REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE I’ENSEIGNEMENT SUPERIEURE ET DE

LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE DE MEDEA
FACULTE DES SCIENCES

) & Sy,
K\

§

\17

\

/1

Mémoire
Présenté pour obtenir le diplome de Master
En chimie
Spécialité : Chimie Pharmaceutique
Par :
ABDALLAH Nora
BOUDOUMI Manal

Théme :

Contribution a I'élaboration d’'un biomatériau a usage
biomédicale

Déposé le :04/06/2023, au jury composé de :

MADANI Leila Grade : MCB Univ-Médéa Présidente

HACHACHE Naima Grade : MAA Univ-Médéa Examinatrice

MAACHOU Hamida Grade : MCA Univ-Médéa  Encadreur

ZOUAMBIA Yamina Grade : MCA Univ-Médéa Co-encadreur

Année universitaire : 2022/2023



uila

O3S0 g Sl Laa 5 ey guad) il sl (e il e Al Apde V) delua o bl OS5 Auljall s2a s
Ldef oo 4 Kidl s )| Jame gdia€ Cuilun g yam ahadial &5 Jainall (g saall odall aladin DU Ml (g oS5 45 jhay
A ety ¢ haiall elall 8 laas g ol < 482y (72470) L) duw daail Joasi & 03 srhas 13 5 paine dains
i ll 5 a gl il gl Canfitl A€ ) Al jal) i A jall Carlnn g jngll s sl S dade Y B s i
3.2) G e datial) (e o2 21 A Aidiall oY) S G sl Ji) gaal 4ilia Jslae 35 ) saia dpie | Adan)
Jymanll i Al 5 Lo lilaa¥) il 5 0 (e IS pladiul of )8 LEY) jand i (aile 60-50) 5 p sauallS (ke
) s ael zlaall alae (e e

(sl Bl (ailian 5 Ham oLiall (s pall el ol Aalial) cilalgl)

Résumé

Cette étude est principalement basée sur la formulation de membranes a base de deux
biopolymeéres, a savoir la pectine et le xanthane par la méthode de formation de gel pour un usage
biomédical potentiel. L’hydroxyapatite a été utilis€é comme charge minérale. Les membranes
formées sont des membranes opaques continues avec une surface rugueuse. Le meilleur taux de
gonflement (2470%) a été enregistré pour les membranes de xanthane seul dans I’eau distillée,
tandis que des taux plus faibles ont été enregistrés pour les membranes composites de xanthane et
d’hydroxyapatite. L’étude cinétique de la fixation des ions de calcium et de phosphate par les
membranes immergées dans une solution simulée de fluides corporels SBF révele que la quantité
des ions fixée pendant 21 jours de suivi atteint (3,2 mg) de calcium et (50-60 mg) de phosphate. 1l
est a noté que 'utilisation de I’hydroxyapatite synthétique et celle obtenue a partir des os de poulet

ont donné les mémes résultats.
Mots-clés : biopolymere, membrane, hydroxyapatite, bioactivité.
Abstract

This study is mainly based on the formulation of membranes based on two biopolymers, namely
pectin and xanthan by the gelefication method for potential biomedical use. Hydroxyapatite has
been used as a mineral filler. The membranes formed are continuous and opaque membranes with
a rough surface. The best swelling rate (2470%) was recorded for xanthan membranes alone in
distilled water, while lower rates were recorded for xanthan and hydroxyapatite composite

membranes. The kinetic study of the fixation of calcium and phosphate ions by the membranes



immersed in a simulated solution of body fluids (SBF) reveals that the amount of ions fixed during
21 days of follow-up reaches (3.2 mg) calcium and (50-60 mg) phosphate. It is noted that the use

of both synthetic hydroxyapatite and that obtained from chicken bones gave the same results.

Keywords: biopolymer, membrane, hydroxyapatite, bioactivity.
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Introduction générale



Les biomatériaux sont actuellement utilisés pratiquement partout au niveau du corps
humain et leur utilisation est trés largement répondue. Les biomatériaux restent un domaine de
recherche trés actif car chaque nouvelle intervention médicale requiert pratiquement un nouveau

biomatériau spécialement adapté.

L’os est un tissu vivant en perpétuel renouvellement. Le maintien de la masse osseuse a
I’age adulte est assuré grace a I’activité simultanée de deux lignées cellulaires : les ostéoblastes et
les ostéoclastes. Dans le cas de larges pertes de substances osseuses (ostéoporose ou suite a une
exérese tumorale), le mécanisme naturel de renouvellement n’est plus suffisant. Un apport de
maticre extérieur devient alors indispensable pour traiter le traumatisme. Les matériaux d’origine
biologique ont connu une utilisation trés large pour la reconstitution de défauts osseux. Cependant,
les allogreffes présentent des risques de rejet alors que 1’autogreffe nécessite un second site
opératoire. Les progres réalisés dans le domaine des matériaux ont permis de pallier ces
inconvénients grace au développement de greffons synthétiques biocompatibles (polymére, alliage

métallique, céramique, verre...).

Dans ce présent travail, nous nous sommes intéressées a 1’élaboration des membranes
(Xanthane/Hydroxyapatite) et (pectine/Hydroxyapatite) a différentes concentrations, en passant
d’abord par la syntheése de I’hydroxyapatite et son extraction a partir de I’os de poulet. Pour ce

faire, ce manuscrit est structuré en deux chapitres :

\

- Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique permettant de mieux
appréhender, de fagon générale les concepts théoriques de ce travail. Il rassemble les
données essentielles sur les biomatériaux et leur Classification avec un rappel détaillé sur
la structure et la caractérisation de pectine, xanthane et hydroxyapatite.

- Le deuxiéme chapitre concerne notre partie expérimentale (matériels, méthodes, résultats
et discussions) dans lequel sont présentés les deux méthodes d’obtention de
I’hydroxyapatite (par voie de synthése et par récupération a partir des os de poulets), la
préparation des membranes chargées d’hydroxyapatite, leurs caractérisations et leur test de
bioactivité in vitro.

- Enfin, notre mémoire se termine par une conclusion générale relevant les principaux

résultats de cette étude et les perspectives envisageés.




Chapitre 1 :
Synthese bibliographique



Chapitre I : Synthese bibliographique

1.1 Biomatériaux

I.1.1. Définition
Les Biomatériaux recouvrent une grande variété d’applications biomédicales puisqu’ils

peuvent étre a la fois des matériaux de réparation des Iésions tissulaires et des matériaux
implantables et étre constitutifs de systémes d’assistance extra corporelle. L’objectif de leur
développement est de permettre la fabrication de dispositifs d'assistance corporelle capables de
suppléer les fonctions des organes 1ésés. Ils ne se définissent donc pas par une nature
particuliére mais par ’'usage auquel on les destine : ils regroupent aussi bien des matériaux issus
du génie de I’homme (métaux, alliages métalliques, céramiques, maticres plastiques) que des
matériaux d’origine naturelle (collageéne et cellulose), mais aussi des matériaux d’un nouveau

type associant un des matériaux précités a une matrice biologique [1].

Un Biomatériau est donc défini comme étant : “Un matériau non vivant utilisé et congu pour

interagir avec des systémes biologiques ” [1].

1.1.2. Historique
D’apres Jandt, 1’évolution des biomatériaux au cours du dernier siecle peut se diviser en

quatre générations de matériaux qui se distinguent, en tenant compte des différents besoins, des

matériaux implantables en contact avec le corps humain et en milieu biologique.

La premicre génération comprend les matériaux en acier, en polyéthyléne et les métaux

nobles tel que I’or.

La deuxieme génération comprend des matériaux utilisés auparavant dans
I’aéronautique, mais ils sont inertes et passifs avec d’excellentes propriétés mécaniques. Ce sont
le titane et ces alliages. Ces matériaux ont dominé le marché des biomatériaux. Le titane et ses
alliages sont intensivement utilisés dans 1’implantation a cause de leurs excellentes propriétés
mécaniques, mais ils prennent du temps pour se greffer sur le tissu de 1’os et parfois il y’a rejet

de I’implant.

Afin d’améliorer la bio-activité des matériaux implantables, une troisi¢éme génération a
fait son apparition. Elle comprend les matériaux qui ont des similitudes avec le tissu de I’os au

moins dans sa composition chimique comme I’hydroxyapatite, les composés de phosphate de
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calcium et les bio-glass. Ces matériaux présentent une excellente biocompatibilité, mais il y’a

toujours des lacunes a améliorer a cause de leurs propriétés mécaniques tres faibles.

La quatrieme génération présente une véritable révolution. Il s’agit des matériaux
implantables qui interagissent en profondeur avec les systémes biologiques. Ces matériaux
peuvent méme lutter contre les infections qui apparaissent apres I’implantation. Ces matériaux
sont encore au stade de la recherche car ils demandent beaucoup d’argent et de temps. Pour cela

cette génération ne pénetre que lentement sur le marché [2].

Actuellement, une interaction positive est clairement visée, dans le but d’une intégration
plus rapide et durable des implants et une guérison des tissus. On cherche alors des matériaux
dits ‘bioactifs’, qui présentent une affinité avec les tissus environnant et permettent une

intégration plus rapide des biomatériaux [3-5].

I.1.3. Différents types de biomatériaux
D’apres ce qui précede, le domaine des biomatériaux est trés vaste et regroupe plusieurs

produits. Les développements récents des biomatériaux céramiques ou polymeéres pourrait nous
donner I’impression qu’il n’y a plus d’avenir pour les biomatériaux métalliques. En fait, si les
céramiques et polymeres présentent des caractéristiques intéressantes, ils présentent toujours
des lacunes, spécialement dans leurs propriétés mécaniques. C’est pourquoi il est trés important
de penser en termes de biomatériaux meétalliques, de rassembler les propriétés mécano-
chimiques des deux types pour compenser leurs différentes faiblesses. Les différents types des

biomatériaux peuvent étre classés en quatre groupes :

o Les métaux et alliages métalliques,

o Les céramiques,

o Les polymeres,

o Les autres matériaux d’origine naturelle ou composite.

1.1.3.1. Métaux et alliages métalliques
Ce sont en quelques sortes les « ancétres » des biomatériaux puisque ce sont les premiers

qui ont été utilisés pour faire des implants.
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o Aciers inoxydables : ’intérét de ’acier dans ce domaine réside dans ses excellentes
propriétés mécaniques [6]. Ils sont largement utilisés en chirurgie orthopédique.

o Alliages cobalt — chrome : sont principalement utilisés dans le domaine des chirurgies
cardiovasculaires, orthopédiques et I’implantation dentaire [7]. On les trouve également
utilisés en implant dentaire, barre spinale et dans la reconstruction d’orbite oculaire. Les
alliages les plus connus sont CoCrMoN:i (Vitallium : Co :28%, Cr : 28%, Mo : 6%, Ni :
2%), CoCrWNi et CoCrMo.

o Alliages a base de nickel : Le nickel est un métal facile a travailler, donc les alliages a
base de nickel ont servi pour la fabrication de protheses dentaires. Ces matériaux sont
aussi susceptibles d’étre fissurés par corrosion, raison pour laquelle ils sont peu
employés [8,9].

o Alliages a base de titane : Le titane et ses alliages sont de loin les biomatériaux
métalliques les plus fréquemment utilisés, grace a leurs bonnes propriétés mécaniques.
Ils représentent des matériaux de choix pour les applications biomédicales.

o Métaux nobles : A cette catégorie, on rattache le tantale, le palladium, le platine, 1’or,
l'argent, l'iridium et le niobium. La plus connue est I’utilisation de 1’or en dentisterie. Le
cott ¢levé de ces matériaux rend leur utilisation de plus en plus rare.

1.1.3.2. Céramiques
Les céramiques se caractérisent par une température de fusion élevée et un

comportement fragile, qui déterminent leurs domaines d'application. Elles incluent des oxydes,
des sulfures, des borures, des nitrures, des carbures, des composés intermétalliques. Dans le
domaine des biomatériaux, on rencontre principalement les céramiques bioinertes représentées
par ’alumine et la zircone. Ils présentent des propriétés, principalement en compression. La
plus connue, le tetragonal zirconiapolycrystal (TZP) (TZP— ZrO> + 3% Y203) est employée au

sein de prothéses de hanche totale [10].

Il faut signaler tout particulierement les utilisations et les développements de deux
céramiques a base de phosphate de calcium dite bioactives : 'hydroxyapatite et le phosphate
tricalcique. La caractéristique de ces céramiques est une composition chimique qui se rapproche

le plus possible de celle de 1’os naturel : le phosphate de calcium [11, 12].
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1.1.3.3. Polymeres
Les utilisations des polymeres dans le domaine des biomatériaux sont extrémement

nombreux. Les deux grandes tendances de 1'usage des polyméres concernent : les polymeres
fonctionnels qui sont susceptibles d'avoir une fonction chimique particuliére a l'interface
matériau-tissu vivant, a savoir par exemple la capacité d'interaction avec les tissus osseux ; et
les polymeres résorbables tels que les copolymeres d'acide lactique et d'acide glycolique qui

sont utilisables en chirurgie orthopédique traumatologique [13].

1.1.3.4. Matériaux d'origine naturelle
Le souci de biocompatibilité a orienté les chercheurs vers des matériaux logiquement

biocompatibles puisque d'origine naturelle. IIs se distinguent en biomatériaux d’origine végétale

et biomatériaux d’origine animale [14].

I .1.4. Propriétés des Biomatériaux
Les biomatériaux doivent avoir des propriétés mécaniques et physico-chimiques aussi

proches que possibles des propriétés de 1'organe ou de la partie de I'organe ou ils sont appelés a

fonctionner. Ces propriétés peuvent étre regroupées selon trois grands thémes [15].

1.1.4.1. Propriétés mécaniques
Les propriétés mécaniques (module d'élasticité, dureté, résistance a la

compression...etc.) doivent étre aussi proches que possible des propriétés de I'organe remplacé.
Elles doivent étre garanties apres implantation. Il est important de signaler qu'en fonction du
type d'essai réalisé sur un échantillon, les modules d'Young obtenus peuvent étre différents. Ceci
s'explique principalement par les propriétés mécaniques de 1'échantillon (comme l'anisotropie)
mais également par l'essai lui-méme. Dans les méthodes expérimentales de caractérisation, de
nombreux parametres influencent la mesure des propriétés mécaniques ou physiques : les
dimensions, les conditions aux limites des échantillons, les modes de chargement (statique ou
dynamique) et la précision des moyens de mesures [15].
1.1.4.2. Propriétés physico-chimiques

Les propriétés physico-chimiques (forme, taille, température de traitement, composition
chimique, corrosion, biodégradation...etc.) ont également une importance pour réussir
’utilisation d’un biomatériau. La stérilit¢ des matériaux implantables doit pouvoir étre garantie
et implique que ces matériaux puissent étre stérilisés sans modification de leurs propriétés

physico-chimiques et de facon a ne pas étre vecteurs de germes [15].
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1.1.4.3. Propriétés biologiques
Les caractéristiques biologiques (bio-adhésion, réactions allergiques et toxiques,

biodégradation) se définissent par la réaction du vivant au contact des matériaux. Le matériau
ne doit pas introduire de toxicité, ni par lui-méme ni par ses produits de dégradation ou de
relargage. Les biomatériaux doivent répondre a un cahier des charges précis afin de permettre

une réponse biologique optimale [15].

I.1.5. Critéres de qualité d’un biomatériau
En 1953, SCALES définit les criteres de qualité d’un biomatériau qui sont toujours

d’actualité. Il doit étre [16] :

Chimiquement et physiquement inerte

Le moins inflammatoire possible

Non cancérigéne

Non allergisant

Non toxique

Chimiquement et physiquement stable

De caractéristiques mécanique proches du site de receveur

Rétablissant une fonction

NS N N N N N S NN

Aisément introduit

I.1.6. Domaines d'applications des biomatériaux
La chirurgie réparatrice et celle de la suppléance fonctionnelle constituent le domaine

D’application le plus important des biomatériaux. D’autres spécialités médicales recourent
également a des outils d’investigation ou d’intervention endoscopique impliquant 1’emploi des
matériaux appelés aussi a étre confrontés au milieu biologique [17]. La figure 1.1 montre les

organes pouvant étre remplacés par des biomatériaux.
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cristallin artificiel
prothése dentaire

‘ _larybx artificiel
(valve émettrice de voix)

implant mammaire

bras artificiel
_(prothése a
capacité sensorielle)

prothése dynamique
de la hanche

prothése de genou

plague de renfort
en acier inoxydable

plaque cranienne en titane

prothése de la machoire (alliage)

prothése de l'articulation

de lI'épaule
valve artificielle
pacemaker
prothése du coude
prothése aortique
prothése du poignet

prothése de
la jointure du doigt

jambe artificielle

Figure L.1: les organes peuvent étre remplacés par des biomatériaux [18]

Dans ce qui suit, on va énumérer les formes d’utilisation des biomatériaux dans le

domaine biomédical [18].

o Ophtalmologie
- Lentilles
- Implants

- Coussinets de récupération

- Produits visqueux de chambre postérieure

o Odontologie-stomatologie

- Matériaux de restauration et comblement dentaire et osseux

- Traitements prophylactiques

- Orthodontie

- Traitement du parodonte et de la pulpe

- Implants
- Reconstruction maxillo-faciale

o Chirurgie orthopédique
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Protheses articulaires (hanche, coude, genou, poignet, ...)
Ortheses

Ligaments et tendons artificiels

Cartilage

Remplacement osseux pour tumeur ou traumatisme
Chirurgie du rachis

Réparation de fractures (vis, plaques, clous, broches)
Matériaux de comblement osseux injectable
Cardiovasculaire

Valves cardiaques

Matériel pour circulation extracorporelle (oxygénateurs, tubulures, pompes, ..

Cceur artificiel

Assistance ventriculaire

Stimulateurs cardiaques

Prothéses vasculaires

Matériels pour angioplastie liminale coronarienne et stents
Cathéters endoveineux

Urologie/ néphrologie

Dialyseurs

Poches, cathéters et tubulures pour dialyse péritonéale
Rein artificiel portable

Protheses de pénis

Matériaux pour traitement de I'incontinence
Endocrinologie-chronothérapie

Pancréas artificiel

Pompes portables et implantables

Systémes de libération controlée de médicaments
Biocapteurs

Chirurgie esthétique

Matériaux et implants pour chirurgie esthétique

Chirurgie générale et divers

)
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- Drains de chirurgie

- Colles tissulaires

- Peau artificielle

- Produits de contraste

- Produits pour embolisation

- Produits pour radiologie interventionnelle

I.2. Biopolymére
[.2.1. Définition
Selon 1’Union internationale de chimie pure et appliquée (UIPAC), Les

biopolyméres se définissent comme étant des biomacromolécules synthétisées par
des organismes vivants. Et selon 1’Agence de I’Environnement et de la Maitrise de
I’Energie (ADEME), les biopolymeres sont des polyméres naturels issus de
ressources renouvelables (biosources durables) de plantes, d’algues ou d’animaux [19]. Les
biopolymeres peuvent aussi €tre obtenus par polymérisation de monomeres naturels et par la

fermentation des micro-organismes.

Les biopolymeéres sont obtenus a partir de polymeres naturels (biodégradables), de
polymeres synthétiques susceptibles d’étre attaqués par des micro-organismes, ou d’un mélange

des deux familles [20].

Les polymeéres qui intéressent I’industrie des matériaux composites sont ceux qui se
dégradent en quelques années et présentent des performances mécaniques suffisantes pour des

pieces techniques, puisqu’ils jouent le role de matrice dans la plupart des cas.

1.2.2. Types de biopolyméres
On dénombre cinq types différents de biopolymeres que 1’on peut regrouper en trois

classes :
a) Polyméres de synthése : ce sont des polymeres d’origine fossile.

b) Polymeéres biodégradables : ce sont des polymeres d’origine fossile (issus du pétrole)

auxquels est ajouté un additif qui permet de favoriser leur dégradabilité.
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¢) Biopolyméres de biomasse : ce sont les polymeres issus de la biomasse ; il en existe trois

sortes :

e Biopolymére issus de la faune et de la flore : cette famille comprend par exemple
L’amidon, la cellulose, les protéines, etc.

e Biopolyméres produits par polymérisation chimique : cette famille est essentiellement
constituée des acides polylactiques (PLA).

e Biopolyméres produits par des micro-organismes génétiquement modifiés : Comme par
exemple, le polyhydroxyalcanoate (PHA), le polyhydroxyvalérate (PHV), Ile
polyhydroxybutyrate-co-valérate (PHBV) [21].

1.2.3. Propriétés des biopolyméres
De par leur structure chimique, les biopolymeéres présentent des propriétés particuliéres

et intéressantes pour des applications bien spécifiques en industrie plastique. Parmi ces
propriétés, on cite :
1.2.3.1. Biodégradabilité

La biodégradabilité est la propriété la plus importante pour caractériser I’impact d’un
produit organique sur l’environnement. La biodégradabilité est un processus naturel de
décomposition de la matiere organique. Elle est due a la présence de liaisons facilement
clivables comme les liaisons esters ou amides conduisant a la formation de molécules simples

et de fragments de plus petite taille [22].

Quatre ¢éléments y concourent : avant tout, les micro-organismes sans lesquels aucune
biodégradation ne serait possible, I’humidité, 1’oxygene et la température. La durée nécessaire
pour une biodégradation totale des matériaux, pour la bio-assimilation, est importante a
considérer, puisqu’en fonction de 1’utilisation du matériau, une durée trop courte ou trop longue

n’a pas nécessairement d’intérét [23].

La biodégradabilité peut toutefois, dans certains cas, étre tres utile sans qu’il y ait
compostage, c’est le cas de certaines applications agricoles telles que le paillage par exemple

[23].
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1.2.3.2. Biocompatibilité et biorésorbable
Un matériau biocompatible est un matériau qui est capable d’assurer une fonction avec

une réponse appropriée et sans effets indésirables sur I’environnement biologique dans lequel il
est appelé a fonctionner. En plus de la biocompatibilité, on recherche également pour des
applications médicales spécifiques des matériaux biorésorbables pouvant se décomposer tout
naturellement dans 1’organisme humain pour étre remplacés aprés par un tissu vivant. Les
biopolyméres se dégradent naturellement dans [’organisme humain par hydrolyse

(enzymatique) et libérent des molécules assimilable et non toxique [24].

1.2.3.3. Propriétés chimiques
La présence de fonctions chimiques sur les molécules leur attribue des propriétés

particuliéres et des facilités a réagir avec d’autres molécules. Leur réactivité est due a la
présence des fonctions alcool, acide, amine, ou aldéhyde qui réagissent facilement grace a leur

site nucléophile et ¢lectrophile.

La présence de certaines insaturations et des groupements hydroxydes sur les chaines
alkyles des triglycérides permet leur fonctionnalisation et conduit a la formation de
polyuréthanes, polyamides ou polyesters. Dés lors, on peut modifier les propriétés physiques et

mécaniques des polymeres ainsi que leurs applications [25].

1.2.4. Avantages et inconvénients des biopolymeéres
e Principaux avantages des biopolyméres

Les principaux avantages, que présentes les biopolymeéres sont [26] :

- Neutralité en termes de cycle CO»,

- Gestion de fin de vie facilitée par le compostage,

- Panel varié de biopolymeres disponibles,

- Issus de ressources abondamment renouvelables,

- Transformables par les processus traditionnels (extrusion, extrusion gonflage, injection,
thermoformage),

- Haute valeur ajoutée.
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e Inconvénients des biopolyméres

Ils présentent aussi des inconvénients comme [26] :

- Prix de vente ¢levé (cotit + faible production),

- Propriétés physiques parfois limitées,

- Flou normatif et 1égislatif concernant la notion de biodégradabilité (secteur du polymeére
peu structuré internationalement),

- Compostage industriel des déchets bio-polymérique peu développé.

1.2.5. Applications médicales
L’utilisation des biomatériaux dans ce secteur nécessite une trés bonne maitrise de la

technologie thérapeutique. Ainsi le choix de I’utilisation d’un matériau biosourcé dans un corps
vivant doit étre accompagné d’une connaissance approfondie de la relation controlée entre les
propriétés mécaniques et le temps de dégradation [27]. On peut trouver ces biopolymeéres dans
les fils de sutures chirurgicales, le greffage vasculaire, les peaux artificielles et comme systéme

de libération controlée de médicaments [28].

1.3. Biomatériaux utilisés dans cette étude

1.3.1. Pectine

1.3.1.1. Définition
Les pectines ou plus largement les substances pectiques sont des substances d’origine

végétale. Ce sont des polysaccharides complexes que 1’on retrouve principalement dans la
lamelle moyenne et la paroi primaire des plantes supérieures [29, 30]. Elles jouent un role
important dans I’adhésion et le maintien des cellules des tissus végétaux en formant un ciment

rattachant les cellules les unes aux autres [31].

Le terme pectine demeure néanmoins ambigu en ce sens qu’il décrit plusieurs catégories
de molécules distinctes. En fait, il désigne une famille d’oligo et polysaccharides qui présentent
des caractéristiques communes. Cependant, si I’on s’en réfere a leur structure fine, pourront étre
tres différente. Il est a signaler que toutes les pectines présentent une caractéristique commune

d’étre riche en acide galacturonique qui est considéré comme monosaccharide marqueur [32].
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1.3.1.2. Structure
Les polysaccharides pectiques sont formés de chaines principales constituées de

galacturonane et de rhamnogalacturonane, et de chaines latérales constituées d'arabinane et de

galactane [33].

Les pectines sont constituées essentiellement par des résidus d’acide galacturonique
(GalA) liés entre eux par des liaisons a-(1-4), partiellement acétylés ou estérifiés par des
groupes méthyles [34, 35]. La figure 1.2 représente la structure de la chaine principale de la

pectine.

La pectine est également constituée de xylose qui s’insére dans la chaine principale [36].
Il existe principalement plusieurs substances pectiques, on y trouve les protopectines qui sont
des pectines hydrolysées, puis les pectines qui sont des acides polygalacturoniques
partiellement ou entiérement estérifiés. Ensuite les pectinates qui sont des sels de pectines, les
acides pectiques qui sont essentiellement des acides polygalacturoniques non estérifiés. Enfin

les pectates qui sont les sels d'acide pectique [36].

Figure 1.2 : Molécule de la pectine [37]

Leur structure est souvent idéalisée par la succession de zones dites "lisses" constituées
d'homogalacturonanes et de zones dites "hérissées" constituées d'un squelette principal
"rhamnogalacturonane I" branché par des chaines latérales d'oses neutres. Ces trois entités
"homogalacturonane", "rhamnogalacturonane 1", "chaines latérales d'oses neutres" forment les
domaines constitutifs des pectines. Les oses constitutifs des pectines sont estérifiés par

différents substituants non osidiques. Les acides galacturoniques constitutifs des zones homo-
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et rhamnogalacturoniques peuvent étre estérifiées en C-6 par du méthanol et en C-2 et/ou en

C-3 par de l'acide acétique. La figure 1.3 représenté la ramification de la chaine de pectine.

Chez certains végétaux, les oses constitutifs des chaines latérales (arabinose et

galactose) sont estérifiés par 'acide férulique [38].

Rhamnogalacturonan Il Homogalacturonan Xylogalacturonan ~ Rhamnogalacturonan |

O =D-Galacturonic acid @ @ - L-Arabinose @ =D-Apiose é = O-Acetyl
O =L-Rhamnose o @ -Fucose 9

@ -D-Glucuronic acid @ =L-Acericacid @ =D-Xylose = Borate
@® =Kdo @® =D-Dha (@)

Figure 1.3 : Structure de base de la pectine [39].

1.3.1.3. Types de pectine
Le substituant méthanol joue un role majeur dans les propriétés des pectines. On distingue

ainsi deux grandes catégories.

e Les pectines "hautement méthylées" (HM pour High Méthoxyl) (Figure 1.4) ayant un

DM>50 %, majoritairement présentes dans la nature [40].

COOCH, H OH
H H on H "\
H
0 o H
COOH COOCH,

Figure 1.4 : Pectines hautement méthylées [40].
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e Les pectines "faiblement méthylées" (LM pour Low Méthoxyl) (Figure 1.5) ayant un
DM<50 % obtenues a partir des pectines HM par différentes réactions chimiques [41].

COOH H OH COOCH,

COOH COOH

Figure L.5 : Pectines faiblement méthylées [40]

1.3.1.4. Propriétés physico-chimiques des pectines
Les substances pectiques ont plusieurs propriétés physico-chimiques, celles qui sont

importantes sont décrites ci-dessous :
a) Solubilité

La solubilité des substances pectiques dépond de leur masse moléculaire, de la présence
de chaine latérale et du degré de méthylation ainsi que la distribution des groupes méthyles le

long de la chaine principale.

D’une fagon générale, un polyholoside constitu¢é de monomeres identiques non
substitués est insoluble dans 1’eau car les macromolécules du fait de cette régularité structurale,
peuvent facilement s’associer entre elles par de nombreuses liaisons hydrogenes. Ainsi, un acide
polygalacturonique, est insoluble dans I’eau et ne deviendra soluble qu’apres neutralisation des

fonctions carboxylique.

En général, les pectines sont solubles en milieux aqueux (eau, solutions tampons a faible

force ionique) comme le formamide, le dimethyl-formamide, et le glycérol [42].
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b) Stabilité

Les pectines en solution sont stables a pH 3-4. Pour des pH<3, et a basse température,
les groupements acétyles et méthyles sont déstabilisés et les sucres neutres sont hydrolysés. Si
la température augmente, I'hydrolyse est accélérée. En milieu alcalin et a basse température, les
groupements esters sont saponifiés. En milieu neutre et a température ambiante, la
saponification est accompagnée de la réaction de dépolymérisation. Cette dégradation a lieu
uniquement dans les liaisons glycosidiques et dans les résidus de l'acide galacturonique
méthoxylés. A des températures >60°C, la dégradation n'a lieu qu’a pH 1égérement acide (pH

proche de 5) [43].
¢) Viscosité des pectines

Cette propriété est obtenue quand les molécules modifient le comportement de la phase
continue du fait de leur structure (PM/encombrement/...) sans pouvoir créer de zones de
jonctions. Les pectines HM de haut poids moléculaire dans les milieux non propices a la
gélification (ex : boisson fruitée) présentent cette propriété. En ce qui concerne les pectines LM,
on parlera plutoét de comportement typiquement viscoélastique, dont chacune des composantes
peut étre modifiée en fonction, par exemple, de la teneur en calcium du milieu réactionnel. Ces
pectines sont largement exploitées dans les confitures, gelées et marmelades. La viscosité des
solutions de pectines totalement méthylées est indépendante du pH au contraire des solutions

de pectines comportant des fonctions carboxyliques libres [44].
d) Pouvoir stabilisant et pouvoir épaississant

Dans ce cas, la propriété recherchée permet d’éviter la séparation d’un milieu hétérogéne
(ex : mix pour glace/préparation de fruits avec morceaux/boissons cacaotées...). Cette propriété

peut étre obtenue de différentes manicres :

- Soit par augmentation de la viscosité, mais qui peut €tre un facteur limitant pour certaines

applications ou une forte viscosité est incompatible avec la rhéologie du produit.

- soit par création d un réseau suffisamment efficace pour maintenir des particules en suspension

mais suffisamment faible pour ne pas étre perceptible (ex : les gels-liquides) [45].
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1.3.1.5. Domaines d’application
a) Pectines dans la nutrition et I'industrie alimentaire

Les pectines forment un gel dans certaines conditions. Cette propriété leur donne un
grand intérét dans l'industrie alimentaire. Elles sont utilisées comme ingrédient dans la
préparation des confitures, des marmelades et des gelées. Des études récentes ont montré
qu'elles peuvent étre utilisées comme stabilisateur d'émulsion et notamment pour les acides des

produits laitiers [46].
b) Pectines dans la médecine et I'industrie pharmaceutique

Jusqu'en 2002, la pectine était 1'un des ingrédients principaux utilisés dans des pastilles
pour le mal de gorge comme adoucissant. Dans les produits cosmétiques, elle agit en tant que
stabilisateur et est employée dans les préparations curatives de blessures et particuliérement et

surtout dans les adhésifs médicaux, tels que les dispositifs de colostomie [46].

Comme prophylactique naturel, la pectine agie contre 'empoisonnement des cations
toxiques. Elle s’est montrée efficace dans 1'élimination du plomb et du mercure dans I’appareil
gastro-intestinal et les organes respiratoires. Lorsqu'elle est injectée par voie intraveineuse, elle
réduit le temps de coagulation du sang prélevé. De ce fait, elle est utile dans le controle de
I'hémorragie ou de saignement local. Les combinaisons de celle-ci avec d'autres colloides ont
¢été largement utilisées pour traiter la diarrhée, particulierement chez les enfants en bas age [47].
Cependant, elle a une action antimicrobienne in vitro a I’égard de quelques souches bactériennes
[45]. Dans les formulations a libération controlée, les hydrogels de pectine se trouvent dans les

comprimés comme liant.

1.3.2. Gomme Xanthane

1.3.2.1. Définition :
La gomme xanthane (GX) est un polysaccharide exo cellulaire hydrosoluble de masse

moléculaire €élevée. C’est un polysaccharide synthétisé par I’espece bactérienne Xanthomonas
campestris. Le xanthane est completement soluble dans I'eau chaude ou froide, s’hydrate
rapidement une fois disperser et facilite la rétention d’eau en produisant des solutions trés

visqueuses a faible concentration. De plus, ses solutions ont des viscosités uniformes dans un
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intervalle de températures allant de la congélation a presque 1’ébullition et une stabilité

thermique excellente.

Cette gomme a une bonne stabilité dans des conditions acides ou alcalines, sa stabilité
en présence de sels et sa résistance aux enzymes le converti en un des principaux polymeres
utilisés dans l'industrie alimentaire [48].
1.3.2.2. Structure

Le xanthane est un hétéropolysaccharide anionique (Figure 1.6) constitué d’un squelette
cellulosique linéaire de B -D-glucoses dont une unité¢ sur deux est substituée en C3 par une
chaine latérale trisaccharidique. Cette derniére comporte un o-D-mannose, un acide B-D-

glucuronique et un f-D-mannose terminal [49,50].

Le xanthane comporte également des groupements acétate et pyruvate, situés
respectivement sur le carbone 6 du mannose interne et sur les carbones 4 et 6 du mannose
terminal. La proportion de ces groupements varie d’une gomme xanthane a une autre selon la

nature de la souche bactérienne utilisée [51,52] et des conditions de fermentation [53, 54].
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Figure 1.6 : Structure chimique du xanthane.

1.3.2.3. Caractéristiques physicochimique et rhéologique de la GX
La rigidité moléculaire structurelle de cette gomme lui donne des propriétés inhabituelles

telles que la stabilité a la chaleur, la tolérance aux milieux acides et basiques ainsi elle lui donne
une viscosité stable ce qui lui confere une résistance a la dégradation enzymatique. Dans ce qui

suit, on va aborder les propriétés les plus intéressantes de la GX.
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a) Solubilité
Le xanthane n’est pas soluble dans les solvants organiques. Il se dissout complétement
et facilement dans des solvants inorganiques notamment I'eau. Mais la solubilité de la GX

diminue en présence d’éthanol.
b) Viscosité

Les solutions aqueuses de GX sont trés visqueuses. Cette viscosité n'est pas affectée par
la température ni par le point de congélation et point d'ébullition c'est pourquoi il est choisi par
l'industrie agroalimentaire car les propriétés des produits finis dans lesquels ils sont utilisés
restent inchangées, qu'ils soient en réfrigération, a la température ambiante ou méme dans des

zones chaudes.
¢) Propriétés rhéologiques

Les solutions de xanthane ont une importance dans la stabilisation des suspensions et
des émulsions. La propriété pseudo-plastique de la GX améliore les caractéristiques sensorielles
du produit final (sensation en bouche, libération d'arome). Ces solutions sont aussi trés sensibles
aux changements de pH, par exemple a un pH de 9 ou supérieur, le xanthane se desacétyle

progressivement.

Toutes ces propriétés font de la gomme de xanthane un ingrédient trés prisé dans

I’industrie alimentaire, car elle offre de nombreux avantages [55].

1.3.2.4. Applications de la gomme Xanthane
Les applications de la gomme du xanthane dans 1’industrie sont nombreuses et variées.

En effet, grace a sa nature et a ses propriétés, il est possible de 1’utiliser comme agent texturant
ou viscosifiant ou encore comme substituts de certains additifs, conservateurs ou gluten qui sont

nocifs pour la santé pris en exces ou pour certaines personnes allergiques [56].

Le principal domaine d’application du xanthane est I’agroalimentaire [57,58]. Cette
gomme est autorisée dans 1’industrie alimentaire aux Etats-Unis depuis 1969 [58], en France
depuis 1974 et en Europe depuis 1982 (additif E415) [59]. Il est présent notamment dans les

assaisonnements de salade, les boissons, les plats cuisinés et surgelés en tant qu’épaississant,




Chapitre I : Synthese bibliographique

agent stabilisant. Le xanthane est également employé dans 1’industrie pétroliere (pour la
récupération assistée du pétrole), les produits cosmétiques et pharmaceutiques, les revétements
de surface (peinture, vernis, impression sur papier ou textile) ou encore les explosifs [57, 58,

601.

1.3.3. Hydroxyapatite

L’hydroxyapatite, principal composant minéral du tissu osseux, est également un produit
couramment obtenu par synthése et utilisé comme biomatériau. Présentant une excellente
biocompatibilité et étant bioactif, I’hydroxyapatite est utilisée pour substituer 1’0s soit comme
matériau de comblement sous forme massive, soit comme revétement de protheses [61-67]. Une
propriété remarquable de l'hydroxyapatite synthétique est sa bioactivité, en particulier la
capacité, par exemple apres I'implantation, pour former une liaison chimique avec les tissus durs
environnants [68-71]. Cependant, la plupart des apatites synthétiques sont formées par des
procédés a haute température (par exemple frittage), ce qui donne une structure bien cristallisée,
qui a peu ou pas d'activité en biorésorption. Cela contraste avec les nanocristallines ou les
apatites de biocristaux, qui sont généralement non stecechiométriques, et qui présentent
généralement un degré de bioactivité beaucoup plus élevé.
1.3.3.1. Définition et structure

L’hydroxyapatite (HA) appartient a la famille des apatites qui ont une formule générale

de type Me1o(XO4)sY 2, dans laquelle [72] :
Me : est un cation bivalent (Ca™, Pb™?, Cd*...).
XO4 : est un anion trivalent (PO43, VO3, AsO47, ...).
Y : est un anion monovalent (OH", CI, F"...).

Les apatites constituent donc une grande famille de composés inorganiques isomorphes.
La plupart des études menées sur les apatites ont porté leur plus grand intérét aux phosphates
de calcium, en raison notamment de leur biocompatibilit¢ et de leur structure cristalline
permettant diverses substitutions de cations et/ou d’anions. En effet, les phosphates de calcium
ont souvent une forte capacité d'immobiliser des ions quand elles sont mises en contact de

solutions aqueuses : les ions Ca®" peuvent étre substitués (totalement ou partiellement) par des
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cations tels que les ions de métaux toxiques, et les ions PO4>~ peuvent étre remplacés par des

anions tels que AsO4>", COs%, ... etc. [73].

L’hydroxyapatite, de formule chimique Caio(PO4)s(OH)>, est un phosphate de calcium
dont I’anion monovalent est un (OH"). En général, I’HA cristallise dans le systéme hexagonal
P63/m, ses paramétres de la maille sont : a = b = 9.432 A et ¢ = 6.881 A. Sa structure
cristallographique consiste en un empilement de groupements phosphate qui forment deux types
de tunnels paralleles a I’axe c. Le premier coincide avec 1’axe ternaire de la structure. Ces
tunnels sont occupés par des ions calcium notés Ca(l). Le second type de tunnel, dont 1’axe
coincide avec I’axe sénaire hélicoidal du réseau, est bordé par des atomes d’oxygene et les autres
ions calcium, notés Ca(Il), et est occupé par les ions OH [74,75]. Plus rarement observée par
synthese thermique, I’HA peut avoir une structure monoclinique P21/b, dont les parametres de
la maille sont : a =9.4214 A, b =2a, c = 6.8814 A, p= 120° [76]. La figure 1.6 représente une

maille élémentaire de I’HA.

L’HA stoechiométrique est caractérisé par le rapport molaire (Ca/P= 1.67), dont le Ca
représente 40.3% et le P 18.4% (en masse) [77]. Des études théoriques récentes ont montré que

les deux structures (monoclinique et hexagonale) sont énergétiquement acceptées pour HA [78].
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Figure 1.7 : Maille ¢lémentaire de I’HA (Caio (PO4)s(OH)2) suivant I’axe c [79].

1.3.3.2. Propriétés de I'hydroxyapatite :
L’hydroxyapatite est trés largement utilisée dans beaucoup domaines suite a ses

propriétés fondamentales et spécifiques qui jouent un réle important pour diverses applications.

Parmi ces propriétés, on trouve :
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a) Propriétés physico-chimiques

Cette partie est dédiée aux propriétés remarquables que développe 1’hydroxyapatite au
contact d’une solution aqueuse. La solubilité et les groupements fonctionnels de surface de

I’hydroxyapatite sont notamment les principaux facteurs de la rétention des ions métalliques.

» Solubilité de I’hydroxyapatite

La solubilité de I’hydroxyapatite se généralise sous la forme :

Cajo(PO4)s(OH), <> 10 Ca*" + 6 PO+ +2 OH (1)

Cet équilibre est régi par une constante de dissolution-précipitation, appelée produit de

solubilité, défini comme suit [80] :
Ks (Cajo (PO4)s(OH),) = 6,62 10712

La solubilité est contrdlée par 1’équilibre thermodynamique de dissolution- précipitation
mais également par les équilibres acides/basiques des ions phosphates et calcium, et par le
processus interfacial d’adsorption-désorption. En effet, I’hydroxyapatite placée au contact
d’une solution aqueuse est capable de libérer ou de fixer des quantités non négligeables d’ions
calcium et phosphates avant d’atteindre 1’équilibre de dissolution- précipitation [81,82-84]. 11 a
été montré que ces ions contrdlent en partie I’équilibre de dissolution, et sont a 1’origine des
dissolutions incongruentes observées par certains auteurs [85-87]. La solubilité de ’'HA dépend
de la composition chimique initiale et de I’environnement des ions constitutifs (pH, température,
ions en solutions, cristallinité ...). Notons par exemple que la présence de carbonates dans I’HA

augmente sa solubilité tandis que la présence de fluorures la diminue [88].

» Origine de la charge de la surface de I’hydroxyapatite
Les apatites possedent incontestablement une charge de surface puisque cette derniére a été
mise en évidence par exemple par des mesures de potentiel zéta. Cependant, quelle est I’origine

de cette charge de surface ? En se basant sur des considérations d’ordre cristallographique, de
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la solubilité de I’hydroxyapatite [89,90] et d’évaluations de la concentration en sites de surface

a I’aide de traceurs radioactifs “*Ca et 32P, plusieurs auteurs [91,92] ont supposé I’existence des

sites suivants :

OH =Ca—0 O
| N > /
= (Ca-OH et =Ca-0—P=0 et
| / \O-
OH =Ca—0

Ces groupements sont susceptibles d’adsorber ou de libérer les ions H' selon les réactions

suivantes :
@ =Zca-0H+ H s = (.‘a-OH;
=(COg— 0 = (‘2]—(:) 0
_d O \ / \ / "
'NOT A
= (‘:1—0/ OH =(Ca—0 o )

Les groupements =PO" et =CaOH?*" sont les sites prédominants pour une valeur de pH
proche du pHzpc (charge nulle de la surface). Les sites =POH et =CaOH deviennent quant a eux
significatifs, respectivement pour une valeur de pH inférieure et supérieure au pHzpc. La figure

1.7 représente la nature des complexes de surface d’une apatite en fonction du pH.
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Figure 1.8 : Evolution de la nature des complexes de surface d’une apatite en fonction du pH

[93].

Wau et col al. [94] ont montré que les groupements phosphates peuvent étre liés a un seul
atome de calcium de surface pour assurer I’¢lectroneutralité¢ de I’interface. Les équilibres de

protonation et de déprotonation des groupements de surface ont été définis comme suit :

H+ H+
=Ca—OH,” S =Ca-OH S =Ca-0O
OH O O
| H* I H* |
=Ca—0-P=0 8 =Ca—0-P=0 s =Ca—0-P=0O
| | |
OH OH O

» Stabilité thermique
Par définition, une céramique subit un traitement thermique de frittage au cours duquel
sa stabilit¢ doit étre assurée. Outre la température de frittage ; une poudre d’HA

steechiométrique perde ses groupements hydroxyles par déshydratation sous air a partir de
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900°C (850°C sous vide) formant une oxy-hydroxyapatite (Eq. I.1). Une fois transformée en
oxyapatite, elle se décompose a haute température (>1350°C sous air) en TCP et TTCP.

Cai0(PO4)s(OH)2 — Caio(POs)s(OH)2-2,0,(OH), + z H,0 ....Eq(5)
C(PO)sO — 2 Caz(POas)2 + CasO(PO4); ....... Eq (6)

Au-dela de 1000°C, HA et B-TCP sont les deux seuls orthophosphates stables. A haute
température I’HA se décompose au phosphate tricalcique (B-TCP : Ca3(POs)2) et phosphate
tétracalcique (a-TCP : Cas(PO4)20) [95].

» La composition chimique, la cristallinité et la morphologie de I’hydroxyapatite dépend
fortement du processus de synthése [96].
b) Propriétés biologiques
L’HA possede de trés bonnes propriétés de biocompatibilité et notamment des propriétés
d’adsorption spécifique des cellules ou des protéines [97,98]. Ci-apres, sont énumérées les

principales propriétés biologiques de I’HA.

» Biocompatibilité
C’est la capacité¢ du matériau a étre toléré par les tissus environnants. D’autre facon la
biocompatibilité est définie par « la capacité d’un biomatériau a étre utilisé avec une réponse

appropriée de 1’hote dans une application spécifique ».

> Bioactivité
C’est la capacité a promouvoir des échanges chimiques avec les tissus vivants ; et a terme,

étre substitué par un os néoformé.

> Ostéoconduction

C’est la capacité a recevoir la repousse osseuse par invasion vasculaire et cellulaire [99,100].

1.3.3.3. Applications de I’hydroxyapatite
L’hydroxyapatite est un matériau inorganique trés important en biologie et en chimie

[101], elle est utilisée en tant que biomatériau. Elle joue un role important dans beaucoup

domaines a cause de ses propriétés de bioactivité et de biocompatibilité [102-107].




Chapitre I : Synthese bibliographique

L’hydroxyapatite, du fait de sa composition chimique trés proche des phases minérales
osseuses, est utilisée dans la chirurgie des tissus durs, grace a sa nature bioactive. Sous forme
dense et agglomérée, I’hydroxyapatite est employée pour la réparation des défauts d'os dans les
sites dentaires et orthopédiques, le remplacement immédiat de dent, le couvrement de pulpe et
la reconstruction faciale etc. [108]. En effet, elle est trés utilisée pour 1’¢élaboration de substituts
osseux ou dentaires, sous formes de céramiques, de revétements, de ciments ou de composites.
Dongc, elle est tres utilisée depuis de nombreuses années en chirurgie humaine comme matériaux

de substitution osseuse [109].

L’HA peut étre utilisée sous diverses formes : poreuse, dense, granule, sous forme d’un
revétement des implants métalliques et aussi comme matiére composée des matrices des

polymeres biocompatibles [110].

Outre le domaine biomédical, I’HA a plusieurs autres applications :

- Support catalytique en synthése organique [111-112] dans le domaine de la catalyse
hétérogene.

- Matériau de remblayage entrant dans la composition des barrieéres construites pour le
confinement des déchets radioactifs [113].

- Additif potentiel pour le traitement des sels pollués

- Phase stationnaire dans les colonnes chromatographiques pour la séparation de diverses

molécules telles que la vitamine D3 et ses composés dérives [114].
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I1.1. Introduction
Cette étude, réalisée au niveau du laboratoire de chimie de la faculté des sciences de

I’université de Médéa, vise 1’élaboration et la caractérisation d’un biomatériau sous forme des
membranes a base d’un biopolymeére pour biomédical. Pour ce faire, nous avons divisé notre

travail en trois parties :

» La premiére partie est consacrée a la caractérisation physicochimique de deux
biopolymeéres (pectine, xanthane) et de I’hydroxyapatite.

» La deuxiéme partie concerne 1’élaboration des membranes composites a base des deux
biopolymeres et de ’hydroxyapatite et leur caractérisation physicochimique.

» La derniére partie est relative a 1'usage des membranes composites dans le domaine

biomédical : test de bioactivité in-vitro.

I1.2. Matériels et produits utilisés

I1.2.1. Matériels
L’ensemble du matériel utilisé pour la réalisation de cette étude est résumé dans le tableau I1.1

Tableau II.1. Appareillage utilisé

Appareillage Marque
Balance analytique ALS 220-4N
Agitateur magnétique AGIMATIC-N
Etuve Memmert
Spectrophotometre Infrarouge FTIR-8400S
Spectrophotometre UV-visible UVmini-1240 SMIHADZU
pH-metre Methrom 827 pH Lab
Four de calcination Nabertherm
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I1.2.2 produits

Les produits utilisés au cours de cette ¢tude sont résumés dans le tableau 1.2

Tableau I1.2 : Produits utilisés

Le nom chimique La formule La masse molaire
Acide chlorhydrique HCl 36,458 g /mol
Acide phosphorique H3POq4 97,994 g/mol
Acide sulfurique H>SO4 98,079g/mol
Acide ascorbique CsHsOg 176,12 g/mol
Molybdate d’ammonium (NH4)sMo07024 1163,9 g/mol
EDTA Ci10H16N208 292,2438 g/mol
Hydroxyde de calcium Ca(OH) 74,093 g/mol
Hydroxyde de sodium NaOH 39,997g/mol
Chlorure de sodium NaCl 58,44 g/mol
Chlorure de potassium KCl 74,5513 g/mol
Chlorure de magnésium hexahydraté MgClL.6H,0 203,31 g/mol
Phosphate de sodium dihydraté NaxHPO4.2H>0 141,96 g/mol
Sulfate de sodium NaxSO4 142,04 g/mol
Bicarbonate de sodium NaHCO3 84,007 g/mol

I1.3. Caractérisation physicochimique des biopolymeres

I1.3.1. Aspect générale

La figure I1.1, montre I’aspect macroscopique et une breve description des deux biopolymeéres

utilisés.
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La pectine est une poudre fine sans odeur | La gomme Xanthane est une poudre trés fine

caractéristique et de couleur marron. sans odeur et de couleur beige clair.

I1.3.2. Caractérisation par la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF)
A. Principe de la spectroscopie IRTF

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (en anglais FTIR Spectroscopy :
Fourier Transformed Infra Red Spectroscopy) est basée sur l'absorption d'un rayonnement
infrarouge par le matériau a analyser. Elle permet la détection des vibrations caractéristiques

des liaisons chimiques et 1’identification des fonctions chimiques présentes dans le matériau.

L'analyse s'effectue a 1'aide d’un spectroscope a transformée de Fourier qui envoie sur
I'échantillon un rayonnement infrarouge et mesure les longueurs d'onde auxquelles le matériau
absorbe et les intensités de l'absorption. La Figure I1.1 décrit le schéma d'un spectroscope a

transformée de Fourier [115]

Source polychromatique Cuve
; Afficheur
Detectem{ —
Fente
— i i+ | 0,024 A
Monochromateur Echantilllon Amplificateur

Figure I1.1. Schéma du principe du spectrometre a transformée de Fourier.
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Le faisceau infrarouge provenant de la source A est dirigé vers I’interférométre de
Michelson qui va moduler chaque longueur d'onde du faisceau a une fréquence différente. Dans
l'interférométre, le faisceau lumineux arrive sur la Séparatrice. La moiti¢ du faisceau est alors
dirigée sur le miroir fixe, le reste passe a travers la séparatrice et est dirigé sur le miroir mobile.
Quand les deux faisceaux se recombinent, des interférences destructives ou constructives
apparaissent en fonction de la position du miroir mobile. Le faisceau modulé est alors réfléchi
des deux miroirs vers 1'échantillon ou des absorptions interviennent. Le faisceau arrive ensuite
sur le détecteur pour étre transformé en signal électrique. Par conséquent, & un matériau de
composition chimique et de structure donnée va correspondre un ensemble de bandes

d'absorption caractéristiques permettant d'identifier le matériau [116].
B. Protocole expérimentale

Le spectrophotométre IRTF utilisé pour caractériser les deux biopolymeéres étudiés est de
type FTIR-8400S (Laboratoire d’analyse physicochimique). L’échantillon a analyser sous
forme de poudre, a été mélangé avec du KBr et comprimé pour former une pastille translucide.
La pastille a été mise dans la trajectoire du faisceaux lumineux. Les spectres IR des deux
biopolymeéres ont ét¢ enregistrés dans la gamme de nombres d’onde comprise entre 4000 et 400

cm™,

C. Résultats et discussion

Les spectres infrarouges de la gomme de Xanthane et de la pectine sont présentés

respectivement sur les Figures I1.2 et I1.3.
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Figure I1.2 : Spectre IRTF de la gomme de Xanthane.
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Figure I1.3 : spectre IRTF de pectine.
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Les spectres IRTF obtenu montre des bandes d’absorption caractéristiques des
groupements fonctionnels présents dans la gomme Xanthane et dans la pectine. Les principaux

pics caractéristiques sont récapitulés dans le Tableau I1.3.

Tableau I1.3 : Interprétation des spectres IRTF des biopolymeéres étudiés

Nombre d’onde

Xanthane Pectine Attribution

3425.69 3394.83 Liaisons O-H groupements hydroxyles

2924.18 2939.61 Liaison C-H dans les groupements CH> ou
CHs.

1720.56 1743.71 Liaisons C=0O des groupements carbonyles
esters (COOCH3) et des groupements
carboxyliques (COOHR).

1620.26 1635.69 Liaison C=0O des ions carboxyles COO"
(carboxylate)

1411.94 1442.80 Liaison C=0 des groupements COO"

1265.35 1342.50 Liaisons C-OH alcooliques

1242.20
1049.31 1072.46 Liaison C-OH des alcools primaires et
1010.73 secondaires

Liaison C-O-C du cycle.

I1.3.3. Détermination du degré d’estérification de la pectine
A. Protocole expérimentale

En s’inspirant des travaux antérieurs [95], la détermination du degré
d’estérification de la pectine a été faite par la méthode titrimétrique. Un échantillon de
pectine (0.2 g) est mis dans un erlenmeyer (250 ml), Iml de 1’éthanol et 20 ml d’eau
distillé sont ajoutés successivement. Le mélange est maintenu sous agitation a 40 °C
jusqu’a la dissolution compléte (2h). La solution obtenue est titrée par NaOH (0.1M) en

présence de phénophtaléine. Le volume de NaOH ajouté est enregistré comme le titre

E

initiale. A la solution présidant, 10 ml de NaOH ont été ajoutés, et le mélange est agité
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pendant 2 heures a la température ambiante, puis 10 ml d’HCI (0.1M) ont été ajouté puis
agité jusqu’a la disparition de la couleur rose. La solution ainsi obtenue est titrée avec
NaOH (0.1M) jusqu’au changement de la couleur (apparition de la couleur rose). Ce
volume de titrage est enregistré comme le titre final. Le degré d’estérification, exprimé

en pourcentage, est calculé par la formule suivante [95] :

titre finale

x100

DE (%) =

titre initial+titre final

B. Résultats et discussion

Le degré d’estérification de la pectine obtenue est de 83%. Cette valeur est supérieure a
50% ce qui indique que la pectine utilisée est hautement méthylée. I1 est a noter que le DE
est un paramétre important qui affecte fortement la solubilité de la pectine et sa tendance a

former un gel.

11.3.4. Evaluation de la teneur en humidité
Le taux d’humidité est défini comme étant la masse d’eau contenue dans la matiére a étudier

par rapport a la masse totale de I’échantillon. Il nous renseigne sur la conservation de la matiére,
plus il est petit plus la matiere est stable et peut étre conservée facilement. Si le taux d’humidité

est < 10%, la maticre est considérée comme stable.

A. Protocole expérimentale

Le Principe d’évaluation de la teneur en humidité est basé sur le séchage d'une masse connue
d'échantillon de biopolymere a 105°C jusqu’au poids constant. Dans cette expérience, 1 g de
chaque biopolymere est placé dans une étuve a 105°C. Apres 24 h, chaque échantillon est
refroidi et pesé de nouveau pour calculer sa teneur en humidité. L‘humidité exprimée en

pourcentage est égale a :

masse initiale—masse finale

H (%) = x100

masse initiale
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B. Résultats et discussion
Les résultats de la détermination des taux d’humidité des deux biopolymeres étudiés sont

regroupés dans le tableau 11.4.

Tableau I1.4. Taux d’humidité des biopolymeéres

Pectine GX

H (%) 12.90 12.60

L’analyse des résultats montre que les deux biopolymeéres (pectine et xanthane) sont
hygroscopiques avec des taux d’humidité supérieur a 10% : 12.90% pour la pectine et 12.60%
pour le Xanthane. La teneur en humidité est affectée par le mode de stockage. Donc, il est
intéressant de stocker ces biopolymeres dans des flacons hermétiquement fermés et dans des

endroits secs.

I1.4. Synthese de L’Hydroxyapatite
L’objectif principal de cette étude est d’élaborer un biomatériau composite pour la

régénération osseuse. De ce fait, nous avons besoin d’une charge minérale sous forme
d’hydroxyapatite, composant majoritaire de 1’os. Dans ce qui suit, nous allons aborder la

synthese de I’hydroxyapatite par voie de précipitation.
A. Protocole expérimentale

L’Hydroxyapatite a été synthétisé par voie de précipitation. Pour ce faire, 42.52 ml d’une
solution de 1’acide orthophosphorique (H3POs; 0.3528 M) ont été ajoutés, a un débit de
Iml/min, & un volume de 50 ml d’hydroxyde de calcium (Ca(OH):; 0.5M) sous agitation
vigoureuse. Le pH a été maintenu supérieur a 10.5 par ajout d’une quantité suffisante de KOH.
La suspension obtenue (Figure I1.4) est laissée maturer et décanter pendant 24 heures. Enfin, le

précipité a été séparé du surnagent puis a été séché dans une étuve a 87°C pendant 24 heures.
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Figure I1.4 : Suspension de L’hydroxyapatite synthétisé

Le produit obtenu a été broyer pour I’obtention d’une poudre fine et a été analysé par le

spectrophotometre IRTF.
B) Résultat et discussion

La figure I1.5 montre le produit obtenu aprés séchage (a) et broyage (b). Le résultat final

est une poudre fine de couleur blanc sale.

Figure IL.5 : Hydroxyapatite synthétique : apres séchage (a) et apres broyage (b).
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L’analyse par IRTF, de I’hydroxyapatite synthétisé¢ (HAs), a donné le spectre de la figure

I1.6. Les principales bandes de ce spectre sont récapitulées dans le tableau I1.5.

b
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Figure I1.6 : Spectre IRTF de I’HAs

Tableau IL.5 : Interprétation du spectre IRTF de I’HAs.

Nombres d’ondes Attribution
3425.69 Bande caractéristique des liaisons OH
1427.37 Bande caractéristique des liaisons C=0 des groupements CO3*"
1458.23
1033.88 POs* élongation antisymétrique
563.2 PO;? déformation antisymétrique

I1.5. Hydroxyapatite récupéré a partir de I’os
Dans cette partie, nous nous intéressés a ’utilisation des os de poulets comme source

naturelle de I’hydroxyapatite. L’obtention de ’'HA dans ce cas demande beaucoup d’énergie

(traitement a haute température), mais elle permet en revanche d’obtenir assez facilement de
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I’HA. Le principe de cette méthode repose sur la calcination, généralement entre 900°C et

1100°C.
A. Protocole expérimentale
La récupération de I’HA a partir des os de poulets a été faite en deux étapes.

Premiere étape : Les os ont été nettoyés des impuretés adhérentes et macroscopiques et des
substances comprenant les ligaments et les tissus collés sur les os. Ils ont ét¢ dégraissés et
nettoy¢€s a €bullition puis séchés a température ambiante. Les os sont ensuite carbonisés et enfin
broyés pour réduire leur taille et obtenir une poudre. La carbonisation sur feu permet de réduire

la fumée dans le four durant la calcination.

Deuxiéme étape : La calcination de la poudre de 1’os a été réalisée a haute température (400°C,
800°C, puis 1000°C successivement) pendant 30 min en utilisant un four de calcination de
marque Nabertherm (30-3000°C) avec une vitesse de chauffage de 10 °C/min. La poudre a été

analysé par le spectrophotomeétre FTIR apres chaque traitement.
B. Résultat et discussion

La poudre obtenue apres la premicre étape est une poudre fine et noir (Figure I1.7).
Apres calcination, la couleur de la poudre est devenue blanche (Figue I1.8).

—~ v

Figure IL1.7 : Poudre de 1’os carbonisé.
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Figure I1.8 : La poudre obtenu aprés calcination a 1000°C

Les spectres infrarouges sont présentés respectivement sur les figures 11.9, I1.10, IL.11
et I1.12.
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Figure I1.9 : Spectre IRTF de I’os avant traitement
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Figure I1.10 : Le spectre IRTF de I’os aprés calcination a 400°C.
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Figure I1.11 : Le spectre IRTF de I’os apres calcination a 800°C.
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Figure I1.12 : Le spectre IRTF de I’0s apres calcination a 1000°C

Les principales bandes des spectres infrarouges de calcination sont représentées dans le

tableaux I1.6.

o
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Tableau II.6 : Différentes bandes des spectres de 1’os naturel et apres calcination a 400°C,

800°C et 1000°C.

Nombres d’ondes
Os 400°C 800°C 1000°C Attribution
naturel
3650 3448.84 | 3572.84 | 3550 Liaison OH

3448.84

2350 2384.10 | - - Liaison C-H des groupement CH>-CH3
1650 1643.41 | - - Liaison C=0 des groupement carboxyle
1475 1465.95 | - - Liaison C-O
1000 1041.60 | 1057.03 | 1041.60 | POs* élongation antisymétrique
550 570.95 570.95 563.23 POs* déformation antisymétrique

I1.6. Préparation des membranes

I1.6.1. Préparation des membranes des biopolyméres seuls
A. préparation des membranes de pectine et xanthane seuls

En s’inspirant des travaux antérieurs [117], les membranes de xanthane et celles de

pectine ont été préparées par la méthode de gélification. Des volumes de 20 ml de chacune des

solutions de pectine a (2%,3% et 3.5%) et de Xanthane a 1% ont été coulé séparément dans des

boites Pétri, puis séchés dans I’étuve a 40°C jusqu’a I’obtention d’un film continu. Apres le

séchage, une solution de CaCl> (1M) a été ajoutée le long de la surface de la membrane et laissée

agir 1h. Enfin, les membranes obtenues sont lavées a 1’eau distillée plusieurs fois, démoulées

puis séchées a 40°C. Les membranes de xanthane sont notées M-GX et celles de pectine M-P.

3
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B. Résultat et discussion

Les membranes de Xanthane (1%) et de pectine (3% et 3.5%) obtenues sont sous formes
de films continus trés fins et transparents (Figure I1.12). Cependant, dans le cas de la membrane
de pectine a 2%, nous avons remarqué sa dégradation (déchirure) dés 1’ajout de la solution de

CaCl, dans la boite. De ce faite, cette membrane n’est pas utilisée pour la suite du travail.

M-P 2% M-P 3% M-P 3.5%

Figure 11.13 : Membranes de Pectine et de GX élaborées.

L’analyse par FTIR a été effectuée sur la membrane de GX et sur celle de pectine a 3%. Les
spectres obtenus sont représentés dans les figures I1.13 et I1.14 et leur interprétation est donnée

dans le tableau 11.7.

E
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Figure I1.14 : Spectre IRTF de M-P 3%
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Figure I1.15 : Spectre IRTF de M-GX 1%.
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Tableau I1.7: Différentes bandes des spectres IRTF de M-P 3% et M-GX 1%

Nombres d’ondes Attribution
M-P 3% M-GX 1%
3232 3495 Liaison O-H alcoolique
Liaison O-H acide

2939 2931 Liaison C-H du groupement CH»-CH3
1720 - Liaison C=0
1627 1620 Liaison C=0O du groupement carboxyle (COOH)

- 1373 Liaison C=0
1265 1273 Liaison C-OH

- 1064 Liaison C-OH alcoolique
1010 1003 Liaison C-O-C du cycle

11.6.2. Préparation des membranes chargé par L’HA
A. Protocol expérimental

La préparation des membranes composites (chargées d’HA) a été également effectuée
par la méthode de gélification. Tout d’abord, une quantité suffisante de ’HA (Tableau I1.8) est
dispersée dans 20 ml d’eau distillée, puis la quantité de pectine ou de xanthane (Tableau II.8)
est ajoutée pour obtenir des solutions en 3% et 3.5% en pectine et en 1% en xanthane. Les
solutions obtenues sont coulées dans des boites Pétri puis séché dans I’étuve a 40°C jusqu’a
I’obtention d’un film continu. Apres le séchage, une solution de CaCl> (1M) est ajoutée le long
de la surface de la membrane et laissée agir 1h. Enfin, les membranes obtenues sont lavées a

I’eau distillée plusieurs fois, démoulées puis séchées a 40°C.

Nous avons utilis¢ les deux types d’HA préparés par nos soins : I’HA synthétique noté

HAs et ’'HA préparé a partir de I’os calciné a 1000 °C noté HAn.

j



Chapitre II : Partie expérimentale

Tableau I1.8 : Pourcentage des biopolymeres et de ’HA utilisés pour la préparation des

membranes chargées

Xanthéne ou pectine (%) | HAs ou Han (%)

30 70
50 50
70 30

B. Résultat et discussion

Les figures I1.15 et I1.16 montrent les membranes chargées (composites) obtenues.

M-P 3% /HAs : 30/70 M-P3%/HAs : 50/50 M-P3% /HAs : 70/30

Figure I1.16 : Membranes chargées Pectine/HAs (M-P/HAs).

L’observation macroscopique a I’ceil nu des membranes chargées M-P3%/HAs (Figure
I1.15) montre que le rapport P/HAs: 70/30 a donné un film continu, épais et opaque. Par contre
le rapport P/HAs: 50/50 a donné un film non continu présentant des déchirures et difficile a
manipuler. Enfin, pour le rapport P/HAs: 30/70 nous avons remarqué la dégradation du film
avant I’ajout de la solution de CaCly. Suite a ces résultats, les membranes chargées a base de

pectine ne peuvent pas €tre utilisées pour la suite de cette étude.

3
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M-GX/HAs : 30/70 M-GX/HAs : 50/50 M-GX/HAs : 70/30

M-GX/HAn : 30/70 M-GX/HAn : 50/50 M-GX/HAn : 70/30

Figure I1.17 : Membranes chargées Xanthane/HA (M-GX/HAs et M-GX/HAn).

En comparant 1’aspect des membranes M-GX/HA par rapport a celui de M-GX, on remarque
que les membranes chargées par I’HAs ou I’HAn sont plus épaisses et opaques. L’épaissement
et la cohésion augmente avec I’augmentation de la teneur en HA. D’aprés ces résultats, les

membranes M-GX/HA sont retenue pour la suite de travail.

I1.6.3. Caractérisation des membranes chargés (M-GX/HA)

11.6.3.1. Analyse par FTIR
Les membranes obtenues ont été analysées par spectroscopie infrarouge a transformer

de fourrier (IRTF). Les différents spectres infrarouges obtenus sont présentés dans les figures

I1.17, 11.18 et 11.19.

3
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Figure I1.18 : Spectre IRTF de : (a) M-GX/HAn : 30/70 et (b) M-GX/HAs : 30/70.
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Figure I1.19 : Spectre IRTF de : (a) M-GX/HAn : 50/50 et (b) M-GX/HAs : 50/50.
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Figure I1.20 : Spectre IRTF de : (a) M-GX/HAn : 70/30 et (b) M-GX/HAs : 70/30.

L’analyse de ces spectres nous a permis de conclure que toutes les membranes chargées

rassemblent tous les pics ou bandes caractéristiques de la gomme xanthane et ceux de

I’hydroxyapatite. Il est & noter que la bande entre 3600 et 3000 cm™' devient de plus en plus

large avec I’augmentation de la teneur en HA suite a la présence des liaisons O-H dans la gomme

xanthane et dans I'HA. De plus la largeur des bandes autour de 1400 cm™! et 1’épaulement autour

de 800 cm™! dans les spectres de M-GX/HAs sont dues a la présence des carbonates. Le tableau

o
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I1.9 regroupe les principales bandes ou les principaux pics et leurs attributions aux liaisons

caractéristiques des groupements fonctionnels présents dans la membrane M-GX/HA: 30/70.

Tableau I1.9 : Interprétation des spectres IRTF des membranes M-GX/HA : 30/70

Nombre d’onde

M-GX/HAn : 30/70

M-GX/HAs : 30/70

Attribution

3600-3000 3000-3600 -Liaison O-H alcoolique
-Liaison O-H acide
-Liaison O-H dans HA

~ 2900 ~ 2900 Liaison C-H des -CH> ou -CH3

2013 - Liaison C=0

1620 1612 Liaison C=0 du groupement carboxyle
(COOH)

1419 et 1373 1419 Liaison C=0 des groupements COO™
Liaison C=0 des carbonates

1288 1280 Liaison C-O du cycle pyranose

1026 1003 Liaison C-O-C du cycle pyranose
Liaison C-OH des alcools primaires et
secondaires
P-O des PO4*

- 871 Liaison C=0 des carbonates

500-600 500-600 Liaison P-O des PO4*

E
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11.6.3.2. Test de gonflement
Sous I’action d’un liquide, un compos¢ macromoléculaire peut subir une augmentation

de volume désigné par le nom de gonflement. En faisant 1’analogie entre le gonflement et le
phénomene osmotique. Durant le gonflement, I’eau passe dans la région la plus concentrée en
polymere, et celui-ci gonfle. Ceci continu jusqu’a ce que la tension générée par la déformation
du polymeére soit suffisante pour empécher le flux d’eau vers I’intérieur [117]. Dans ce qui suit,

nous allons déterminer le taux de gonflement des membranes ¢laborées.

A. Protocole expérimentale

Le test de gonflement des différentes membranes ¢élaborées a été¢ évalué dans I’eau
distillé. Un morceau de chaque membrane (0.05 g) a été¢ immergé dans un volume de 5 ml de
I’eau distillé a température ambiante. La masse de chaque membrane est enregistrée a des

intervalles de temps régulier (5 mn) jusqu’au poids constant.

Le taux de gonflement est calculé par la relation :

_(masse finale—masse initiale)

TG (%) x 100%

masse initiale

B. Résultat et discussion

Les variations des poids des membranes en fonction du temps sont présentés dans les figures

I1.20 et I1.21 et les taux de gonflement sont donnés dans le tableau 11.10.

E
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Figure II. 21 : Gonflement des membranes chargées M-GX/HAs.
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Figure 11.22 : Gonflement des membranes chargées M-GX/HAn.

L’analyse de ces résultats montre que la membrane de M-GX présente la valeur la plus
¢levée de TG (2470%) du fait que le xanthane ait un pouvoir absorbant trés €levé, il est connu
comme superabsorbant. Le taux de gonflement est inversement proportionnel a la teneur en HA.

On note également une dégradation rapide des deux membranes (M-GX/HAs : 30/70) et
(M-GX/HAn : 30/70) apres 15-20 min d’immersion.
.
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Tableau I1.10 : Taux de gonflement des membranes.

Membranes TG (%)
M-GX/HAs : 30/70 585.8
M-GX/HAs : 50/50 2160.6
M-GX/HAs : 70/30 1898.2
M-GX/HAn: 30/70 1289.8
M-GX/HAn: 50/50 1321.2
M-GX/HAn: 70/30 1920.4

M-GX 2470

11.6.3.3. Test de bioactivité in vitro
L’application visée dans cette étude est une application biomédicale, plus précisément

la régénération osseuse. A cet effet, nous avons choisi le fluide physiologique simulé (SBF)

comme milieu d’immersion pour effectuer le test de bioactivité in vitro.
A. Préparation de SBF

Le fluide physiologique simulé « Simulated Body Fluide, SBF » est un fluide préparé
dans des conditions semblables aux conditions physiologiques du corps humain. Le pH et la
température sont a peu pres égaux a ceux du plasma sanguin. Il est préparé a une température
de 37 £ 0,5 °C, en utilisant la formulation de Kokubo et Taka dama [118]. Les Réactifs utilisés
pour la préparation de la solution SBF sont listés par ordre de dissolution dans le tableau II.10.
On fait dissoudre les quantités des sels par ordre mentionné ci-dessous. Le pH de la solution est
ajusté avec du HCI ajouté goutte a goutte jusqu'a ce qu’il atteigne une valeur variant de 7,2 a
7,4. La solution préparée est bien scellée et stockée a une température de 4 °C afin d’éviter la

précipitation des sels [119].
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Tableau II.11 : Réactifs utilisés pour la préparation de 100 ml de SBF

Ordre Réactifs par ordre de dissolution Quantité (g)
1 Chlorure de sodium NaCl 0.6547
2 Hydrogénocarbonate de sodium NaHCO; 0.2268
3 Chlorure de potassium KCl 0.0373
4 Phosphate de sodium dihydraté¢ Na,HPO4.2H>O 0.0178
5 Chlorure de calcium hydraté MgCl2.6H20 0.0305
6 Acide chlorhydrique HCL(1M) 1.5ml
7 Chlorure de calcium dihydraté CaCl,.2H,O 0.0368
8 Sulfate de sodium Na>SO4 0.0071

B. Immersion des membranes chargées

Un morceau de chaque membrane, de surface 4 cm?, est immergé dans un volume de 20
ml de SBF. Le récipient est mis dans une étuve a une température de 37°C pendant 21 jours. La
solution SBF est renouvelée chaque jour. La solution SBF récupérée est préservée pour
déterminer sa teneur en calcium et en phosphate et de ce fait déduire le dépot des phosphates de

calcium sur les membranes.

Cependant, nous avons remarqué que toutes les membranes avec des rapports GX/HA
de 50/50 et 70/30 ont été dégradées apres 24 heures d’immersion dans la solution SBF. Par
conséquent, nous avons suivi seulement le comportement des membranes avec un rapport

GX/HA de 30/70.

C. Dosage des ions de calcium (Ca*?) par la méthode volumétrique

Le dosage volumétrique est une méthode d’analyse quantitative permettant de
déterminer la quantité précise de substance (ou sa concentration) contenue dans un échantillon.
Il est basé sur la réaction entre deux solutions, I’une de concentration connue (solution titrante)

et I’autre de concentration inconnue (solution a titrer ou a doser).
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La méthode consiste a déterminer le volume de la solution titrante nécessaire pour réagir

complétement avec la substance a doser contenue dans un volume donné de la solution a titrer.

Le point d’équivalent est le moment de la fin de la réaction, c’est-a-dire le moment ou le nombre
d’équivalent de la solution titrante est égale au nombre d’équivalent de la solution a titrer.

Généralement il se détermine par le changement de la couleur de la solution titrée.

Afin de déterminer la teneur en calcium de la solution SBF, un volume (5ml) de SPF est
mis dans un bécher avec 2 ml de NaOH (2N). La solution est titrée par EDTA (0.001M), en
présence d’un indicateur coloré, jusqu’au virage de la couleur du rose violacé au violet Figure

I1. 22, le point d’équivalent est atteint.

Figure I1.23 : Virage de la couleur lors du dosage volumétrique des ions de calcium

Avec cette méthode on peut déterminer la teneur en calcium des solutions de SBF
récupérées chaque jour et par conséquent on peut déduire la quantité de calcium fixée par les

membranes. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure I11.23.
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Figure I1.24 : Quantité de calcium déposée sur les membranes quotidiennement.

L’analyse de ces résultats montre une fixation quotidienne du calcium par les
membranes. Comme nous 1’avons déja mentionné, seulement les membranes ayant une teneur

en HA de 70% ont résisté a la dégradation.

Afin de connaitre la quantité totale de calcium fixée par les membranes, nous avons
calculé la quantité cumulée du calcium fixé et nous avons représenté les résultats dans la figure
I1.24. On remarque que la teneur en calcium des membranes augmente en fonction de la durée
d’immersion dans la solution SBF. De plus, il n’y a pas une différence significative entre la

présence de ’'HAs et ’'HAn comme charge dans les membranes.
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Figure I1.25 : Quantité de calcium cumulative fixé sur les membranes pendant 21jours.

C. Dosage des ions Phosphate (PO4*) par UV-Visible

» Principe de la spectroscopie UV-Visible
En spectroscopie UV-Visible lorsque la cuve contenant la solution est placée dans un
spectroscope, elle regoit un rayonnement d'intensité lo. Une partie de cette lumiére incidente est
absorbée par le milieu et le reste, noté I, est transmis. L'intensité (I) du rayonnement issu de la
cuve est donc inférieure a l'intensité du rayonnement initial (Ip). La fraction de la lumiere
incidente absorbée par une substance de concentration C contenue dans une cuve de longueur |

est donnée par la loi de Beer-Lambert :
A=log(lo/I)=¢l1C
A : absorbance autrefois appelée densité optique (D.O.).

g : coefficient d'extinction molaire (L.mol-1.cm-1) ou coefficient d'absorption spécifique si c’est

exprimé en g/L (e esten L. g'!. cm™).
1 : largeur de cuve en cm.

C : concentration de la solution (mol. L-!).
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> Protocole expérimentale et résultats obtenus

Pour suivre le dosage on commence par la préparation des réactifs suivants :
Solution A : molybdate d’ammonium de 2.5g/100 ml.
Solution B : acide sulfurique de 28 m1/100 ml.
Solution C : acide ascorbique 1g/100 ml.
Solution étalon : Hydrogénophosphate de potassium de 1.432 g/L.

Au moment du dosage, le réactif combiné a été préparé par le mélange de 150 ml de solution

(A+B) et 50 ml de solution C.

Les échantillons sont préparés par 1’addition de 5 ml de SBF d’immersion a un volume de 5 ml

de réactif combiné, ils sont portés au bain marie a 80°C pendant 20 min.

L’usage de la spectroscopie UV-visible pour une analyse quantitative nécessite une courbe
étalonnage donc on a préparé une solution étalon (1.432g de K;HPO4 dans 1L) et une solution
fille (1ml de solution étalon sur 100 ml de I’eau distille). Les solutions de la courbe d’étalonnage

sont indiquées dans le tableau I1.12.

Tableaux I1.12 : Préparation de la courbe d’étalonnage

Solution fille(ml) 0 1 2.5 7.5 10 20
Réactive combiné (ml) 5 5 5 5 5 5
Concertation en (mg /L 0 0.2 0.5 1.5 2 4

L’absorbance des différentes solutions est mesurée a 825 nm. Les résultats de la courbe
d’¢étalonnage sont présentés dans la figure 11.25 et les résultats du dosage des solutions SBF sont

présentés dans les figures 11.26.
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Figure 11.27 : La quantité de phosphate fixée sur les membranes chaque jour

L’analyse de ces résultats montre une fixation quotidienne des phosphates par les
membranes. Comme nous I’avons déja mentionné, seulement les membranes ayant une teneur

en HA de 70% ont résisté a la dégradation.

Afin de connaitre la quantité totale des phosphates fixée par les membranes, nous avons calculé
la quantité cumulée des phosphates fixés et nous avons représenté les résultats dans la figure

I1.27. On remarque que la teneur en phosphates des membranes augmente en fonction de la

E
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durée d’immersion dans la solution SBF. De plus, il n’y a pas une différence significative entre

la présence de I’HAs et ’HAn comme charge dans les membranes.
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Figure I1.28 : La quantité cumulative de phosphate fixée sur les membranes pendant 21 jours.

Aucune entrée de table d'illustration n'a été trouvée.Suite a ces résultats, nous pouvons conclure
que la gomme xanthane peut étre utilisée comme support de I’hydroxyapatite pour 1’élaboration

d’un biomatériau pour la régénération osseuse.




Conclusion Géneérale



L’objectif de notre étude était 1’¢laboration d’un biomatériau a base des ressources naturelles

biopolymere/hydroxyapatite pour une application biomédicale. Pour atteindre cet objectif, notre

travail a été organisé comme suit :

1.

La premicre partie a ¢été réservée a la caractérisation physicochimique des deux
biopolyméres :  pectine et xanthane. L’analyse par FTIR a permis
de confirmer les principaux groupements fonctionnels de chaque biopolymeére (pectine :
COOH et COOCH3, Xanthane : COOH et OCOCH3). Le degré d’estérification de la
pectine obtenue est de 83% ce qui indique que la pectine utilisée est hautement méthylée.
La deuxiéme partie a été consacrée a la préparation de I’hydroxyapatite par voie de
synthese et par voie de récupération a partir des os de poulets. L’analyse par FTIR des
produits obtenus a montré 1’existence des pics caractéristiques de I’HA notamment
-OH ; PO4*" sans oublier les pics des carbonates dans le cas de I’HA synthétique.

La troisieme partie a été dédiée a 1’¢laboration des membranes composite a base de
pectine ou de xanthane comme support et d’hydroxyapatite comme charge minérale. La
méthode de gélification a été utilisée pour leurs préparation. L’observation
macroscopique a 1I’ceil nu des membranes de pectine chargées a montré que le rapport
P/HAs : 70/30 a donné un film continu, épais et opaque. Par contre le rapport P/HAs:
50/50 a donné un film non continu présentant des déchirures et difficile a manipuler.
Enfin, pour le rapport P/HAs : 30/70 nous sommes parvenus a obtenir le film.
Concernant les membranes a base de xanthane, elles sont plus épaisses et opaques.
L’épaissement et la cohésion augmente avec I’augmentation de la teneur en HA. D’apres
ces résultats, les membranes M-GX/HA sont retenue pour la suite de travail. L’analyse
par FTIR des membranes composites a montré I’existence des pics caractéristiques de
la pectine ou du xanthane et de I’HA. Enfin, le taux de gonflement des membranes est

inversement proportionnel a leur teneur en HA.

La derniere partie concerne le test de bioactivité in vitro. Il s’agit de suivre le
comportement des membranes en contact du liquide physiologique synthétique. Les
résultats de 1’analyse de la teneur en calcium et en phosphate de liquide d’immersion

ont montré une fixation quotidienne du calcium et des phosphates par les membranes.




5. Cependant, seulement les membranes ayant une teneur en HA de 70% ont résisté a la

dégradation.

Suite a ces résultats, nous pouvons conclure que la gomme xanthane peut étre utilisée
comme support de I’hydroxyapatite pour |’¢laboration d’un biomatériau pour la

régénération osseuse. Cependant, plusieurs perspectives sont a envisager parmi lesquels :

- Analyse par DRX de la phase déposée sur les membranes apres le test de bioactivité et
analyse par MEB des membranes composites.

- Inclusion d’un antibiotique pour prévenir les infections osseuses.

@
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