier temps immergés dans une soluti@®Béiea 0,1g de blocs poreux/mL de SBF.
Cette concentration initiale est supérieure a ae poudres car la surface spécifique des blocs
poreux est inférieure a celle des poudres. lcm&ériau est semi cristallin et présente donc une
dissolution moins rapide que dans le cas du maténmorphe. Les conditions de prétraitement
des blocs poreux traités a 800°C ont été adaptéfmmetion du pH obtenu (tableau 2).

Période Poids Volume de Concentrat_|on
d’incubation (eng) SBF de Ia.‘ SOIUt'.On
de dissolution
De J-1 & J-3( 4,82 48,2 mi ~0,1g/ml
De J-30 a J-3P 4,82 24,1 ml ~0,2 g/ml
. 10 ml
De J-32 a J-Bri 4,82 (~1bloc/ml) 0,48 g/ml

Tableau D-2 : Conditions de traitement des blocs peux frittés a 800°C

La figure 10 montre I'évolution du pH de la solutide dissolution de blocs frittés a
800°C. Les concentrations en matériau évoluentstile tableau 1.

Entre 30 et 32 jours de traitement, aprés avoingéda concentration des solutions de 0,1
a 0,2 g/ml, on note un pH de 7,5 qui est compatiec la culture cellulaire. Apres 32 jours de
traitement une augmentation significative du pHastervée, di a un manque de changement de
milieu et une concentration plus élevée de vitragggue. Cette augmentation est observée toutes
les fins de semaines. On remarque que lorsquelieungist changé tous les jours, le pH ne varie
que tres peu.
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Figure D-10 : Evolution du pH de la solution de disolution de blocs poreux frittés a 800°C immergés da du
SBF avec une concentration initiale de 0,1 g/ml

D'aprés Hlavac et al.[1], afin d’éviter 'augmetite de concentration en €zt de pH du
a la dissolution du bioverre qui peut influencer ftamation de la couche d’HAC et les
interactions solide/liquide, un changement contmupériodique de la solution d’immersion est
recommandé. Greenspan et Zong [2] appliquent satistitution de solution a des intervalles de
temps de 6h, 24h puis tous les deux jours pourvde®s de compositions incluses dans le
systeme CaO-4s-SiO..

En conclusion, les conditions de traitement desdbfwreux frittés & 800°C pour obtenir
un pH entre 7,5 et 8 sont :
-incubation dans le SBF a 37°C en changeant leurtibus les jours
-concentration des blocs: commencer a 0,1g/mtapter en fonction du
pH
-durée du traitement entre 30 et 36 jours

- Blocs poreux frittés a 1000°C a gros pores

La méme étude a été realisée sur des blocs porgrosgores (500 a 10Q0n) frittés a
1000°C. Quatre blocs de dimensions 3*2*1*@ont immergés dans 100 ml de SBF au départ soit
une concentration de 0,159 de bioverre /mL de $BRolume de solution est diminué au fur et &
mesure que le pH redescend aux environs de 7.dleses de solution utilisés et les pH obtenus
sont réesumés dans le tableau 3.
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29/06/2006 30/06/2006 03/07/2006 | 04/07/2006 | 05/07/2006 | 06/07/2006

pH TC pH TC pH [TC pH | TC | pH |TC |pH [TC
Mousse 1000C 7,93 33,7] 8.2 31,5 1815 | 35 |8,07|268]|8,06|349]| 8 | 33,6
Volume SBF 100 ml 50ml
07/07/2006 | 10/07/2006 | 11/07/2006 | 12/07/2006 | 13/07/2006
pH TC pH [TC |pH |[TC |pH |TC |pH TC
794| 338]8,01[331]|78]325]7,78[318]7,78]| 32,7

25ml 10ml

Tableau D-3 : Conditions des mesures et pH obtenuspr le traitement de blocs a gros pores frittés aQD0°C

La figure 11 montre les mesures de pH obtenus ats @ traitement des blocs poreux
frittés & 1000°C dans le SBF.
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Figure D-11 : mesures de pH obtenus lors du traiteent de blocs a gros pores traités a 1000°C

On remarque que la hausse de pH est moins impertae dans le cas des blocs poreux
frittés a 800°C. Ceci peut s’expliquer par le taie la surface disponible a la dissolution est plus
importante pour des petites tailles de pore cariplus de surface en contact avec la solution. Au
début de I'immersion des blocs, le pH atteint 8q2saque dans le cas précédent il était de 8,8. De
plus, 'augmentation de pH lorsque la solution hjEss changée est moins importante. Ceci est du
au fait que la surface spécifique du bioverre a01G0est moins importante qu’a 800°C, mais

également & cause de la réaction de formation d’ldAgartir de silicorhénanite qui relarge des
H*.

Aprés 15 jours de traitement et dans un volumé&Qlenl de SBF (1,59 de bioverre dans
1mL de SBF), le pH est de 7,78. Ce pH est comaéieec la culture de cellules.
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En conclusion, cette étude montre qu'il est pdssile controler le pH basique di a la
dissolution du bioverre par un traitement adapghaque cas. Les temps de traitement et les
concentrations sont fonction de la forme du matéfjeoudre, blocs denses et blocs poreux) et des
traitements thermiques qu'il a subis précédemment.

Aprés cette étude permettant le contréle du pH oleiens, la seconde étape, avant la
culture de cellules a proprement parle, sera di@rdh cytotoxicité des extraits de bioverre par
l'intermédiaire de tests MTT.

D-2-Il Culture cellulaire

Les cultures cellulaires ont été réalisées par &sddud et M. Berthelot (Noraker) dans le
laboratoire du professeur D. Hartmann. La caraszéon MEB a été réalisée par notre
laboratoire.

Le but de cette étude est de mettre des celluleprtact avec les blocs de bioverre afin
de visualiser les interactions cellules/biomatétian microscopie électronique et d’évaluer la
cytotoxicité. Etant donnés les probléemes de pH do@sirencontrés avec des biomatériaux
contenant du bioverre, nous avons utilisé des ljogalablement traités selon le protocole exposé
au paragraphe précédent pour faire diminuer le ptadution. Cette expérience a pour but de
savoir si les cellules proliferent sur ces bloedtéds.

1. Blocs poreux frittés a 800°C

Dans cette étude, les blocs poreux de bioverre g@atablement traités dans la solution
SBF afin de diminuer le relargage du bioverre. hlegs sont ensuite mis en contact direct avec
les cellules : la prolifération cellulaire est arsgle au bout de 7 jours de culture par le test RTT
'adhésion des cellules sur les blocs est obsezuéuicroscopie électronique a balayage.
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Figure D-12 : Pourcentage de viabilité cellulaire ds blocs poreux frittés & 800°C a 7 jours de culture
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Les résultats de la figure 12 montrent que lessttcbioverre sont peu toxiques pour les
cellules par rapport au controle.

Les blocs sont alors mis en contact avec les esllpendant 13 jours. Au cours de cette
expérience, on observe des cellules vivantes ad &wn puit permettant de contréler que les
conditions utilisées permettent aux cellules ddifgrer. On note une différence entre le puit avec
les fibroblastes et le puit avec les ostéoblagin=ffet, les fibroblastes semblent moins prolifére
que les ostéoblastes (ce qui est déja le cas damdture sans matériaux). Dans le puit avec les
fibroblastes, le milieu change lIégerement de couelqui suggére un pH lIégerement basique. Le
puit avec les ostéoblastes, les cellules proliftetnsemblent tamponner le milieu de culture
(indication par la couleur du milieu : le milieueavles blocs est initialement rose et vire au
orange). L'activité régulatrice des cellules séchange NdH"a été précédemment démontré par
plusieurs études [3-5]

Les échantillons sont ensuite retirés du miliewaéure et préparés pour des observations
au MEB. La figure 13 représente les photos des &chantillons.

Bloc sans cellules | Blocs avec ostéoblastes | Blocsakibroblastes

Photos de la surface du bloc
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Figure D-13 : Observation MEB des blocs poreux fri&s a 800°C et mis en contact avec les cellules pantdl3
jours
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Les photos MEB montrent que les ostéoblastes dahise la surface du bloc. A plus fort
grandissement, on remarque que les cellules ofitgpéoet se répartissent sous forme de couche
cellulaire a la surface des grains de bioverrepsa Hench [6], ce sont la formation de la couche
d’'HAC et le ralargage de silice soluble qui condnisa I'ancrage et a la prolifération des
ostéoblastes sur la surface du verre, ainsi qo&dointégration.

Sur le bloc avec les fibroblastes, on observe mdesellules. En effet, on observe des
plages localisées de cellules comme le montredmigre photo (bloc + fibroblastes). Ce résultat
confirme ceux de Silver et al. [7] qui montrent dedfet métabolique du bioverre 45S5 est plus
faible dans les fibroblastes que dans les osteaislas

Au niveau des granules de bioverre, la différeriobsirvation est nette entre le bloc sans
cellules ou les grains de bioverre sont recouM#H#P, le bloc avec les ostéoblastes sur lequel
on observe des cellules qui font des prolongemeyitplasmiques entre elles et le bloc avec les
fibroblastes ou on observe quelques cellules.

Cette étude réalisée par I'entreprise Noraker, agpsrmis de démontrer que la culture de
cellules est possible sur des blocs poreux friddé800°C traités au SBF pour diminuer le pH
basique. Que ce soit les ostéoblastes ou les fdst@s, les cellules poussent et colonisent la
surface du bloc.

2. blocs poreux frittés a 1000°C, de taille de pore®mprise entre
500 et 100Qum

Cette étude a été réalisée sur des blocs porbageade bioverre obtenus par imprégnation
de mousse et fritté & 1000°C. Deux type de porasitété étudiées : 100 a 26t (PP) et 500 a
1000 um (GP). En paralléle, des blocs poreux de porosiipérieure a 75 ppi a base
d’hydroxyapatite ont été utilisés comme témoin. @ileatype de poreux obtenus par imprégnation
de mousse a été placé dans un puit avec du miBeautfure et sans cellules pour servir de
controle au test.

La figure 14 montre I'évolution de pH obtenue pobaque type de blocs en fonction du
temps. La solution dans laquelle les blocs utiliséexme contréle sont plongés ont un pH
supérieur a ceux qui sont en présence de celldies.derniéres, de par leur activité métabolique
peuvent tamponner le milieu. De plus, on remarques @us les pores sont petits, plus le pH est
élevé. Ce phénomeéne est di a une surface dispgroblela dissolution plus importante dans le
cas des petits pores que dans le cas des gros pofes les pH obtenus pour les poreux a gros
pores sont trés peu différents de ceux obtenuslp®P malgré une taille de pore plus petite de
ce dernier. Cela signifie que 'HAP a une aptitumlda dissolution inférieure a celle de la
vitrocéramique obtenue par traitement thermiqubiduerre.
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Figure D-14 : évolution du pH du milieu de cultureen fonction du temps de culture pour 'HAP, les blos a
petits pores (PP) et les blocs a gros pores (GP)

Ces changements de pH sont visibles par la caoratu milieu de culture. Celui-ci
contient du rouge de phénol qui permet de survesitha pH (figure 15).

. forme acide zone de virage
Couleurs du rouge phén .

jaune | pH 6,6 a pH 8,
Figure D-15 : Code couleur du rouge de phénol dane milieu de culture

La figure 16 montre les clichés MEB qui retracegwdlution du tapis cellulaire en
fonction du temps de culture.

On observe que les cellules recouvrent progres&merfintégralité de la surface des
blocs poreux. Les osteoblastes proliferent subless poreux a base de bioverre.
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“iAccV SpotMagn  Det WD Exp p———{ 50um
% 200kv 50 350x SE 153 1 bioverre10-

AccV SpotMagn Det WD Exp |———— 50um B AccV SpotMagn Det WD p——--ou—u—uo 100 um
200k 50 350x SE 190 1 hioverre23-11-06-pp_j18 s 200kV 50 250x SE 104 PP-J30_20-03-07

Figure D-16 : clichés MEB montrant I'évolution du tapis cellulaire avec le temps de culture.

La figure 17 montre des clichés MEB effectués gdlBs de culture cellulaire sur des
poreux a gros pores en profondeur du matériau. Csereb des nodules qui pourraient
correspondre a ceux observes apres 14 jours deepiar El Ghannam et al.[8]. Dans leur étude
ils ont observé des fibriles de collagene calcHfiéeliées entre elles par des nodules minéralisés

de Ca/P = 1,67-1,69.

AccY SpotMagn Det WD Exp pb——— 10um
200Kv 50 2000x SE 2038 1 bioverre23-11-06-gp_j18
¥

7

L 2
AccV SpotMagn Det WD Exp b————— 20pm
200kv 50 1000x SE 208 1 bioverre23-11-06-gp_j18

Figure D-17 : clichés MEB en profondeur de poreux gros pores aprés 18 jours de culture
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La figure 18 montre linfluence de la taille desrg® sur la colonisation cellulaire des
poreux a 30 jours de culture. Plus la taille desepast petite et plus les cellules recouvrent la
surface. Dans le cas des blocs poreux a gros gor&Qum), les cellules colonisent tout le
volume du matériau.

Bioverre 360-um

Det WD |—| 2mm AccV SpotMagn Det WD b———{ 1mm
200KV 50 14x SE 145 HAP-J30_20-03-07 200kv 50 15x SE 127 PP-J30_20-03-07

500um ad mm

AccV SpotMagn Det WD ——{ 1mm
200kV5.0 18x SE 128 GP-J30_20-03-07

Figure D-18 : surface de blocs poreux apres 30 joside culture — influence de la taille des pores sia
colonisation cellulaire

La figure 19 montre les clichés obtenus en micrpgcaonfocale sur des blocs poreux
mis en contact avec les cellules pendant différéensps. La couleur verte correspond a la
fluorescence du collagene type I, le gris a laesédin du substitut et le rouge a la fluorescenee de
cellules. A 9 jours, du collagéne type | est dégané. Avec le temps la colonisation cellulaire
continue a la surface et commence a gagner lamefo alors que la synthése du collagene
s’intensifie et devient plus importante. Cela abioatla formation d’'un tapis qui recouvre la
surface du substitut et commence a combler lesspem commencant par les micropores.
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Figure D-19 : clichés obtenus par microscopie confale sur des blocs poreux de bioverre mis en contavec les
cellules pendant différents temps

Vrouwenvelder et al. [9,10] observent qu'apresuggade culture, les osteoblastes forment
une couche confluente dense sur la surface du @vbS5 et commencent a synthétiser du
collagéne type | aprés 12 jours. Ce temps estfplbke dans notre étude certainement a cause du
prétraitement. En effet, El Ghannam et al [8,1%]rapontré que I'adhésion cellulaire ainsi que les
fonctions des cellules et leur différenciation saméliorés significativement lorsque le verre
bioactif subit une modification de surface condnisa la formation d’'une couche d’HAC
recouverte de protéines de sérum.

Avec un long temps de culture les observations moostrent que les cellules pénétrent
en profondeur des poreux apres avoir bien colotéséurface. La profondeur maximale
d’observation de la pénétration des cellules e€5®aum pour les poreux a gros pores et G20
pour les poreux a petits pores. Cette profondeurespond a la limite d’observation par
microscopie confocale La profondeur de pénétratiaximum observable des cellules dans les
blocs d’'HA/TCP est de 46[dm. Ce résultat est a relier a I'architecture deepo. Les blocs
d’'HA/TCP sont réalisés par ajout de grains de peéhgs, les structures résultantes sont donc
moins interconnectées que celles obtenues aveaouerbe par imprégnation de mousse. De plus,
la taille des pores est plus petite pour les bttid&\C/TCP.

Effah Kaufmann et al. [12] qui ont réalisé desuds d’ostéoblastes sur des blocs poreux
a base de bioverre ont montré que les cellulestpmides échantillons jusqu'a des distances
comparables a la dimension des pores. De plusntlsnontré que les cellules mises en contact
avec les blocs poreux présentent un haut niveatidtgé de la phosphatase alcaline et produisent
une matrice extracellulaire qui se minéralise pdarmer une apatite carbonatée non
stoechiométrique avec inclusion de protéines. Igletual. [13] ont étudié la formation d'as
vitro par culture de cellules de la moelle dans destsires 3D biodégradable a base de poly(DL-
Lactic-co-glycolic-acid). Trois structures polymede 90% de porosité avec des tailles de pores
de 150-30Qum, 300-500um, et 500-71@m ont été examiné sur 56 jours de culture. Lesuasite
ont mesurés un maximum de pénétration des celllde10+ 82 um pour des pores de 300-500
pm. Contrairement a ces deux derniéres études, &hi@m et al. et Ducheyne et al. [14-16] ont
montré une grande déposition de tissus osseuxarsrdiintégralité des échantillons poreux de
bioverre par culture d’osteoblastes provenant dit He la boite craniéne de rats. La différence
entre ces résultats peut provenir du type de egllld composition de surface des verres,
I'architecture des blocs poreux utilisés et deetzdhhique d’observation.
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Chapitre D-3 : Implantation in vivo

Les implantations in vivo ont été réalisées partfeprise Noraker en collaboration avec
I'école vétérinaire de Lyon.

- Implantation en intra-musculaire et en sous-cutanée

Les matériaux implantés en intramusculaire et eis-sotané sont des blocs de bioverre et
de I'hydroxyapatite sous forme de granules. La elafénplantation est de 4 semaines. La photo
représente le dos du lapin au bout de 4 semaines.

L'implantation en intramusculaire et en sous-cuéatiés blocs de bioverre a été faite pour
vérifier I'innocuité de ces matériaux. Les résdtde I'implantation sur 3 lapins au bout de 4
semaines, suivant le schéma ci-dessous, montréhhiyua pas de signes apparents d’infection
ni d’'inflammation. Les analyses des matériaux imf@a sont en cours.

Téte )
Gauche, Droite, /\ 31363 »——>‘
Intramusculaire sous-cutanée 73 o of B0t
\ A *
Bioverre Bioverre . v
@ ¥
Hydroxyapatite Hydroxyapatite
“. »
Bioverre + Bioverre +
Queue

Figure D-1 : Représentation des implantations effectuées chezlépin.

- Implantation en site osseux

Des implantions de blocs de bioverre poraux Bi##@800°C ont été implantés dans le
féemur de lapin pendant 2, 8 et 12 semaines. Ldgsasahistologiques des blocs implantés sont

en cours.
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CONCLUSION GENERALE

En vue d’obtenir une totale maitrise du protocoddathoration des blocs poreux a base de
bioverre, une démarche d’optimisation allant duyhge des poudres jusqu’aux conditions de
frittage, en passant par les conditions de dispersi été entreprise.

La méthode choisie pour la synthése est la méttrad@ionnelle par fusion d’'un mélange
de poudres inorganiques. Apres trempe a I'eau tiergldes fragments de bioverre qui doivent
étre transformés en poudre. L’'optimisation des it de broyage a donné lieu a des poudres
de granulométrie proches demn.

Le procédé d’élaboration de blocs poreux impliges ttmpératures pouvant aller jusqu’a
1000°C. Nous avons donc identifié les transfornmatistructurales subies par le matériau et leur
impact sur le frittage de compacts de poudres dardomaine de température. Des observations
en montée de température in situ dans un microsétgmtronique a balayage environnemental
ont notamment été réalisées. Un contréle des tianstions a été réalisé par I'intermédiaire de
cinétiques isothermes et non isothermes.

Lorsqu’on traite thermiquement le bioverre a Tgad50°C, le verre passe par sa transition
vitreuse. Il devient alors de moins en moins visguet induit une densification qui est identifié
comme « premier stade » de frittage. La densificaéntre 550°C et 580°C peut étre modélisée
par le modéle de Frenkel décrivant le frittage wses par flux visqueux. Vers E 580°C, le
bioverre 45S5 subit une séparation de phase vérguisengendre une phase riche en silice et une
riche en phosphate. Ce phénoméne entraine unprogtessif du frittage. Le frittage entre le
début et la fin de la séparation de phase peunédglisée par le modele de Frenkel adapté par
Prado en présence d’'une transformation concureenfettage. Cette modeélisation nous a permis
de connaitre précisément Ts ce qui n'est pas gesaiec la plupart des techniques physico-
chimiques classiques, ainsi qu'avec la diffusiorfadimiére puisque le silicium et le phosphore
ont des numéros atomiques tres proches. Nous amongé également que ce premier stade de
frittage augmentait avec la vitesse de chauffe di &cart entre Tget Ts plus important. Puis,
vers 620°C, lorsque la séparation de phase se rteynié phase riche en silice cristallise
directement sous forme de XmSpOs avec des ions PO en insertion dans le réseau. Nous
sommes parvenus a mettre en place des courbes faorpelemps-Transformation permettant
de suivre cette cristallisation. Apres cristallisat les grains de bioverre sont constitués d’'une
coquille cristalline renfermant la phase vitreugers 800°C, une nouvelle phase cristallise, la
silicorhénanite, grace aux ions PCen insertion dans le réseau de silice de la pbaselline
principale. Cette phase n’a jamais été identifif@gaaavant. Elle fait suite & une seconde transition
vitreuse de la phase amorphe restante vers 750°€ntraine une mobilité des atomes favorables
a un réarrangement. Cette derniere transformatioduit un second stade de frittage a partir de
Tg, = 850°C. Ce retard de densification est attribuéfaat que la phase vitreuse restante est
emprisonnée dans les grains de poudres par unelleogustalline. On pense que cette phase
amorphe remonte en surface des grains par marisseati@stwald. Le frittage continue jusqu’a
la fusion du matériau, vers 1100°C. Le frittage pesdres de bioverre 45S5 se déroule donc en
deux étapes principales : entre, By T et entre Tget la fusion de la vitro-céramique. Le premier
stade qui correspond a un pourcentage de retmédilie est globalement moins important que le
second. Des cinétiques isothermes a 550°C réalmfedes poudres montrent qu'il n’est pas
possible de densifier correctement le matériau easisllisation partielle de la phase amorphe.

Les différentes transformations structurales et lafluence sur le frittage du bioverre
étant identifiées, les poudres brutes doivent @ise en suspension et la barbotine optimisée. La
dispersion des poudres de bioverre a été étudigs Kzau et dans I'éthanol. Ceci implique
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by

l'utilisation d’'un dispersant adapté a chaque tgeemilieu dont la quantité a été optimisée.
Toutes les barbotines réalisées présentent un atenpent rhéofluidifiant qui a été mis a profit
lors de I'élaboration de blocs poreux.

Nous sommes parvenus a obtenir des blocs poreaseade bioverre par l'intermédiaire
de deux techniques, l'imprégnation de mousse dgupgthane et le freeze casting. Les blocs
obtenus sont homogenes, de porosité ouverte etameectée. Les techniques utilisant des billes
de PMMA avec le gel casting ou I'imprégnation défprme de billes frittées ne sont pas un
succes et nécessitent des études plus approfomai@smment sur la formulation des barbotines.
La technique de I'imprégnation de mousse permdtditr des poreux de tailles de pores et de
formes variables. L’avantage de cette techniquegestles structures obtenues sont fortement
interconnectées et peuvent étre a porosité éveldivcombinant des mousses a petits et gros
pores par exemple. Par contre, l'inconvénient nrap cette technique est qu’il n'est pas
possible d’obtenir un poreux résistant sans clisaégiion. Un traitement thermique de frittage a
1000°C est indispensable pour que les structuezd ane bonne tenue mécanique. De plus, les
défauts créés par le départ de la mousse affahlises poreux. Nous avons vu qu'il était
possible de combler ces défauts par double imptiggnanais ce procédé est délicat et il est
difficile de ne pas casser les structures lors @egrocédé. Nous avons également évoqué la
possibilité d’'une bioactivité évolutive des poretxifin, pour une méme taille de pore, le contrdle
du taux de porosité tout en gardant une structoneogene est difficile. Ainsi pour les gros pores,
des porosités relatives de 90% sont obtenues. d@aisstaux reviendrait a boucher certains pores
et donc diminuer l'accessibilit¢é des cellules lats la colonisationin vivo du matériau.
Parallelement, la technique du freeze casting pedobtenir également des structures de toute
formes, homogénes et interconnectées. Un conttbtauk relatif de porosité est alors possible en
variant le taux de matiere séche des barbotinesriteipal avantage de cette technique est
gu’elle permet un contréle complet du cycle dedge puisque aucun déliantage n’est nécessaire .
Il est donc possible de densifier les poreux saissadliser. De plus, la taille des pores peut étre
modulée par la vitesse de congélation. Par cohtréest pas encore possible d'obtenir des
macropores de taille supérieure a 150 microns.

La bioactivité du bioverre sous forme de poudré&eaou non thermiquement et sous
forme de bloc poreux a été étudiée. On voit quealasformation du bioverre en vitrocéramique a
pour effet de diminuer la vitesse de formationaleduche d’HAC mais ne l'inhibe pas. Aprées 1
mois de traitement, toutes les poudres étudieéeseptént le méme diffractogramme de rayons X
montrant la transformation totale du matériau edrbyyapatite. Nous avons montré que les
poudres cristallisées deviennent de plus en plus@me avec le temps d'immersion dans du SBF
avant de donner lieu a une hydroxyapatite cristdli

Enfin, un protocole de culture cellulaire a été misplace afin de palier a la nécrose cellulaire
observée lorsque les blocs poreux sont introdegctement dans le milieu de culture en présence
d’osteoblastes. Ce protocole consiste a pré trigisdnlocs poreux dans du SBF afin de former une
couche d’'HAC a leur surface qui stabilisera lewssdiution et donc permettra de diminuer

l'alcalinisation du milieu. Ce prétraitement a peynta réalisation de cinétiques de cultures

cellulaires. Nous avons montré que les ostéoblasthéraient aux blocs poreux, proliféraient et

créaient de la matrice extracellulaire. De plusstiacture interconnectée des blocs permet la
migration des cellules dans le volume du matériau.
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Perspectives :

Suite a ce projet de these, il existe différentespextives qui sont soit spécifiques a
ce travail, soit constituent un élargissement datsuj

Concernant ce travail, du point de vue de l'élabonade blocs poreux, il serait
intéressant d’optimiser les différentes technigmese en ceuvre dans cette thése, notamment
celle concernant I'imprégnation de préformes de PANMBuite a cette optimisation des
procédés d’élaboration, une évaluation des pra@&wiéiécaniques et biologiques en relation
avec l'architecture des poreux devrait permettabt#nir une architecture idéale. En ce qui
concerne la caractérisation biologique des poreukioeerre 45S5, des cultures de cellule
sous charge permettrait de vérifier les capaci@stebinduction de ces matériaux en tant que
support a I'ingénierie tissulaire.

Enfin, il ne faut pas oublier que le bioverre 45%89a vitrocéramique qui en dérive
sont des matériaux fragiles qui ne peuvent étrdanm@s sur des sites porteurs. Afin de ce
rapprocher le plus possible des propriétés mécamiqiee 'os naturel, un composite
vitrocéramique/polymeére doit étre créé. Les porebotenus lors de ce travail de thése pourrait
donc servir de base a I'imprégnation de polymeére.
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RESUME :
Ce mémoire porte sur le développement de substisgsux macroporeux a base de bioverre 45S5. Ce esr
obtenu par fusion de poudre inorganique et trerSpehaute teneur en sodium et calcium ainsi queélsepce de
phosphore rendent se matériau instable en présmamlutions aqueuses, ce qui lui confére une tidted
élevée, c'est-a-dire une grande capacité a favdeisgorocessus conduisant a la genése d’'un ot Qietctivité
est mise en évidence par la précipitation d’Hydepatite carbonatée (HAC) a la surface des particule

Le procédé d'élaboration de blocs poreux nécessiie étape de consolidation, frittage, mettant endeg
températures allant jusqu'a 1000°C. Dans cet \yatkr de température, le bioverre 45S5 subit dffiées
transformations structurales qui peuvent influencer processus ainsi que ses propriétés biologigOex]
transformations sont identifiées : une transitidreuse, une démixtion engendrant une phase rictsgliee et un
phase riche en phosphore, la cristallisation dphase riche en silice, la cristallisation de lagghaiche e
phosphore, une seconde transition vitreuse etdmrude la vitro céramique. L'étude de ces tramsé&iong
conduit & une meilleure connaissance du comportethermique du bioverre 45S5 et apporte la postdiun
contrble de la cristallisation par la mise en plat® courbes TTT. Aprés identification précise d
transformations, leur influence sur le frittage g8se en évidence, notamment par modélisation nauvea
modele a été mis au point pouvant s’appliquer & tlms verres subissant une démixtion préalable|a la
cristallisation. Des cinétiques isothermes dedgiét montrent qu'il est impossible d’obtenir uneugmécaniqu
élevée en évitant la cristallisation, le traitemémgrmique doit obligatoirement se faire au desis850°C
second stade significatif de frittage. Afin de caitre I'influence des transformations sur la biodigt du verre
des cinétiques de formation d’HAC ont été réalis&@edle-ci montrent que lorsque le degré de clistdlon de |
phase NgCaSpOs augmente, la bioactivité diminue mais reste engesente. Par contre I'effet inverse|est
observé dans le cas de la cristallisation de |s@lphosphate qui participerait donc au processusmesion d
matériau.
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Des blocs poreux ont été réalisés par différergelntiques. Des blocs macroporeux de structure heneogf
interconnectée ont été obtenus par freeze castipgreamprégnation de mousse. Cette derniére tqubrnperms
d’obtenir des substituts osseux de forme et dietd# pores variable. On montre que ces blocs &galemen
bioactifs et que I'épaisseur de la couche d’'HAGMée a leur surface augmente avec le temps d’'imorer€ie
blocs sont ensuite testés in vitro par I'intermédiale cultures cellulaire. Nous avons montré e aktéoblastes
pouvaient s’accrocher, proliférer et synthétiseladmatrice extracellulaire sur des blocs poretage de bioverge
45S5.
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