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Lélaboration de U’hydroxyapatite phosphocalcique par précipitation a partir d’une
solution de carbonate de calcium et une solution d’acide phosphorique est con-
ditionnée par plusieurs facteurs a savoir le pH du milieu réactionnel, le rapport
molaire Ca /P des réactifs, la durée de la réaction et la concentration initiale en cal-
cium. Les propriétés physico-chimiques de U'hydroxyapatite ainsi préparée peuvent
étre modifiées si ces facteurs ne sont pas bien définis.

Dans le but de maitriser ces facteurs et leur influence sur la synthese
de Uhydroxyapatite phosphocalcique, nous avons modélisé selon une stratégie
méthodologique la préparation de ce produit en définissant un plan d’expériences. Le
modeéle mathématique ainsi établi, en employant un plan composite centré, décrit
la variation de la réponse mesurée du rapport molaire Ca /P du solide formé en
fonction du PH du milieu réactionnel, du rapport molaire Ca /P des réactifs, de la
concentration initiale en calcium et de la durée de la réaction. Lexploitation de ce
modeéle nous a permis d’optimiser les conditions expérimentales.

Le produit ainsi obtenu est caractérisé par analyse chimique, diffraction des
rayons X (DRX) et spectrométrie infrarouoge (IR).
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The elaboration of the phosphocalcic hydroxyapatite by precipitation from a cal-
cium carbonate solution and a phosphoric acid solution was conditioned by many
factors such as the pH of reactional medium, the Ca /P molar ratio of the reagents,
reaction time, and the initial concentration of calcium. The physicochemical prop-
erties of this hydroxyapatite thus prepared will be modified if these factors not have
been chosen.

In order to control these factors and thier effect on the synthesis of the phos-
phocalcic hydroxyaptite, we modeled the preparation of this product following a
methodological strategy defining a plan of experiments. The mathematical model
established, using a centered composite design, describes the change of the mea-
sured response of Ca/P molar ratio of the solid according to the pH of reactional
medium, the Ca /P molar ratio of the reagents, and the initial concentration of cal-
cium and the reaction time. The experimentals conditions have been optimized by
this model.

The product obtained is characterized by chemical analysis, X-ray diffraction
(XR), and infrared Spectrometry (IR).

Mots clés Hydroxyapatite; modélisation; optimisation; plan d’expériences

INTRODUCTION

Lhydroxyapatite phosphocalcique a pour formule chimique
Cay19(PO4)s(OH),. Elle appartient a la famille des apatites qui
cristallisent généralement dans le systéme hexagonal de groupe
d’espace P63/m.!

Ce phosphate de calcium présente a la fois un intérét médical? et
non médical® car il posséde une analogie chimique et une similitude
cristallographique avec la partie minérale des tissus calcifiés (os, émail,
dentine). Ceci lui confere la propriété d’étre le meilleur substitut osseux
et dentaire.*

L'intérét croissant de ce matériau pour son application, nécessite
une parfaite maitrise de la méthode de synthese,>® afin de préparer
une hydroxyapatite possédant des propriétés et des caractéristiques
physico-chimiques reproductibles et ceci a partir de produits locaux
disponible a des prix compétitfs, a savoir: le carbonate de calcium et
I’acide phosphorique.

En conséquence, il est nécessaire d’étudier la variation des
parametres influencant la synthese, tel que le pH du milieu, la con-
centration initiale en calcium ([Ca®*]), la durée de la réaction (D) et le
rapport molaire Ca/P des réactifs ((Ca/P)sactits), €n tenant compte de
leur interaction, sur la composition chimique du solide préparé.

Dans ce travail, d’'une part, nous présenterons le mode opératoire
qui décrit la synthese par voie humide d’'une hydroxyapatite phospho-
calcique a partir du carbonate de calcium et de I’acide phosphorique
et d’autre part, nous exposerons l'analyse statistique des résultats



18: 50 27 January 2011

Downl oaded At:

Elaboration of Phosphocalcic Hydroxyapatite 327

obtenus a partir d'un plan composite centré.”® Les résulats de cette
analyse nous ont permis d’établir un modele mathématique et de
déterminer les conditions expérimentales optimales.

L'étude des plans d’expériences, les calculs matriciels, ainsi que les
calculs statistiques ont été réalisés a 'aide du logiciel JMP.?

PARTIE EXPERIMENTALE

Nous avons utilisé une méthode expérimentale permettant 'obtention

d’'une hydroxyapatite steechiométrique et exempte de toute phase

étrangere telle que la chaux ou le phosphate tricalcique'® ou bien

Pobtention d’un phosphate de calcium de rapport Ca/P inférieur a 1.667.
La premiere étape consiste a préparer les solutions suivantes:

¢ La solution de phosphate:
La solution de phosphate est préparée a partir de l'acide
phosphorique et de 'ammoniaque.

e La solution de calcium:
La solution de calcium est préparée a partir du carbonate de calcium
et de I'acide nitrique.

La seconde étape consiste a placer la solution de calcium dans un
réacteur de 2 litres et a 'ajuster a pH avec de 'ammoniaque. Celle—ci
est portée a I’ébullition. A 'aide d'une pompe péristaltique la solution de
phosphate ajustée a pH 10 est versée goutte a goutte sur la solution de
calcium pendant une heure et demi. Le milieu réactionnel est maintenu
a pH constant par ajout dammoniaque au moyen d’une pompe doseuse
commandée par un pH-stat relié & une électrode combinée de mesure
du pH, plongée dans le milieu réactionnel et préalablement étalonnée
a la température de la synthese. Apres une durée de maturation sous
agitation et a pH constant, le produit formé est filtré, lavé avec de 'eau
chaude puis calciné a 900°C a l'air pendant une nuit. Le phosphore et
le calcium présents dans les solides ainsi préparés ont été déterminés
par analyse chimique.!1-12

ANALYSE STATISTIQUE DE LA SYNTHESE
DE LHYDROXYAPATITE

L'analyse statistique est fréquemment utilisée dans le domaine de
I'agriculture, de 1a biologie et de la chimie.'® Son objectif est d’établir un
modele mathématique entre la réponse mesurée et un nombre de vari-
ables qui I'influencent. Dans notre cas nous nous proposons d’établir
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un modele mathématique entre la réponse rapport molaire Ca/P du
solide lavé et calciné a 900°C et les facteurs influencant la précipitation
a savoir. le pH, le rapport molaire Ca/P des réactifs, la concentration
initiale en ions calcium et la durée de la réaction, en tenant compte
de leurs interactions par la construction d'un plan composite centré
avec l'isovariance par rotation («swivel>) et la précision uniforme (la
variance du centre du domaine est pratiquement égale a la variance
en tout point situé 4 l'intérieur d’'une sphére de rayon p, qui est la
plus grande distance du point central). Cette matrice présente de nom-
breux avantages, particulierement une forte résolution et un nombre
minimum d’essais.® 4 Pour quatre facteurs, la réalisation d’'un plan fac-
toriel complet & 5 niveaux nécessite 5* = 625 expériences, tandis que
le plan composite centré ne nécessite que 31 expériences.!® En effet, la
réalisation de ce dernier dépend du nombre de variables explicatives a
étudier.

Le Tableau I rassemble les 31 essais qui constituent un plan compos-
ite centré avec l'isovariance par rotation et la précision uniforme. Les
16 premiers essais (Ny) constituent un plan complet 2* qui représente
le plan de base du plan composite centré. Les valeurs codées Xj = +1
sont obtenues par ’équation suivante:

Xj = (Xj — )_(j)/AX. (1)

Les valeurs des variables X; codées sont regroupées dans le
Tableau II.

A ce plan de base on ajoute 7 essais au centre et 8 essais
complémentaires sur chaque axe des facteurs par des points situés a
une distance +« du centre du domaine (points en étoile) déterminé par
la résolution de 'équation®:

o« =N, @)
ce qui donne:
a=2. 3)

Les 31 valeurs de X;? présentent une somme différente de zéro et
une valeur moyenne de 24/31 = 0.7742; par conséquent les variables
X;? sont remplacées par des variables centrées U;? tel que Uj? = X;?
—0.7742. L'équation du modele théorique s’écrit donc:

4 4 4 4
¥ =bo+ Z b;X; + Z Z by XXy + Z bijj2. (4)
=1 j=1

=L=1i#

Ce modele comprend 15 termes:
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TABLEAU I Matrice D’Expériences du Plan Composite Centré et
Résultats D’Analyse

Ordre Valeurs des variables codées (Ca/Ply  (Ca/Plu Résidus
Logique Hasard X; Xy X3 Xy Yexp Yeal e;1073
01 30 -1 -1 -1 -1 1.643 1.659 -16
02 22 1 -1 -1 -1 1.710 1.699 11
03 21 -1 1 -1 -1 1.662 1.686 —24
04 26 1 1 -1 -1 1.695 1.688 07
05 01 -1 -1 1 -1 1.600 1.618 —18
06 05 1 -1 1 -1 1.710 1.712 —02
07 29 -1 1 1 -1 1.620 1.620 20
08 04 1 1 1 -1 1.624 1.645 21
09 27 -1 -1 -1 1 1.656 1.644 12
10 25 1 -1 -1 1 1.700 1.721 —20
11 20 -1 1 -1 1 1.670 1.670 00
12 13 1 1 -1 1 1.706 1.697 09
13 10 -1 -1 1 1 1.652 1.660 —-08
14 08 1 -1 1 1 1.795 1.780 15
15 18 -1 1 1 1 1.610 1.630 —-20
16 23 1 1 1 1 1.701 1.699 02
17 24 -2 0 0 0 1.630 1.614 16
18 31 2 0 0 0 1.731 1.736 —-05
19 12 0 -2 0 0 1.699 1.696 03
20 03 0 2 0 0 1.622 1.654 08
21 06 0 0 -2 0 1.689 1.689 00
22 28 0 0 2 0 1.672 1.661 11
23 15 0 0 0 -2 1.660 1.649 11
24 19 0 0 0 2 1.701 1.701 00
25 07 0 0 0 0 1.684 1.683 01
26 11 0 0 0 0 1.685 1.683 02
27 16 0 0 0 0 1.680 1.683 -03
28 17 0 0 0 0 1.684 1.683 01
29 09 0 0 0 0 1.685 1.683 02
30 14 0 0 0 0 1.680 1.683 —-03
31 02 0 0 0 0 1.680 1.683 —-03

Terme constant = 1,

Termes linéaires = 4,

Termes carrés = 4,

Termes rectangles = 6.

La méthode des moindres carrés permet de déterminer les coefficients

bu du modéle:

by =

Y,

Y X5

Yu = Zl:)gqul

6))
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TABLEAU II Domaine Expérimental Pour LEtude de L'Influence
des Facteurs sur le Rapport Molaire Ca/P du Solide Lavé et Calciné
a 900°C

Variables codées X1, Xz, X3, X3

Variables naturelles(x;) -2 -1 0 1 2
x1 =pH 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0
x9 = (Ca/P)eactifs 1.617 1.637 1.667 1.697 1.717
x5 =[Ca2t/mol.l 1] 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
x4 =D/h 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0

aX1 = (x1 — 8)/0.5: Xy = (xg — 1.667)/0.03; X3 = (x3 — 1.5)/0.5 et X4 = (x4 — 3)/0.5.

Xi, et y; sont les valeurs de X, et y pour la i®™¢ expérience, Y, est
nommeée K contrast>>.

RESULTATS

L'ensemble des conditions opératoires et les résultats analytiques

(dosages chimiques) des rapports molaires Ca/P des produits lavés et

calcinés a 900°C sont regroupés dans le tableau I. Les 15 termes des

modeles sont calculés par la méthode des moindres carré (Tableau III).
L'équation du modele s’écrit donc en terme réel:

¢
(?a) x10% = 1683 +30X; + - -- + 12.8 X4,

—125X59 + -+ 11.4 X34,
—19X3; +---— 1.9 Xy4. (6)

A partir de cette équation, il est possible de calculer les valeurs es-
timées (§;) et les résidus correspondants e; = yi — §; (Tableau I).

Lestimation de la variance de lerreur expérimentable (s2) est
obtenue en divisant la somme des carrées ¥ e;? du résidu par le nom-
bre du degré de liberté v (nombre de degré de liberté = nombre d’
expériences — nombre de coefficients de modeles):

s2 = (0.00388630)/16 = 2.43 x 10~* (Tableau IV). (7)

La signification des effets est estimée par comparaison de la valeur
de Snedecor estimée expérimentalement (Fexp,) & 1a valeur de Snedecor
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TABLEAU III Estimation des Coefficients du Modele Associé au
Rapport Molaire Ca/P du Solide Lavé et Calciné Avec la
Détermination de Leur Signification par Rapport a la Dispersion
Expérimentale
Coefficient Degrés de Somme des
(by) liberté (vy) carrés (SCpy) Valeur de Feyp Signification
bo 1.6825714 — — — —
b1 0.0304167 1 0.02220417 91.4152 ok
by —0.0105000 1 0.00264600 10.8937 b
bs —0.0068330 1 0.00112067 04.6138 *
by 0.0128333 1 0.00395267 16.2732 ok
b1o —0.0125000 1 0.00250000 10.2926 o
b1s 0.0105000 1 0.00176400 07.2624 *
b1g 0.0062500 1 0.00062500 02.5731 NS
bos —0.0141250 1 0.00319225 13.1426 b
boy —0.0033750 1 0.00018225 00.7503 NS
bsy 0.0113750 1 0.00207025 08.5233 .
b11 —0.0019140 1 0.00010472 00.4312 NS
boo —0.0019140 1 0.00010472 00.4312 NS
bss —0.0019140 1 0.00010472 00.4312 NS
byg —0.0019140 1 0.00010472 00.4312 NS

**Significatif a un univeau de 0.1% (F go1(1, 16) = 16.12).
**Significatif & un univeau de 1% (F ¢1(1, 16) = 8.53).
*Significatif a un niveau de 5% (Fg ¢5(1, 16) = 4.49), NS: non significatif.

critique (Fg o5(1, 16) = 4.49)16 43 v; = 1 et vy = 16 degrés de liberté, pour
une probabilité de 95%.

Le facteur de Snedecor expérimental est obtenu en divisant le carré
moyen (CM,,) par la variance de I'erreur expérimentale (s?):

Fexp = Cl\/Iu/Sr2 .

TABLEAU IV Analyse de la Variance de Régression Pour le
Modele Associé au Rapport molaire Ca/P du Solide Lavé et
Calciné a P’air a 900°C

Source de Somme des Degrés de

variation carrés liberté Carré moyen Fexp® sb
régression 0.04057480 14 0.002898 11.9320 ¢
résidu 0.00388630 16 0.000243 — —
total 0.04446110 30 — — —

Fexp®: facteur de Snedecor expérimental.
SP: test de signification.
cSignificatif & un niveau de 0.1% ((F g1(14, 16) ~ 5.41).16

(8
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L'estimation du carré moyen individuel (CM,,) est obtenue en divisant
la somme des carrés de chaque coefficient (SS,) par son degré de liberté
(vy = 1):

CM, = SS,/vu 9

Lestimation de la somme des carrés des coefficients (SS,) est obtenue
en multipliant le carré due coefficient (b,) par la somme des carrés des
valeurs de X,:

SS, =b2) X2 (10)
Les résultats obtenus sont rassemblés dans le Tableau III.
L'analyse des résultats de ce tableau montre que le pH, le rapport
molaire Ca/P des réactifs, 1a concentration initiale en calcium, la durée
de la réaction et les interactions, pH - (Ca/P)sactits, pH — [Ca®T], (Ca?*]
— (Ca/P)yeactits €t [Ca2t] — D sont des variables significatives.
Par conséquent, pour un seuil de signification de 95% I'équation du
modele mathématique s’écrif:

C
<?a) x 10% = 1683 + 30X; — 10.5X, — 6.8 X3 + 12.8X,

(£3) (£3) (£3) (£3)
—12.5X39 +10.5X;3 — 14.1Xp3 + 11.4X34
(+4) (+4) (+4) (+4). (11

Les valeurs qui se trouvent entre parenthese et en dessous de chaque
coefficient du modeéle représentent les déviations standards Sy, tel que
Spu2 est la variance des coefficients estimée b, et elle est calculée an
appliquant la formule:

Sbu2 = Srz/ ZXiuZ' (12)

DISCUSSION

La représentation géométrique de cette réponse dans le diagramme
x4 (durée de la réaction) et xo (rapport Ca/P des réactifs), pour des
valeurs de pH (7.75) et de concentration en ions calcium (x3 = 1.25 M)
est indiquée sur la Figure 1. On constate que quand le rapport Ca/P des
réactifs et la durée de la réaction augmentent simultanément ou bien
quand la durée de la réaction augmente et la rapport Ca/P des réactifs
reste inchangé ou inversement, le rapport Ca/P du précipité augmente
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1.717L

1.697}

1.667}

X2 = (Ca/P)reqctis

1.637L

1.617}

. 1 1 ] 4

20 25 3.0 3.5 4.0

x4= durée de la réaction/h
FIGURE 1 Courbe d’isoréponse du rapport molaire Ca/P du solide lavé et
calciné a 900°C (Eq. (6) x; = pH = 7.75; x5 = (Ca/Pysactits = 1.667. le cercle en
pointillé représente le domaine expérimental.

jusqu’a la valeur théorique de I'hydroxyapatite égale a 1.67 et reste
inchangé (domaine gris).

Létude de’équation (11) montre quesiX; = —0.5(pH="7.75),X5 =0
((Ca/P)reactits = 1.667), X3 = —0.5 ([Ca?*]1=1.25 mol 17!) et Xy = -1
(D = 2 heures 30 minutes) alors (Ca/P) = 1.665. Cette valeur corre-
spond au rapport molaire Ca/P de I’hydroxyapatite phosphocalcique
steechiométrique.

La vérification expérimentale en ce point a été réalisée et le produit
obtenu, lavé et calciné a 900°C a été analysé par diffraction des rayons
X et spectroscopie IR. L'analyse des diagrammes (Figure 2) montre que
le produit est une hydroxyapatite steechiométrique de rapport Ca/P =
1.6717.
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NOMENCLATURE

by coefficient du model polynomial

e résidu de la i®™ expérience: e; = y; — ¥i.

k facteurs: pH, (Ca/P),sactits, [Ca®t], et durée de la réaction (D)
S%u variance estimée du coefficient b,

s2 variance du résidu: s2 = X;e?/v

U2 transformé de la variable X2 pour I'élément k

Xk variable naturelle x pour I’élément k, et x; sa moyenne
X variable codée X pour ’élément k

Vi réponse pour la i*™¢ expérience

Vi réponse estimeé pour la i®™® expérience

(Ca/P). rapport molaire Ca/P du solide lavé et calciné a 900° C

distance du centre du domaine expérimental

pas de variatino de x a X

degré de liberté = nombre d’expériences—nombre de coeffi-
cients de modeles

CM, carré moyen du coefficient b,

SSu

somme des carrés du coefficient b,
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