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ADSORPTION DU COLLAGENE TYPE I SUR UNE
APATITE PHOSPHOCALCIQUE DEFICIENTE

Abdelghni Ouadiay et Abderrahim Taitai
Laboratoire de Physico-Chimie des Matériaux, Département
de Chimie, Faculté des Sciences, Université Ibn Tofuil,
Kenitra, Maroc

(Received December 22, 2003; accepted January 29, 2004)

Linteraction d’'un phosphate de calcium déficient, de structure apati-
tique, avec le collagéne hydrosoluble en milieu ayant les parametres
physico-chimiques équivalents a ceux du liquide physiologique montre
que la fixation du collagéne est un phénomene trés rapide. Elle est régit
par le modeéle d’adsorption de Langmuir. Létude en fonction des config-
urations probables de la molécule de collagéne et des surfaces occupées
correspondantes montre que l'adsorption du collagéne se fait de facon
préférentielle selon la position longitudinale.

The interaction of an apatitic, poorly crystallized calcium phosphate
with water-soluble collagen in physiological NaCl solution shows that
the fixation of collagen is very fast. It can be described by the Langmuir
model. The adsorption of collagen occurs preferably in longitudinal
position on the calcium phosphate surface.

Keywords: Adsorption of collagen; apatitic calcium phosphate;
Langmuir; medium nearly physiologic

INTRODUCTION

Linteraction de biopolyméres avec des substrats inorganiques, des-
tinés aux usages biomédicaux, attire encore I'intention de nombreux
chercheurs.™ Llos, en effet, est composé d'une fraction minérale phos-
phocalcique qui posseéde une structure apatitique et d’'une fraction or-
ganique. Pour la dentine cette fraction organique est constituée de col-
lagéne type I avec des traces de collagene type V. Pour 'os et le cément
outre la présence dominante du collagene type I on trouve des traces
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de collagene type I1.°~7 Notons qu’a cette fraction organique on a une
phosphoprotéine mise récemment en évidence dont le réle reste tres
important dans les mécanismes d’ossification.’™

Dans le présent travail, on s’est intéressé a I'étude de la fixa-
tion du collagéne sur un biomatériau phosphocalcique en milieu dit
physiologique.l® Ce travail rentre d’'une part dans le cadre de I'intérét
que revét ’étude des phénomenes d’adsorption dans la protection de
I’émail dentaire et d’autres part dans les possibilités de comblement
des pertes osseuses et des traitements d’ostéochondrites.!!

Le phosphate de calcium utilisé est de structure apatitique. C’est
un modéle simple qui présente beaucoup d’analogies avec la fraction
minérale du tissu calcifié nouvellement formée. Cette derniére a été
décrite comme étant une apatite phosphocalcique déficiente, que son
état de cristallisation s’améliore et son rapport atomique Ca/P aug-
mente avec 'dge de I'individu.!? C’est bien le cas du phosphate de cal-
cium qu’on se propose d’étudier ou le rapport Ca/P initialement égal a
1.33 peut atteindre dans certaines conditions des valeurs de I'ordre de
1,60.13

MATERIAUX ET METHODES

Matériaux

Le collagene utilisé est une variété hydrosoluble de masse molaire
M = 20000 g/mol (C.a). Les études font apparaitre plus de 21 types
de collagéne différents!415 (Tableau I). Toute fois, ces biopolymeéres
possedent communément trois chaines polypeptidiques d’environ 1000
acides aminés. Chacune des ces trois chaines forme une hélice, ce qui
confere au biopolymeére une forme de super hélice avec une longueur
(£) et un diamétre (d ) respectivement de 300 nm et 1,5 nm.®

Le biomatériau phosphocalcique préconisé est un phosphate de cal-
cium déficient de structure apatitique de rapport atomique Ca/P =
1,33 & 0,02. Il est obtenu a 37°C en milieu eau-éthanol (50% d’éthanol

TABLEAU I Différents Types de Collagene

Type I Os et peaux

Type II Cartilages, cristallin de 'ceil

Type III Vaisseaux sanguins

Type IV Membranes basales de tous les organes
Type V Tendons, cornée, tissus interstitiels

Type VI...  Foie, rein...
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FIGURE 1 Diagramme de diffraction des rayons X de ’'OCPa fraichement
préparé (A = 1,78892 nm).

en volume) de constante diélectrique inférieure a celle de I'eau selon la
méthode décrite par Zahidi et coll.!”18 Cette méthode consiste en une
coprécipitation rapide entre une solution A de sel de calcium et une
solution ammoniacale B d’ions orthophosphate. De fagon plus précise,
la solution A est constituée de 30 millimoles de nitrate de calcium, 100
ml d’eau et 100 ml d’éthanol. La solution B est constituée de 30 mil-
limoles de phosphate biammoniacal, de 250 ml d’eau, 45 ml dune so-
lution d’ammoniaque et de 295 ml d’éthanol. Le coprécipité obtenu est
séché a I'étuve pendant 24 heures.

L'analyse par diffraction des rayons X (Figure 1) et spectroscopie
d‘absorption IR (Figure 2) montre que le solide séché est de structure
apatitique. Lanalyse chimique donne un rapport Ca/P de 1.33 + 0.02.
Ce phosphate est appelé phosphate octocalcique apatitique de formule

Cag(POy)35(HPO4)25(0H)o 5015

I1 est noté OCPa, par analogie avec le phosphate octocalcique triclin-
ique OCPtr.

Mode Opératoire

Tous les essais ont été réalisés dans un bain thermostaté a 37°C. A
toutes les solutions de collagéne nous avons ajouté du CHCl3 a 0.05%
afin de limiter 1’éventualité d'une activité bactérienne (6). La force
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FIGURE 2 Spectre d’absorption infra rouge de ’OCPa fraichement préparé.

ionique est fixée a 0.16 debye en utilisant ’électrolyte NaCl. Les teneurs
en collagéne sont comprises entre 10 et 100 ppm.

Dans des tubes a essai, contenant initialement 10 ml de la solution
de collagene, sont rajoutés 100 mg d’OCPa fraichement préparé et fine-
ment broyé. Le melange est agité pendant une minute a une vitesse de
1000 tours/mn. Le mélange est porté ensuite dans un bain thérmostaté
a 37 £+ 0.5°C. Apres traitement, le solide est séparé par filtration sur
verre fritté. La teneur de la solution en collagene a été déterminée par
spectrophotométrie UV a 280 nm. Les concentrations en ion calcium ont
été déterminées par complexométrie en retour, ’agent complexant étant
I'E.D.T.A,™ celles en ion orthophosphate selon la méthode qui met en
ceuvre la formation en milieu acide du complexe jaune phosphovanado-
molybdique dont le maximum d’absorption se situe vers 460 nm.2°

La quantité de collagéne adsorbée (Q,q4s) est donnée par:

Qads =V (Co - Ceq)/m

avec Qags: Quantité adsorbée par unité de masse (umol/g), C,: Concen-
tration initiale de la solution en collagene (umol/l), Ccq: Concentration
al’équilibre de la solution en collagene (umol/1), m: masse du phosphate
de calcium (g), et v: volume de la solution (litre).
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TABLEAU II Variation de la Teneur de la Solution en Collagéne C (ppm) en
Fonction du Temps t (mn)

C (ppm) 0 5 10 15 20 40 60 100 180 240
t(mn) 0.70 0.525 0.489 0.414 0416 0415 0.417 0416 0415 0.416

RESULTATS

Létude cinétique conduite dans des solutions de 0.7 umol/l de col-
lagéne montre que 1’équilibre d’adsorption s’établit tres rapidement
(Tableau II). Il est atteint a partir d'un quart d’heure de contact seule-
ment (Figure 3). On remarque que I'essentiel de la réaction d’adsorption
est observé apres cinq minutes de contact. Cependant pour I’étude
de l'isotherme d’adsorption, nous avons opté pour une durée de qua-
tre heures, durée largement suffisante pour atteindre 1’équilibre. Les
résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau III.

Lévolution de la quantité adsorbée a été reportée en fonction de sa
concentration a I'équilibre dans le milieu (Figures 4 et 5). Lisotherme
obtenu est de type Langmuir.?! Les parametres caractéristiques de
Padsorption, a savoir Q. et la constante b (I/mol) sont déterminés a

0,70 i

0,65

0,60

C (umol/1)

0,55 4

0,50

0,45

L4 ® ®
0,40 ~

. —— e
0 50 100 150 200 250
t (mn)

FIGURE 3 Evolution de la concentration de collagéne (1tmol/l) en solution en
fonction du temps t (mn).
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TABLEAU III Composition et Rapport Atomique Ca/P de la Solution et du
Solide a 'Equilibre pour Différentes Teneurs en Collagéene

Collageéne en (ppm)

Initiale: C, aléquilibre: Ccq pH Call (mM) PO4 (mM) Ca/P solution Ca/P solide

0.0 0 5.60 2.05 0.28 0.28 141
10.0 5.87 5.58 2.10 0.28 0.28 1.40
14.0 8.28 5.67 2.07 0.28 0.28 1.37
20.0 11.70 5.62 2.13 0.29 0.29 1.38
52 30.90 5.55 2.01 0.27 0.27 1.39
80.0 48.87 5.58 2.15 0.29 0.29 1.36

100.0 67.91 5.62 2.00 0.27 0.27 1.35

partir de 'équation de Langmuir linéarisée.

1/(Qads = l/ch + 1/(bQ0(Ceq)

ou: Q.qs est la quantité adsorbée (umol/g) pour une concentration
donnée en collagéne, Q. est la teneur maximale d’adsorption (umol/g),
Ceq est 1a concentration du collagene a I’équilibre (umol/l). La constante
‘b’ désigne selon le méme modele, le terme énergétique de I’équation.
Les valeurs de ces constantes sont regroupées dans le Tableau IV, ot o
représente dans 'hypothése d’'un recouvrement total, la surface ou la
fraction de surface occupée par la molécule adsorbée, elle est donnée

0,16 ./’“‘0
o0
3 1
&
3 0,121
[72]
3 @
o
0,08
0,04 - /.
o
4 /.
0,00 *— T T T v T

T T T T T T

1 T
0,0 0,5 1,0 L5 2,0 2,5 3,0 35
Ceq (p mol/l)

FIGURE 4 Evolution de Q45 (#mol/g) en fonction de C,q (umol/I) de collagene.
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FIGURE 5 Evolution de 1/Q.4s (#mol/g)~! en fonction de 1/Ceq (mol/I)~1.
par:

o =8S/(N- Q)

avec S = surface spécifique de 'adsorbant (73.5 m?/g), N = nombre
d’Avogadro, et Q, = la quantité adsorbée a la saturation.

DISCUSSION

La fixation du collagéne sur le support phosphocalcique suit le modele
de Langmuir. Dans le cadre des hypotheses de ce modele, I'interaction
entre adsorbat et ’adsorbant ait lieu de sorte que:

* I’énergie d’'interaction entre adsorbét et I’adsorbant reste constante.
* Lentité adsorbée ne réagit pas avec celle de méme nature qui se trouve
a linterface solide-solution.

TABLEAU IV Constantes Relatives a ’'adsorption du Collagene

Qu Constante b Surface o
Pente a la droite Ordonnée a l'origine (umole/g)  (1/umol) (nm?2)

13.86 1.08 0.93 0.07799 132
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La premiere hypothése peut s’expliquer par le fait que 'adsorption de
collagéne a la surface du support phosphaté est due principalement
a I'établissement de liaisons hydrogéne entre la surface du phosphate
de calcium et les groupements formant les liaisons peptidiques de la
protéine, ainsi qu’a la présence de forces électrostatiques (coulombi-
ennes) entre les fonctions organiques des chaines protéiques et la sur-
face apatitique chargée positivement aux pH enregistrés dans tous les
essais.!

Le taux maximal d’adsorption, montre que la surface du phosphate
de calcium réservée pour qu'une molécule s’y adsorbe est o = 132 nm?.
Compte tenu du travail réalisé par Misra'® qui trouve une valeur de
o = 0.52 nm? pour les ions citrate sur une surface apatitique, et que la
surface de ces ions calculée a partir des modéculaires prend des valeurs
de l'ordre de 0.5 &4 0.6 nm?, cet auteur déduit que la surface adsorbante
se répartit de sorte a ce qu'une molécule citrate occupe une surface qui
lui est égale. Cette hypothése ne peut s’appliquer dans notre cas, vu la
valeur de o trouvée, et la structure du biopolymeére. Ce dernier peut
présenter plusieurs configurations que nous avons regroupées dans le
Tableau V. Le choix de ces configurations repose d’'une part sur les pos-
tulats du modele d’adsorption de Langmuir, et d’autres parts sur le fait
que les liaisons intra-chaines formant I’hélice de la protéine sont fortes

TABLEAU V Configurations Probables du Collagene Adsorbée

Configurations
probables Surfaces occupées (nm?) Schémas

Latérale 1
La molécule se fixe £.d = 450 nm?
suivant sa surface
latérale.
Latérale 2
La molécule se fixe (L£/2. £]2) 7. = 70650 nm?
en occupant une
surface circulaire
de diametre égal a
sa longueur £
Lo]ilgltudl/nale , o V. t
a molécule se fixe (d/2.d/2)w = 1.77 nm
longitudinalement
et occupe une
fraction de
surface circulaire
de diameétre égal a
sa largeurd.

" 4
&

R
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pour omettre la probabilité pour qu’elle puisse avoir d’autre configura-
tions selon lesquelles la macromolécule se trouve en une configuration
ovale, pliée ou autres.’

On constate qu’aucune des surfaces calculées ne correspond a la
valeur de o calculée. La configuration «latérale 23> selon laquelle la
molécule occupe une surface circulaire de diameétre égale a sa longueur
(£ = 300 nm) est trop excessive. La probabilité pour que la fixation
ait lieu selon cette configuration est donc pratiquement nulle. I reste
les deux autres configurations. Les probabilités pour que la surface ad-
sorbante soit recouverte par I'une ou l'autre des deux configurations
peuvent étre calculées:

X-Sx+Y -Sy=0
X+Y=1

avec X: Probabilité d’adsorption selon la configuration
«longitudinale>> de surface S, =177 nm2, et Y: Probabilité
d’adsorption selon la configuration «latérale 1>> de surface Sy = 450
nm?.

Soit X = 0,71 et Y = 0,29. Ce qui montre que le collagene se fixe a la
surface du phosphate de calcium de préférence selon le mode longitu-
dinal: pour 7 molécules adsorbées longitudinalement, il y a 3 qui sont
adsorbées selon le mode latérale 1.

Par ailleurs comme il a été déja rapporté dans le cas de I'étude de
I'adsorption de la glycine,?® I'examen de 1’évolution du rapport Ca/P
du solide apres adsorption montre que ’adsorption du collagéne réduit
ou I’évolution du phosphate de calcium en solution. On observe pour
100 ppm de collagéne un rapport atomique Ca/P du solide de 1,35 alors
qu’en absence du collagéne et dans les mémes conditions ce rapport
est de 1,41, ce qui peut également expliquer la plus grande libération
observée d’ion phosphate par rapport aux ions calcium en solution.

En effet ’analyse de la solution donne des valeurs de pH légérement
acide. Les rapports atomiques Ca/P sont dans tous les cas inférieurs
a celui du solide de départ (Ca/P = 1,33), ce qui montre une dissolu-
tion non congruente de 'OCPa: le solide phosphocalcique libere plus
d’ions phosphate que d’ions calcium. Ce phénoméne généralement ap-
peleé évolution ou maturation?* engendre 'obtention d’un phosphate de
calcium a caractere plus basique au dépend de la solution qui voit son
pH diminuer.

La présence de collagéne en solution, semble dans tous les cas ne
pas affecter la teneur de la solution en ion calcium ou orthophosphate.
On sait en effet que cette protéine qui existe en prédominance dans les
tissue calcifiés est neutre dans les mécanismes d’ostéogeneése.® Seuls
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les phosphoprotéines (P.P) qui possédent un caractére acide ont été
décrites comme étant des précurseurs de la minéralisation par fixa-
tion d’ions calcium. On peut donc suggérer vu I'affinité du collagéne a
se fixer en milieu aqueux de force ionique équivalente a celle du liquide
physiologique et a des pH légerement acides a la surface du support
phosphocalcique riche en ions HPOZ’, que la matrice collagénique est
un milieu dans lequel sont dispersées les phosphoprotéines et la phase
minérale apatitique de I'os nouvellement formée.

CONCLUSION

Cette étude montre qu'en milieu dit physiologique, le collagéne type I
hydrosoluble s’adsorbe a la surface de 'OCPa. Cette adsorption peut
etre décrite selon le modele de Langmuir. Les déductions faites sur
la base de la conception de ce modeéle ont montré que la biopolymeére
s’adsorbe de facon préférentielle selon sa configuration longitudinale.

Ces résultats concordent bien avec les observations faites par
Glimcher.25 Ce dernier a rapporté qu’en premier lieu la précipitation
in vivo de la phase minérale des tissus calcifiés commence dans les in-
terstices qui se situent entre les queues et les tétes des macromolécules
du collagene disposées en rangées paralleles les unes a coté des autres.

Ainsi ces résultats offrent la possibilité de développer des modeles
pour les mécanismes de formation des os et de déterminer avec certitude
la nature du mélange existant entre la fraction minérale et la partie
organique des tissus calcifiés pour enfin développer des biomatériaux
phosphocalciques destinés a la substitution osseuse ou l'interaction
avec la matrice collagénique serait équivalente a celle de ’os nouvelle-
ment formé. Parallelement, il serait avantageux de penser a l'utilisation
de phosphate de calcium apatitique déficient avec un faible rapport
atomique Ca/P et contenant de faibles teneurs en ions présents en mi-
lieu physiologique tels les ions magnésium et carbonate qui sont im-
pliqués dans le processus de la biominéralisation.26
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