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Résumé

Les polysaccharides sont de plus en plus fréquemment utilisés pour le développement
de dispositifs médicaux. En effet, ces macromolécules biosourcées possedent non seulement
d’intéressantes propriétés de biocompatibilité et de biodégradabilité mais présentent également
des caractéristiques bio-spécifiques particuliéres telles que la mucoadhésion, un caractére
antibactérien ou une affinité biologique. En particulier, ces matériaux naturels peuvent étre
faconnés sous forme d'hydrogels dont les propriétés peuvent étre modulées sur une large gamme
afin de s’adapter, par exemple, aux propriétés mécaniques ou aux dimensions des tissus
humains ou pour permettre 1’encapsulation de principes actifs. Dans certains cas, la fabrication
de structures 3D sophistiquées a base de ces matériaux est nécessaire. Dans ce contexte, les
technologies de fabrication additive sont particulierement adaptées pour répondre aux
specifications techniques des dispositifs biomédicaux. La méthode d’impression 3D de type
« vat photopolymerization » permet notamment d'élaborer des objets solides de formes
complexes par photo-polymérisation sous rayonnement ultraviolet (UV) de formulations
préalablement sous forme liquide. Dans cette étude, nous avons exploré I’utilisation du ‘digital
light processing’ (DLP) et de la polymérisation a deux-photons pour développer des hydrogels
a base de carboxymeéthylcellulose (CMC), un dérivé hydrophile de la cellulose. Ce travail a
nécessité une approche multidisciplinaire de la chimie des polysaccharides a la compréhension
des procédés d’impression 3D en passant par 1’étude des propriétés physico-chimiques voire
biologiques des matériaux congus.

La CMC a en premier été modifiée avec de I'anhydride méthacrylique (AM) en milieu aqueux
pour obtenir la carboxyméthylcellulose méthacrylate (MCMC), un polymere photo-réticulable.
Difféerentes formulations aqueuses contenant des concentrations variables de mCMC avec des
degrés de méthacrylation (DM) contrélés sur une large gamme ]0 ; 76 %] ont permis de former
des hydrogels, puis des cryogels aprés lyophilisation. La modulation au sein de ces deux types
de matériaux de la densité de méthacrylates réticulés, déterminée par RMN 3C du solide sur la
gamme 4,3-13 umol/cm3, entraine une variété étendue de propriétés, notamment de gonflement
(de 20 a 86), de viscoélasticité (avec une plage de module élastique G' de 1,4 a 16,7 kPa) et de
structure. Des nanocristaux de cellulose (NCC), nanobatonnets biosourcés préalablement
fonctionnalisés par des groupements méthacrylate avec un DM de 0,83 % et non fonctionnalisés
ont ensuite été ajoutés dans une formulation de mCMC afin de contréler encore plus finement
les propriétés des hydrogels et cryogels. Grace a leur participation au réseau réticule,
I’introduction des mNCC a permis d'obtenir une cinétique de réticulation plus rapide, une
meilleure résolution spatiale, des hydrogels plus stables et robustes aprés gonflement dans I'eau
par rapport a la mCMC seule ou I’addition de NCC nus. Les matériaux développés se sont
avéres non cytotoxiques et ont montré des propriétés compatibles avec une application telle que
la réparation de tissus mous comme les reins ou les poumons. Cependant, la taille des pores des



structures tridimensionnelles, comprise entre 10 et 20 um, ne permet pas la croissance des
cellules de ces tissus. L'utilisation de la DLP pour la fabrication des hydrogels n'a pas permis
de développer des structures matricielles tridimensionnelles avec une porosité suffisante (100
- 200 um), mais cette caractéristique a ¢té obtenue grace a la P2P qui permet d’atteindre une
résolution des parois de 10 um. Par ailleurs, les hydrogels imprimes par DLP ont la particularité
de ne pas gonfler dans un milieu physiologique (PBS, 37 °C) et de se dégrader enprésence de
cellulases.



Abstract

Innovative medical devices are increasingly based on the use of biomaterials,
particularly polysaccharides, which display high biocompatibility, controlled biodegradability,
and show specific advantageous biological properties, such as muco-adhesion, antimicrobial
characteristics or bioaffinity. These natural macromolecules can be shaped into hydrogels with
controllable properties to mimick the mechanical characteristics and dimensions of human
tissues or for drug encapsulation purposes, for example. In some cases, sophisticated 3D
structures based on these materials are required. In this regard, additive manufacturing
technologies are well suited to meeting the technical specifications of biomedical devices.
Specifically, 3D printing by "vat photopolymerization” enables complex forms to be fabricated
from liquid resins using UV-induced photopolymerization. In this work, we explored digital
light processing (DLP) and two-photon polymerization (2PP) to develop hydrogels made from
carboxymethylcellulose (CMC), a hydrophilic derivative of cellulose. This work required a
multidisciplinary approach, from the chemistry of polysaccharides to the understanding of 3D
printing processes, via the study of the physico-chemical and even biological properties of the
designed materials.

CMC was first chemically modified with methacrylic anhydride (MA) in aqueous
medium to obtain carboxymethylcellulose methacrylate (mCMC), a photocrosslinkable
polymer. Different aqueous formulations containing varying concentrations of mCMC with
degrees of methacrylation (DM) controlled over a wide range ]0; 76%] were used to form
hydrogels, then cryogels after freeze-drying. The adjustment in these two materials of the
density of cross-linked methacrylates, ranging from 4.3 to 13 umol/cm3, results in a wide variety
of properties, including swelling (from 20 to 86), viscoelasticity (with a range of elastic
modulus G' from 1.4 to 16.7 kPa) and structure. Cellulose nanocrystals (CNC), biosourced
nanorods, either pre-functionalized with methacrylate groups with a DM = 0.83 % or non-
functionalized CNCs were added to the formulations to further tailor the properties of photo-
crosslinked hydrogels and cryogels. Thanks to their participation in the reticulated network, the
introduction of mMNCCs resulted in faster cross-linking Kinetics, better spatial resolution, and
more stable and robust hydrogels after swelling in water than pure mCMC or NCC-containing
formulations. The designed materials proved to be non-cytotoxic and showed properties
compatible with an application such as the repair of soft tissues like kidneys or lungs. However,
the pore size of the three-dimensional structures was in the range of 10-20 um, which was not
conducive to cell growth in these tissues. The manufacture of hydrogels by DLP did not provide
matrices with sufficient porosity (100 to 200 um), but this characteristic was achieved by 2PP,
enabling a wall-thickness resolution of 10 um. In addition, it was shown that DLP-printed
hydrogels do not swell in physiological media (PBS, 37°C) and degrade in the presence of
cellulases
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Liste des abréviations

3D

AFM

AH

AM

ATG

BAPO
BAPO -OH
CMC
CP-MAS

D20
DEG
DLS
DLP
DM
DMF
DMsurt
DMSO-d6
DN
DNP
DP
DRX
DS
DSsurf
DSC
DTT
EDC
FT-IR
HEMA
12959
Irgacure 2959®

tridimensionnelle

atomic force microscopy - microscopie a force atomique

acide hyaluronique

anhydride méthacrylique

analyse thermogravimétrique

oxyde de phénylbis(2,4,6-triméthylbenzoyl)phosphine

acide bismésitoylphosphinique

carboxymeéthylcellulose

cross-polarization magic-angle spinning - polarisation croisée et
rotation a 1’angle magique

deuterium oxide — oxyde de deutérium
2,2’-(éthylenedioxy)diéthanethiol

dynamic light scattering - diffusion dynamique de la lumiere
digital light processing

degré de méthacrylation

diméthylformamide

degré de méthacrylation surfacique

diméthylsulfoxide deutéré

degré de norbornénisation

dynamic nuclear polarization - polarisation nucléaire dynamique
degré de polymérisation

diffraction des rayons X

degré de substitution

degré de substitution surfacique

differential scanning calorimetry - calorimétrie différentielle a balayage
dithiothreitol

1-éthyl-3-carbodiimide hydrochloride

fourier transformed infrared - infrarouge a transformee de Fourier
hydroxyéthyl methacrylate

Irgacure 2959®
1-Hydroxy-4'-(2-hydroxyéthoxy)-2-methylpropiophénone



LAP

mCMC

MEB

MEC

MET

NCC

Neqg AM/OHcmc

Neq AM/OHsurt

NFC
NHS
NIPA
NQS
P2CK

P2P
PBS
PDI
PEG
PEGDA
PLA
PTFE
RMN
SLA
STL
TC
TCM
TGO
TPM
uv
VA-086

lithium phényl-2,4,6-triméethylbenzoylphosphinate
carboxyméthylcellulose méthacrylate

microscopie électronique a balayage

matrice extracellulaire

microscopie électronique en transmission

nanocristaux de cellulose

nombre d’équivalents en anhydride méthacrylique par groupe hydroxyle
de laCMC

nombre d’équivalents en anhydride méthacrylique par groupe hydroxyle
en surface

nanofibrilles de cellulose

N-hydroxysuccinimide

N-isopropylacrylamide

non quaternary suppression - suppression non quaternaire
diylidene-bis(méthanylylidene) bis(4,1phényléne)-
bis(méthylazanediyl)dipropanoate

polymeérisation a deux-photons

phosphate buffered saline — tampon phosphate salin
polydispersité

poly éthyléne glycol

poly éthylene glycol diacrylate

polylactide

polytétrafluoroéthylene

résonance magnétique nucléaire

stéréolithographie

standard triangle language — fichier de stéréolithographie
taux de cristallinité

taux de conversion des méthacrylates

taux de gonflement

3-(triméthoxysilyl) propyl methacrylate

ultraviolet

2,2'-azobis[2-methyl-N-(2-hydroxyethyl)propionamide]
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Socrate a écrit « Existe-t-il pour I’'Homme un bien plus précieux que la santé ? ». Depuis
des millénaires, I’homme tente de comprendre, de détecter et de soigner les maladies et les
infections du corps. La médecine actuelle offre une multitude de solutions pour préserver la
sant¢ humaine et a considérablement amélioré la qualit¢ de vie d’innombrables personnes.
Cependant, les solutions actuelles demeurent imparfaites et les recherches dans ce domaine
continuent d’évoluer afin de les améliorer. En particulier, les traitements médicamenteux, les
dispositifs implantables « passifs » (prothéses, implants, etc.) et « actifs » (pacemakers,
neurostimulants, etc.) ou encore les méthodes de restauration de la peau souffrent de certaines
limitations. En effet, I’efficacité de ces solutions biomédicales dépend majoritairement de leur
capacité a répondre a des contraintes spécifiques liées a leur domaine d’utilisation. Ainsi, les
médicaments doivent étre capables de pénétrer dans I'organisme de maniére contrblée et ciblée
pour atteindre la zone affectée et exercer leur effet thérapeutique sans causer d'effets
secondaires indésirables. Les dispositifs implantables doivent quant a eux étre biocompatibles
a long terme. Ils peuvent également étre biorésorbables a court ou moyen terme. D’autre part,
la médecine régénératrice de tissus a souvent recours a la greffe, pouvant engendrer des risques
de transmission de maladies infectieuses, des colts élevés et souffre de la disponibilité limitée
des organes et tissus. Egalement, la cicatrisation des plaies ne permet pas de restaurer la totalité
des fonctions de la peau, et s'accompagne souvent de la formation de tissus cicatriciels.

Pour répondre a ces enjeux de santé, une partie des travaux scientifiques actuels
s’appuient sur le développement de nouveaux biomatériaux sous la forme d’hydrogels. Ces
structures tridimensionnelles sont biocompatibles, capables d’absorber et de retenir une grande
quantité de fluide. D’autre part, certains hydrogels possedent des similitudes mécaniques avec
les tissus biologiques [1,2]. Les polysaccharides sont de plus en plus étudiés dans la littérature
pour la conception d’hydrogels en raison de certaines de leurs caractéristiques:
biocompatibilité, biodégradabilité, abondance naturelle et capacité a étre modifiés
chimiquement pour moduler leurs propriétés et leurs fonctionnalités vis-a-vis d’applications
specifiques [3,4]. Dans cette famille, la carboxyméthylcellulose (CMC), dérivé hydrophile de
la cellulose, est un candidat idéal pour le développement d’hydrogels innovants pour le domaine
biomédical [5].

En paralléle, la médecine tend a s’appuyer de plus en plus sur la fabrication additive,
couramment appelée impression 3D, en raison de sa capacité a produire des dispositifs
personnalisés (protheses, implants, ortheses, etc.) et des modéles anatomiques précis a partir de
données de scanners medicaux [6]. Dans un environnement ou les décisions matérielles sont de
plus en plus basées sur les colts, I’impression 3D permet de produire rapidement des dispositifs
médicaux, en faible volume, voire & I’'unité. Dans le domaine des hydrogels, la fabrication
additive est envisagée pour la production de structures 3D complexes qui peuvent
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étre utilisées pour créer des tissus artificiels et adaptées aux besoins spécifiques du patient,
améliorant ainsi I'efficacité des traitements médicaux [/]. Cependant, I’impression des
hydrogels reste encore source de difficultés techniques afin d’obtenir des matériaux avec une
résolution adaptée a I’application et mécaniquement stable tout en conservant une forte quantité
d'eau [8,9].

Ce travail de these, mené dans le cadre d'une collaboration entre le CEA-Liten, le CEA-
Leti et le CERMAYV, financée par le PTC Matériaux et Procédés du CEA (projet Cellulo’Med),
se concentre sur la synthése de derives cellulosiques photosensibles pour la fabrication additive
d'hydrogels a visees biomédicales. Dans cette étude, la CMC a été chimiquement modifiée et
mise en forme par le digital light processing (DLP) et par photo-polymérisation a deux photons
(P2P). Les propriétés des hydrogels ainsi obtenus ont été caractérisées afin de déterminer leurs
applications potentielles, telles que la libération de principes actifs ou la réparation de tissus
biologiques.

Le premier chapitre de cette these présente un état de I'art sur la composition, la mise en
forme et les propriétés requises d’hydrogels dédiés a diverses applications biomédicales. Une
attention particuliére est portée sur la formation de ces matériaux par photo-polymeérisation sous
rayonnement UV, ainsi que sur les méthodes d'impression 3D utilisant ce principe. La
fonctionnalisation de la CMC pour ce type d'impression, ainsi que les propriétés des hydrogels
imprimés, seront examinées en détail. Le deuxiéme chapitre de cette these décrit le matériel
expérimental utilisé et les méthodes mises en ceuvre dans le cadre de ces travaux de recherche.

Les trois chapitres suivants présentent les résultats obtenus au cours de ces trois années.
Ainsi, le troisieme chapitre décrit d’abord la méthacrylation de la CMC pour obtenir la CMC
méthacrylate (MCMC), ensuite utilisée pour former des hydrogels et des cryogels a partir de
différentes formulations. Les propriétés des matériaux sont caractérisées et comparées a celles
rapportées dans la littérature. Le quatrieme chapitre explique l'influence de I'ajout de
nanocristaux de cellulose (NCC) et de NCC fonctionnalisés avec des groupements
méthacrylates sur les propriétés des hydrogels et des cryogels de mCMC. Enfin, le cinquieme
et dernier chapitre développe la fabrication additive d’hydrogels par DLP et P2P, a partir de
formulations de mCMC. En définitive, les résultats exposés dans ce manuscrit ouvrent la voie
a diverses applications biomédicales concrétes pour les hydrogels de mCMC imprimés,
notamment la réparation de tissus biologiques, la création de biocapteurs ou I'administration de
principes actifs.
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[.1. INTRODUCTION

L'objectif de ce chapitre est de présenter et de définir la composition et les propriétés
des hydrogels dédiés aux applications médicales. Grace a leur structure réticulée, leur capacité
d'absorption d'eau, leur biocompatibilite et leur biodégradabilité, ces hydrogels présentent un
potentiel considérable pour la régénération tissulaire et la libération contrélée de médicaments,
par exemple. Afin de les faconner pour répondre & ces applications, il est possible de les
modifier chimiquement et de les mettre en forme par fabrication additive. Dans ce contexte,
diverses techniques ont été développées, mais les techniques de stéréolithographie (SLA)
offrent les meilleures résolutions en utilisant la photo-polymérisation d'un polymeére en milieu
liquide. Ce chapitre abordera les fonctions chimiques et les parameétres nécessaires pour obtenir
des propriétés physiques et chimiques des hydrogels adaptées (taux de gonflement,
viscoélastique, porosité, etc.). L’accent sera principalement mis sur les hydrogels de
polysaccharides, notamment la carboxyméthylcellulose (CMC), en raison de sa
biocompatibilité, son abondance naturelle et sa solubilité dans I’cau.

|.2. LESPOLYSACCHARIDES

Les polysaccharides sont les polymeéres naturels les plus abondants. Ils sont retrouves
dans diverses sources renouvelables telles que les algues, les plantes et les microorganismes
comme les champignons et les bactéries. Ces macromolécules sont composées de la répétition
d’un ou plusieurs sucres ¢lémentaires liés entre eux par des liaisons osidiques. Leur structure
varie en fonction des types de liaisons (o ou B), de la séquence des monosaccharides qui les
composent (Figure 1-1a) [1]. Il existe différents types de polysaccharides, tels que I'amidon, la
cellulose, le chitosane, 1’acide hyaluronique (AH), le pullulane, le dextrane, etc. (Figure 1-1b).
Chacun de ces polysaccharides posséde une structure, des propriétés et des fonctions
spécifiques. lls jouent un réle crucial dans la nature, car ils constituent I'une des principales
sources de stockage et de fourniture d'énergie pour les étres vivants et sont également essentiels
pour la structure et la fonction des cellules et des tissus [1]. La diversité des sources pouvant
produire des polysaccharides en font des substances de choix comme matériaux de départ
pouvant étre modifiés chimiquement et utilisés dans différents domaines tels que I'alimentaire,
I'énergie, le papier, les textiles, etc. [1]. Enfin, les polysaccharides sont largement utilisés dans
les applications biomédicales en raison de leur biocompatibilité et leur biodégradabilite et
également de leurs propriétés bio-spécifiques particulieres (e.g. mucoadhésion, caractére
antibactérien, affinité biologique) [1-3].
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Figure 1-1 : (a) Représentation schématique des liaisons glycosidiques o. et 5 a partir de molécules de
D-glucose et formant la maltose par des liaisons a(1-4) et la cellobiose par des liaisons [(1-4),
respectivement. (b) Exemples de polysaccharides [4,5].

1.3. LACELLULOSE

1.3.1. STRUCTURE DE LA CELLULOSE

Découverte en 1838 par le chimiste francais Anselme Payen, la cellulose est le
polysaccharide le plus abondant dans la nature [6]. Elle est le principal constituant des parois
des cellules des végétaux (40 - 50 %m) avec I’hémicellulose (25 - 30 %m) et la lignine
(15 - 20 %m) et peut étre extraite de différentes manieres par des procédés mécaniques et/ou
chimiques [7]. Certaines bactéries (e.g. Sarcina ventriculi, Agrobacterium tumefaciens) et
algues (Chlorophyta, Phaeophyta) sont aussi composées de cellulose. Utilisée depuis des temps
immémoriaux, en particulier pour la création de papier, la cellulose a acquis une nouvelle
dimension au 21¢ siécle. Son abondance et ses propriétés en font un matériau largement exploré
dans la recherche contemporaine.

La formule chimique de la cellulose, CeH100s, a été établie par Willstatter en 1913 [8].
Sa structure moléculaire (B-(1 — 4)-D-Glucose) a été déterminée par Hermann Staudinger en
1920 [9]. Son degré de polymérisation moyen exprimé en nombre d'unités anhydroglucose
(AGU) varie de 1 000 a 27 000 selon la source de cellulose. Il est par exemple de 1 500 unités
pour la cellulose de pate de bois, 20 000 pour la cellulose de la paroi secondaire du coton et 27
000 pour I’algue Valonia [10]. Une rotation de 180° est observée d'un monomere a l'autre lelong
de I’axe de la chaine polymeére [11]. La cellulose présente deux groupements terminaux
différents, résultant du processus de biosynthése (Figure 1-2a). Le premier groupement
terminal est composé d'un groupe hydroxyle pendant non réducteur. La seconde extrémité est

10
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constituée d'un groupe réducteur avec un équilibre entre un hémiacétal libre et un groupe
aldéhyde (Figure 1-2b). Chaque unité d'anhydroglucose posséde trois groupes hydroxyles : un
alcool primaire sur le carbone C6 et deux alcools secondaires sur les carbones C2 et C3 (Figure
I-2a). Les chaines de cellulose sont assemblées dans une structure cristalline formée par un
réseau de liaisons hydrogeéne inter et intra-moléculaires (Figure 1-2c). Cette organisationest a
I’origine des propriétés mécaniques du bois et rend la cellulose insoluble dans la plupart des
solvants [12].

(a)

Extrémité non réductrice \—Y—) Extrémité réductrice
Anhydroglucose

(c) I S 'bH
6
HO OH 4 o HO OH
(0] OHO - (0]
20oH1

Figure 1-2 : (a) Structure moléculaire de la cellulose, (b) équilibre réversible entre les groupes
hémiacétal et aldéhyde a I'extrémité réductrice de la cellulose, (c) organisation des liaisons hydrogéne
inter et intramoléculaires de la cellulose. lllustrations modifiées de [13,14].

La formation des chaines de cellulose se fait dans les parois des cellules des végétaux
par la cellulose synthase qui catalyse la polymérisation des molécules de glucose pour former
la cellulose. Ensuite, des complexes enzymatiques appelés complexes terminaux (terminal
complex, TC) regroupent des chaines cellulosiques produites pour former les fibrilles de
cellulose (Figure 1-3b). Les TC sont constitués de sous-unités identiques dont chacune possede
des sites catalytiques formant une fibrille de cellulose. La structure des TC et le nombre de sites
catalytiques dans les sous-unités varient selon la source de la cellulose. Ces parametres influent
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sur ’organisation et I’orientation des chaines entre elles, le degré de cristallisation et de
polymerisation. Ensuite, les fibrilles formées par les TC s’organisent en microfibrilles (Figure
I-3c). Elles sont constituées de chaines de cellulose organisées en structures cristallinesreliées
par des régions désordonnées (Figure 1-3d). Une fois formées, les microfibrilles de cellulose
s'assemblent pour former le réseau tridimensionnel qui constitue la paroi cellulaire [15].

Microfibril
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Figure 1-3 : Schéma des différents niveaux de formation d'une microfibrille de bois, (a) coupe
transversale d'un feuillet de chaines de celluloses supposé se former a partir d'une seule sous-unité de
la Terminal complex (TC), dans laquelle les forces de van der Waals maintiennent les chaines de
cellulose ensemble. Chaque rectangle gris représente une chaine de cellulose avec I'axe de la chaine
perpendiculaire au plan de l'image, (b) coupe transversale d’une fibrille élémentaire, assemblage de
36 chaines de cellulose dans un réseau cristallin. La consolidation de plusieurs fibrilles élémentaires
forme une microfibrille, (c) coupe transversale d'une microfibrille composée de 6 fibrilles élémentaires,
(d) coupe latérale d'une microfibrille montrant la configuration en série des régions cristallines et

amorphes [15].

)

1.3.2. LA CARBOXYMETHYLCELLULOSE (CMC)

1.3.2.1. Structure de la carboxyméthylcellulose

Gréace aux groupements hydroxyles de la cellulose, plusieurs réactions chimiques sont
envisageables afin de lui conférer d’autres propriétés (mécaniques, physiques, etc). Cette
modification chimique peut également permettre d’isoler les chaines pour obtenir des dérivés
cellulosiques tels que la méthylcellulose, 1’acétate de cellulose, I’hydroxyéthylcellulose ou

encore la carboxymeéthylcellulose [16].

La carboxyméthylcellulose (CMC), souvent présente sous forme de sel de sodium, de
formule brute CsH702(OH)3.x(OCH2COONa)x, est un dérivé cellulosique (Figure 1-4) dont la
production augmente continuellement [17]. Elle a été obtenue pour la premiere fois en 1918 et
commercialisée en 1920 par I’entreprise allemande 1G Farbenindustrie AG [18]. Tout comme
la cellulose, les recherches liées a la CMC augmentent avec le temps et particulierement depuis
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le début du 21°™ siécle. En effet, 198 nouveaux articles scientifiques ont été publiés en 2000,
contre 984 en 2022 (base de données Scopus).

Sa popularité provient de son faible colt de production, de sa biocompatibilité et,
contrairement a la cellulose, de sa solubilité¢ dans 1’eau grace a ses groupements carboxylates
(Figure 1-4). Les propriétes physico-chimiques de la CMC varient a la fois avec sa masse
molaire et le degré de substitution (nombre de fonctions carboxyméthyles par unité). En
conséquence, la CMC trouve une large gamme d'applications dans des secteurs diversifiés tels
que le textile, la construction, les cosmétiques, les plastiques et plus récemment le biomédical.
En effet, la CMC possede des propriétés d’adhésion cellulaire, est cytocompatible et permet la
croissance cellulaire [19].

OR
0 | _
RO R= */ ‘ \\O
OR /n #

Figure 1-4 : Structure moléculaire de la carboxyméthylcellulose sous forme de sel de sodium. Le degré
de substitution (DS), représente le nombre moyen de groupes CH.CO7,Na* par AGU. Modifiée de [20].

1.3.2.2. Synthése

La CMC est un polysaccharide ionique dérivé de la cellulose, obtenu par greffage d’une
fonction carboxylate sur les hydroxyles de 1’anhydroglucose. Celle-ci se fait préférentiellement
sur I’hydroxyle primaire du carbone C6, puis sur les hydroxyles secondaires des carbones C2
et C3. La synthése est réalisée en deux étapes. La premiere étape consiste a merceriser la
cellulose puis & déprotoner le groupement hydroxyle avec I’ajout d’un excés de soude (NaOH)
pendant 30 min a 1h30 a 25 - 30 °C. La deuxieme étape est la réaction d’estérification entre
I’alcool déprotoné et 1’acide monochloroacétique (CICH2COOH) [21-25]. Cette derniére étape
est réalisée pendant 1 & 4 h entre 50 et 60 °C, dans 1’éthanol, utilisé en tant que diluant et agent
de gonflement pour faciliter I’accés du réactif chloré dans la structure de la cellulose. Apres ces
deux étapes, une suspension est obtenue. Elle est centrifugée, filtrée, neutralisée, lavée a I’alcool
et enfin séchée.

Lors de ces deux étapes, il est important de contrdler les quantités de reactifs, la
température et le temps de réaction afin d’obtenir le DS souhaité [19,24]. Ce dernier dépend
aussi de la source de la cellulose utilisée [19]. Le DS a une importance majeure sur les
différentes propriétés de la CMC. Le DS est compris dans la gamme [0-3[ [18,25]. Il peut étre
déterminé par RMN *C CP-MAS, par chromatographie liquide aprés dépolymérisation de la
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CMC [18] ou par dosage de la fonction acide par conductimétrie, pH-métrie et colorimétrie
[26]. La masse molaire moyenne en masse de la CMC peut varier entre 40 000 et 700 000 g/mol.

1.3.2.3. Propriétés

A 1’état solide, la CMC est une poudre jaunatre hygroscopique [27]. Dans cet état, le DS
a une grande influence sur sa capacité a adsorber des molécules d’eau ; plus il est importantplus
le nombre de molécules d’cau retenues est grand. La cristallinité des CMC est également liée
au DS, elle diminue avec 1’augmentation de ce dernier. Ce phénomene peut étre di a la rupture
des liaisons hydrogéne par la substitution carboxyméthyle sur les groupes hydroxyles de la
cellulose impliquant 1’¢élargissement de 1’espacement entre les chaines [19,28].

Les CMC sont le plus souvent utilisées en milieu aqueux dans une gamme de
concentration comprise entre 1 et 5 %m mais qui peut aller jusqu’a 8 %m [29]. La solubilité de
ce polysaccharide dépend majoritairement de son DS et de sa masse molaire moyenne en masse.
On distingue trois classes de CMC selon leurs masse molaire moyenne en masse (Mw) : faible
(90 000 g/mol), moyenne (250 000 g/mol) et haute viscosité (700 000 g/mol). Plus la My, est
élevée, moins la CMC est soluble. Lorsque le DS est inférieur a 0,4, la NaCMC est insoluble
dans I’eau mais peut gonfler. Elle est totalement soluble au-dessus de ce DS limite [19].

La viscosite des solutions de NaCMC évolue avec le pH. En dessous de pH = 2, laCMC
précipite, la viscosité augmente ensuite jusqu’a pH = 7 puis reste stable entre 7 et 10. Au-dessus
de pH = 10, la viscosité diminue rapidement [30]. L'augmentation de la température fait
diminuer la viscosité d’une solution de CMC mais a moins d’influence lorsque le DS est
supérieur a 1,2 [31]. La CMC est un polyélectrolyte, la viscosité des solutions diminue donc
avec I’ajout d’un sel comme NaCl ou KCI [32].

Les études de contrainte a la déformation ont montré qu’en dessous d’une concentration
de 1 %m, laNaCMC possede la propriété d'un fluide newtonien. Au-dela de cette concentration,
la NaCMC se comporte comme un fluide non newtonien rhéofluidifiant, ce qui correspond a un
phénoméne de diminution de la viscosité lors d’une augmentation du taux de cisaillement
appliqué (Figure 1-5) [29,33].
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Figure 1-5 : Evolution de la viscosité en fonction du taux de cisaillement (0,1 — 1000 s™) a 23 °C, de
solutions de NaCMC a des concentrations de 1 a 5 %m dans /eau. La CMC utilisée a une masse molaire
moyenne en masse de 250 kg/mol et un DS de 0,7.

La NaCMC possede un comportement viscoélastique représentant la propriété d'un
matériau a présenter les deux comportements visqueux et élastiques lorsqu’il est soumis a une
contrainte de déformation. Les propriétés visqueuses correspondent a une déformation
progressive et irréversible sous la contrainte et celles élastiques représentent la capacité partielle
du matériau a revenir a sa forme d'origine. En dessous de 2,5 - 3 %m, la CMC se comporte
comme un fluide visqueux. Au-dessus de 3 %m, la NaCMC se comporte comme un solide
élastique [19,33,34]. De plus, la NaCMC posséde un comportement thixotrope au-dessus de
3 %m. La thixotropie est la propriété d’un matériau rhéofluidifiant a revenir a sa viscosité
initiale apres un certain temps lorsque la contrainte est supprimée. La thixotropie de la NaCMC
s'accélere avec la concentration CMC [19,33].

La CMC peut étre utilisée comme agent viscosifiant ou pour apporter d’autres propriétés
rhéologiques utiles a certaines applications comme la peinture, les cosmétiques, les encres pour
le textile ou le traitement des eaux [19]. Dans le domaine biomédical, la CMC peut étre utilisee
dans une large gamme de pratiques comme la réparation de tissus biologiques, la cicatrisation
de plaies, la délivrance de principes actifs ou le développement de biocapteurs. Il est important
de choisir la masse molaire, le DS et la température de travail selon le comportement souhaité
de la solution correspondant aux diverses applications [19].
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1.3.1. Les nanocristaux de cellulose (NCC)

1.3.1.1. Synthése et propriétés

L’isolement des parties cristallines des microfibrilles permet I’obtention des
nanocristaux de cellulose (NCC). Ils ont été isolés pour la premiére fois en 1947 par Nickerson
et Habrle par dégradation de la cellulose dans une solution d’acide chlorhydrique et de chlorure
de fer(111) [35]. L’obtention d’une suspension stable de NCC a été réalisée en 1951 par Ranby
via D’introduction de charges négatives en remplacant 1’acide chlorhydrique par 1’acide
sulfurique [35-37]. Aujourd’hui, I’extraction de NCC se fait par hydrolyse acide des zones
amorphes de micro- et macrofibrilles, dans des conditions contrdlées de concentrations en acide
et en cellulose, de température et de durée de réaction (Figure 1-6) [38]. L’acide sulfurique est
géneralement utilisé comme agent hydrolysant car il confere des charges négatives sous la
forme d’esters de sulfate en surface des NCC. Ces charges négatives assurent ainsi la stabilité
colloidale dans les milieux aqueux gréce aux interactions électrostatiques répulsives [39]. La
concentration en esters de sulfate est généralement comprise entre 100 et 350 mmol.kg™ de
NCC, soit environ 0,3 a 1 charge par AGU en surface [40].

Microfibrille
de cellulose

Régions amorphes

Nanocristaux de cellulose

Figure I-6 : Extraction des nanocristaux de cellulose par hydrolyse acide de microfibrilles. Modifiée
de [41].

Les NCC sont des batonnets cristallins de dimensions nanométriques qui peuvent étre
mesurées par une combinaison de techniques (microscopie électronique en transmission,
microscopie a force atomique, diffusion des rayons X ou des neutrons aux petits angles)
(Figure 1-7). Les dimensions des NCC dépendent en premier lieu de la source de cellulose
utilisée mais également des conditions d’hydrolyse et varient de 25 &3 000 nm pour la longueur
et de 3a 70 nm pour la section [11,42].
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Figure I-7 : Images TEM de nanocristaux de cellulose dérivés de (a) tunicier, (b) bactéries, (c) ramie
et (d) sisal [43].

Les propriétés des NCC sont dues a leur structure cristalline unique, leur facteur de
forme élevé et modulable et leur grande surface spécifique. La structure cristalline et le taux de
cristallinité des NCC sont majoritairement déterminés par diffraction des rayons X (DRX) [44]
ou par résonance magnétique nucléaire (RMN) solide du carbone, par la méthode de
polarisation croisée et rotation a 1’angle magique (CP-MAS) [45,46]. Selon la source, le taux
de cristallinité est compris entre 54 % et 100 %. Les NCC sont constitués de cellulose native
qui existe sous la forme de 1’allomorphe Ia (triclinique) ou de 1’allomorphe If (monoclinique)
ou d’un mélange des deux [15,47,48]. Les NCC ont une surface specifique tres élevée ce qui
les rend trés réactifs et capables d'interagir avec leur environnement [49]. Ils sont également
tres rigides et mécaniquement résistants (module élastique axiale Ea= 130 - 160 GPa) [15,50]
malgré leur faible densité (1,6 kg.m™) [15,51,52].

En raison de leurs propriétés mécaniques, barrieres, optiques et de leur biocompatibilité,
les NCC ont un large éventail d'applications réelles et potentielles dans de nombreux domaines,
notamment dans la biotechnologie, la médecine, I'électronique, I'ingénierie des matériaux et
I'environnement. Les NCC peuvent par exemple étre utilisés pour fabriquer des matériaux
composites plus légers, plus résistants et plus durables [15,52], ainsi que pour développer des
technologies de pointe comme des dispositifs médicaux innovants [11,15,37,38,53,54].

1.3.1.2. Modification surfacigue des NCC

La présence de groupes hydroxyles en surface des NCC en fait un systeme réactif qui
permet une modification chimique pour les fonctionnaliser et/ou améliorer la compatibilité avec
la matrice retenue. La modification chimique des NCC peut étre réalisée par différentes
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méthodes telles que I’oxydation, l'acylation, l'estérification, I’amidation, 1’étherification, la
carbamation, etc. (Figure 1-8) [50,55-57].
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Figure 1-8 : Exemples de modifications covalentes en surface des NCC reportées dans la littérature
[50].

Un des paramétres essentiels de la modification des NCC est le degré de substitution
(DS), c’est-a-dire le nombre moyen de greffons par unité anhydroglucose, dont la détermination
est détaillée dans la revue de Samuel Eyley et Wim Thielemans [55]. Le nombre de
groupements hydroxyles accessibles en surface des NCC dépend de la taille des cristaux et plus
exactement de leur rapport surface/volume qui est régi par la biosynthése et varie selon I’origine
biologique de la cellulose. La liaison B-(1 — 4) impose que seule la moitié des groupements
hydroxyles sur les chaines de surface soit accessible. Le degré de substitution surfacique (DSsurf)
est défini comme le nombre de groupements hydroxyles substitués sur une uniteé en surface. Sa
valeur ne peut donc pas étre supérieure a 1,5 car deux unités de surface consécutivesexposent un
hydroxyle primaire pour I’'une et deux hydroxyles secondaires pour ’autre. Le degré de
substitution est relie au degré de substitution surfacique par I’Equation I-1.

DS = Nsurf X DSsurf (Equation 1-1)

ou Nsurf est le nombre de chaines en surface des NCC. Certaines techniques de
caractérisations comme la RMN C CP-MAS, la spectroscopie infrarouge et Raman ou
I’analyse élémentaire ont été développées pour déterminer le DS des NCC [58-61].
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I.4. HYDROGELS : DES MATERIAUX PARTICULIEREMENT
ADAPTES AUX APPLICATIONS MEDICALES

1.4.1. DEFINITION ET STRUCTURE DES GELS ET DES HYDROGELS

1.4.1.1. Qu’est-ce gqu’un gel ?

Dans la science des polymeéres, un gel est un matériau constitué d'un réseau
tridimensionnel de polymeéres gonflé dans un solvant. Ce réseau est issu d’une réticulation
chimique ou physique des chaines polyméres (Figure 1-9) [62]. Dans le cas d’un réseau réticulé
chimiquement, les précurseurs polymeéres contiennent des groupes réactifs et potentiellement
un agent réticulant approprié. Aprés application d’un stimulus (chimique, lumineux,
température, etc.), la réaction entre les chaines polymeéres est amorcée. Le réseauréticulé
physiquement est induit par des interactions physiques réversibles, telles que des liaisons
hydrogene ou des interactions de van der Waals. Les polymeres comportant des groupes
fonctionnels appropriés s'associent grace a ces interactions pour former un type de réseau
(micelle, micro-cristallite, fractal, hélices, etc.) temporaire qui peut se défaire et se reformer en
réponse a des stimuli externes. Les gels peuvent aussi étre formés a partir d’un mélange de
plusieurs polymeres [63].

Réticulation chimique Réticulation physique

Agent retlculant Polymeére hydrophobe Interaction hydrophile
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Figure 1-9 : Représentation schématique des différents types de réticulation physique et chimique pour
la formation de gels. Les polymeres et les groupements réactifs représentés en bleu ou en rouge peuvent
étre les mémes ou différents. Modifiée de [63].
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La caractéristique principale d'un gel est sa capacité a absorber et a retenir une quantité
significative de liquide tout en conservant une structure solide cohérente. Lorsque le gel est en
contact avec un liquide, les molécules du milieu pénétrent dans les interstices du réseau
polymére, provoquant un gonflement du gel. Ce gonflement est réversible, ce qui signifie que
le gel peut retrouver sa forme initiale lorsque le liquide est retiré. A I'échelle moléculaire, les
parametres les plus importantes pour définir la structure d’un gel réticulé sont la taille moyenne
de la maille &, et la masse molaire Mc du polymeére entre deux points de réticulation
(Figure 1-10) [64].

Figure 1-10 : Représentation schématique de la structure d'un gel réticulé chimiguement. Modifiée de
[64].

Les gels présentent un comportement viscoélastique et sont caractérisés par leurs
propriétés rhéologiques particulieres définies par les modules élastique (ou de conservation),
G', et visqueux (ou de perte), G". La condition pour qu’un matériau soit considéré comme un
gel est qu’il présente un comportement ¢élastique prédominant avec G' > G". Lorsque G" > G,
le matériau est un liquide visqueux et non un gel. Selon le type de gel, ces deux modules
évoluent difféeremment en fonction de la fréquence de la déformation appliquée. Les gels
réticulés montrent un comportement élastique plus prononcé que les gels enchevétrés, ce qui
leur permet de retrouver leur forme d'origine aprés déformation plus aisément. De plus, ils
présentent une faible dépendance a la fréquence de déformation en raison de leur temps de
relaxation infini (Figure 1-11a). A I’inverse, le comportement des gels enchevétrés peut varier
davantage avec la fréquence de déformation en raison des mouvements aléatoires des chaines
polymeres (phénomene de reptation). A faible fréquence de déformation, ils possédent un
comportement liquide visqueux car la déformation est plus rapide que le temps de relaxation
des chaines (Figure 1-11b). A haute fréequence, ils possedent un comportement solide élastique.
Les gels enchevétrés présentent un seuil de déformation, nécessitant une certaine contrainte ou
fréquence pour commencer a se déformer, généralement a I’intersection de G’ et G". Dans le
cas des gels réticulés physiquement, le comportement rhéologique exact ne peut pas étre defini
car la présence de réticulations non covalentes complexifie toute description physique des
propriétés du réseau. En effet, leur nombre et/ou leur position peut fluctuer avec le temps etla
température et la nature méme de ces derniéres ne peut étre clairement connue. En effet,
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différentes forces d’interactions sont souvent impliquées, telles que les interactions
coulombiennes, dipble-dipble, de van der Waals, de transfert de charge, hydrophobes et les
liaisons hydrogene [62,65].

(a) (b)
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Figure 1-11 : Evolutions des modules élastique G’ et visqueux G’ attendus en fonction de la fréquence
(w = 2xf) pour les gels réticulés de maniére covalente (a) et pour les gels enchevétrés (b) [65].

En somme, par rapport a la réticulation physique, la réticulation chimique des gels,
permet un contréle plus précis des propriéetés telles que la viscoélasticité. De plus, le réseau
tridimensionnel obtenu est plus stable dans le temps permettant la conservation de sa forme et
de ses propriétés. Les gels formés par enchevétrement ne seront pas discutés dans la suite.

1.4.1.2. Qu’est-ce qu’un hydrogel ?

Les hydrogels sont composés de chaines de polymeres réticulées formant un gel dans
lequel I'agent gonflant est un liquide aqueux. Les polymeéres utilisés peuvent étre de syntheése
ou naturels. Dans le premier cas, on retrouve la polycaprolactone, la poly(vinyl pyrrolidone),
I’acide polylactique (PLA), le poly(éthyléne glycol) (PEG), etc. Dans le second, on retrouve les
polysaccharides (dérivés cellulosiques, le dextrane, 1’acide hyaluronique, I’alginate, le chitosane
etc.), les polypeptides (collagéne, gelatine) et les protéines (lysozymes) [ ]. Au sein d’un
hydrogel, les polyméres forment un réseau tridimensionnel capable de retenir un large volume
d’eau et gonflent sans dissolution des chaines du polymere. Les propriétés physiques et
chimiques des hydrogels dépendent de leur composition, de leur structure et de leur taux de
gonflement. Empiriquement, le gonflement des hydrogels est défini par la théorie de Flory-
Rehner reposant sur I'équilibre entre les forces élastiques du réseau et les forces d'attraction
entre le polymere et I'eau (Equation 1-2) [67-69].

1
—[]n(l - Vz,s) + vyt X1V%.s] = VV—NL (1 - ;—Nj:) (VZ_S — %) (Equation I-2)
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ou V1 est le volume molaire du polymere, vz est la fraction volumique du polymere a
I’état gonflé, représentant la quantité d’eau maximale que le systéme peut retenir, et enfin y1 le
parameétre d’interaction polymeére-eau. Selon cette théorie, le gonflement des hydrogels est
influencé, d’une part, par la contribution entropique des interactions entre les chaines de
polymeres et les molécules d’eau, et, d’autre part, par les forces €lastiques présentes dans le
réseau polymere. Lorsque I'hydrogel est exposé a une solution aqueuse, les molécules d’eau
pénétrent dans le réseau polymére et interagissent avec les chaines de polymeres. La théorie de
Flory-Rehner considére que le milieu est une solution idéale. C’est a dire que les interactions
entre les molécules de polymére et les molécules d’eau peuvent étre représentées par des
interactions identiques. De plus, elle suppose que le polymére est un réseau homogene et
isotrope et que les interactions entre les unités répétitives du polymere sont uniformes. Enfin,
les forces élastiques dans le réseau polymere jouent un réle important dans la résistance du
réseau a la déformation et a I'expansion lors du gonflement. Ces forces élastiques s'opposent a
I'expansion du réseau, créant ainsi une résistance mécanique au gonflement de I'nydrogel [68-

1.

Ce travail de these s’est concentré sur la formation d'hydrogels par réticulation
covalente, ce qui permet d'obtenir des hydrogels plus stables dans le temps, notamment dans
des conditions physiologiques [70-72]. La réticulation covalente peut étre effectuée grace a un
stimulus tel que la lumiére, la température ou une catalyse enzymatique qui fait réagir les
groupements fonctionnels réactifs du polymere [63,64,73].

1.4.2. APPLICATIONS DES HYDROGELS UTILISES DANS LE DOMAINE
BIOMEDICAL

Pour étre utilisés dans des applications médicales, les hydrogels se doivent d’étre
biocompatibles et potentiellement biodégradables en milieu physiologique. La biocompatibilité
est I'aptitude des matériaux a remplir une fonction donnée sans avoir d'effets indésirables dans
l'environnement biologique (dégradations, interférences...) dans lequel le matériau est utilisé
[74]. La biodégradabilité est la décomposition naturelle des matériaux par des organismes
vivants [75]. De plus, les hydrogels, gréace a leur forte teneur en eau, présentent des similitudes
avec les tissus biologiques et peuvent présenter une affinité avec les cellules environnantes.
Ainsi, ils peuvent étre utilisés comme dispositifs médicaux pour la réparation des tissus
biologiques et la libération de principes actifs, parmi d'autres applications [76]. Cette partie sera
consacrée aux applications les plus courantes des hydrogels utilises dans le domaine
biomédical.
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1.4.2.1. Scaffold pour la réparation de tissus biologiques

Les hydrogels peuvent servir de supports a la culture cellulaire tridimensionnelle pour
la réparation de tissus biologiques, tels que le cerveau, les poumons, les os, etc. lls sont alors
appelés « scaffolds » (échafaudages en francais). Implanté dans la zone de tissu a régénerer,
I’hydrogel utilisé comme scaffold sert ainsi a 1’adhésion, 1’organisation et la croissance
cellulaire, et permet également d’assurer la diffusion des nutriments tout en conservant
I’intégrité mécanique des tissus a reconstruire (Figure 1-12).

Tout d’abord, I’hydrogel doit jouer le réle de matrice extracellulaire (MEC). C’est un
réseau complexe de macromolécules qui entoure et soutient les cellules dans les tissus vivants.
Dans le corps, elle est constituée de protéines, de glycoprotéines et de polysaccharides qui
forment une structure tridimensionnelle dans laquelle les cellules peuvent se développer. La
MEC a de nombreuses fonctions, telles que la migration, la prolifération, la différenciation et
la signalisation cellulaire [77—-79]. De plus, les hydrogels utilisés comme échafaudages doivent
fournir un soutien mécanique stable pour favoriser la régénération tissulaire. lls doivent
également étre capables d'interagir avec les cellules et les facteurs de croissance pour stimuler
la régénération des tissus. Pour faciliter I'adhérence et la prolifération cellulaire, ces hydrogels
peuvent par exemple étre fonctionnalisés avec des motifs bioactifs (ex. tripeptides RGD) [77].
Idéalement, les hydrogels utilisés pour la réparation tissulaire doivent également présenter des
cinétiques de biodégradabilité permettant leur décomposition simultanée lors de la croissance
cellulaire [79].
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Figure 1-12 : Hydrogels pour la réparation de tissus biologiques. Modifiée de [80].
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1.4.2.2. Délivrance de principes actifs

La délivrance de principes actifs consiste a libérer de maniere contrélée et ciblée une
substance active comme un médicament dans un environnement donng, tel que I'organisme
humain. L’objectif souhaité est d'optimiser 1'efficacité du principe actif tout en controlant la
dose délivrée et ainsi réduire les effets secondaires.

Les principes actifs sont souvent encapsulés dans un « vecteur », qui est un support
permettant de transporter et de libérer de maniére controlée les différentes substances. Les
vecteurs peuvent prendre différentes formes comme des gélules ou des nanoparticules et se
présentent couramment sous la forme d’hydrogels. La porosité de ces derniers permet aux
molécules actives d’étre encapsulées et stockées, et le gonflement de 1’hydrogel permis ou
imposé dans une zone définie du corps humain permet leur libération. De plus, certains
hydrogels peuvent étre sensibles a des stimuli spécifiques tels que le pH, la température, la
pression et la présence d'enzymes ou de certaines molécules [81-83]. La stimulation de ces
hydrogels permet ainsi de déclencher la libération des principes actifs (Figure 1-13). Enfin, les
hydrogels peuvent étre modifiés afin d’optimiser les cinétiques de libération controlée en
fonction des applications. Cela peut étre réalisé en ajustant la taille des pores de 1’hydrogel, la
densité de noeuds de réticulation et les propriétés de surface de la matrice.
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Figure 1-13 : Libération de principes actifs encapsulés dans un hydrogel déclenchée par une
modification du taux de gonflement, sous /’action d’un stimulus externe. Modifiée de [84].

1.4.2.3. Cicatrisation de plaies

La cicatrisation est le processus naturel par lequel le corps guérit une blessure en
réparant les tissus endommagés, notamment la peau. C’est un processus complexe et multi-
étapes (inflammation, prolifération des cellules, maturation des tissus), pouvant durer plusieurs
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semaines, voire plusieurs mois [85]. Par ailleurs, la cicatrisation peut étre accélérée par diverses
méthodes, telles que l'utilisation de sutures, de cremes cicatrisantes, et de plus en plus par
I'utilisation d'hydrogels. Ces derniers sont particulierement intéressants car ils sont capables de
maintenir un environnement humide autour de la plaie, favorisant la cicatrisation. lls peuvent
également aider a prévenir les infections en créant une barriere physique contre les bactéries et
les autres agents pathogenes [85-87]. La délivrance de principes actifs tels que des agents
antimicrobiens (antibiotiques, antiviraux, antifongiques ou les antiparasitaires) initialement
encapsulés dans 1’hydrogel peut également permettre de lutter contre les infections existantes
[85-87]. De plus, d’un point de vue pratique, les hydrogels peuvent étre congus pour étre
flexibles, doux et non adhésifs, ce qui les rend plus confortables a porter et a retirer, en
comparaison avec les pansements conventionnels. A I’inverse, ils peuvent également étre
congus pour adhérer a la plaie sans endommager les tissus environnants.

1.4.2.4. Biocapteurs

Les hydrogels jouent un réle essentiel dans le domaine des biocapteurs en offrant un
substrat polyvalent pour la détection et la surveillance de diverses espéces biologiques telles
que les protéines, les enzymes et les cellules [88]. Leur capacité d'encapsulation permet de
retenir des biomolécules et des cellules au sein de leur structure tridimensionnelle. Les
propriétés de perméation des hydrogels peuvent étre modulées pour permettre la diffusion
sélective des espéces cibles tout en empéchant le passage de molécules indésirables. Ainsi, ils
créent des microenvironnements contrdlés qui favorisent une interaction spécifique entre les
analytes cibles et les éléments de détection [88,89]. De plus, en fonctionnalisant les hydrogels
avec des groupes chimiques spécifiques, il est possible de concevoir des hydrogels sur mesure
adaptés a des applications spécifiques de biocapteurs. Les hydrogels fonctionnalisés peuvent
également étre utilisés pour permettre des réactions enzymatiques spécifiques ou pour la culture
de cellules dans des dispositifs de biocapteurs [88].

1.43. PROPRIETES IMPORTANTES DES HYDROGELS DESTINES A DES
APPLICATIONS BIOMEDICALES

Pour toutes les applications présentées, les hydrogels formés doivent posséder certaines
propriétés essentielles pour remplir leur réle (taux de gonflement, propriétés mécaniques,
porosité, biocompatibilité et cinétiques de biodégradation) [13]. Ces derniéres dépendent de
la composition de I’hydrogel, des conditions de réticulation, du taux de réticulation, de la
température et des propriétés de la phase aqueuse (pH, salinité, viscosité). Pour évaluer ces
différentes propriétés, plusieurs méthodes de caractérisation sont mises en ceuvre.
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1.4.3.1. Taux de gonflement

Les hydrogels ont une capacité de gonflement élevée qui leur permet de retenir une
grande quantité d'eau ou de liquide biologique. Le taux de gonflement (Qm) est le rapport entre
la masse humide a I’instant t, mn, et la masse initiale de 1’hydrogel sec, ms, obtenu apres
lyophilisation (cryogel) ou par séchage a I’é¢tuve ou encore par séchage en milieu CO>
supercritique (aérogel) (Equation 1-3).

Qm(t) = n?‘—(t) (Equation I-3)

N

Le gonflement est une propriété importante pour la libération de médicaments, car il
permet une libération controlée et prolongée de ces derniers [90-93]. Un Qm éleveé est aussi
bénéfique pour la cicatrisation de plaies [94,95]. En revanche, pour la réparation de tissus et
notamment les tissus osseux, un léger gonflement voire un non-gonflement est préférable [96].
Plusieurs paramétres permettent de moduler la capacité d’absorption en eau [97]. En effet, la
composition chimique de I'nydrogel est un des principaux parametres ayant une influence sur
cette propriété [98]. L’augmentation du degré de réticulation de I'hydrogel permet une
diminution des capacités de gonflement car il limite le mouvement des chaines polymeres [99].
Le pH du milieu dans lequel I'nydrogel est immergé peut modifier son gonflement en affectant
la charge électrique des groupements fonctionnels dans la structure de I'hydrogel [100,101]. De
plus, la concentration d'ions dans le milieu environnant peut altérer les interactions
électrostatiques au sein de I'hydrogel, affectant ainsi son gonflement [102,103]. Certains
hydrogels sont aussi thermoréversibles et gonflent ou se dégonflent en réponse a des
changements de température [104]. Enfin, la taille et la forme de I'hydrogel peuvent également
jouer un réle dans son gonflement, car ils déterminent la quantité d'eau qui peut étre absorbée.

1.4.3.2. Propriétés viscoélastigues

Les hydrogels présentent 1’intérét d’avoir des propriétés viscoélastiques similaires a
celles des tissus biologiques. Cette caractéristique est importante pour la régénération tissulaire
car elle permet I’adhérence entre les hydrogels et les tissus environnants et permet la croissance
cellulaire [78,92]. Les propriétés viscoélastiques d’un matériau sont obtenues par une mesure
rhéologique a une amplitude de cisaillement donnée qui peut étre réalisee en oscillation sur une
certaine gamme de fréquences (typiquement de 0,1 a 100 Hz).

Selon la nature des tissus a réparer, les hydrogels utilisés peuvent présenter une large
gamme de propriétés viscoélastiques. Par exemple, pour des tissus mous, un module élastique
en cisaillement trés faible est attendu (G’ < 100 kPa, voire < 1 kPa a 1 Hz dans le cas des
constituants des MEC). En revanche, un hydrogel destiné a la réparation osseuse dont les
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propriétés mecaniques sont les plus élevées des tissus du corps doit avoir un module élastique
proche de 10 GPa (Figure 1-14) [78].

Les propriétés viscoélastiques des hydrogels peuvent étre influencées par divers
paramétres. La composition chimique du polymeére et les agents de réticulation utilisés jouent
un role fondamental sur cette propriété car ils déterminent la nature des interactions
moléculaires et la densité des liaisons entre les chaines polymeres [63]. La température et le pH
du milieu environnant sont également des facteurs importants, car ils peuvent induire des
transitions de phase et des changements de charge électrique dans les groupements fonctionnels

ionisables, influencant ainsi les propriétés viscoélastiques [63,105].
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Figure 1-14 : Propriétés viscoélastiques des différents tissus biologiques. Modifiée de [78].

1.4.3.3. Rigidité et capacité de déformation

En complements des propriétés viscoelastiques, des valeurs de rigidite et de capacité de
déformation données des hydrogels peuvent étre nécessaires pour assurer une compatibilité
mécanique avec les tissus environnants et minimiser les réactions inflammatoires indésirables.
Par exemple, des hydrogels plus rigides peuvent étre utilisés pour des applications ou une
résistance mécanique élevée est requise, comme pour la fabrication de matrices pour la
régenération tissulaire [106,107]. Les valeurs importantes de ces proprietes sont le module de
compression, E, et le module de résistance a la rupture, or. E représente la constante qui relie la
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contrainte au taux de déformation d'un matériau isotrope soumis a une compression isostatique.
or est la contrainte de traction mécanique maximale avec laquelle le matériau sous forme
d’éprouvette peut étre chargé jusqu’a sa rupture. Plus ces valeurs sont €levées, plus 1’hydrogel
est considéré rigide et résistant [77,108]. Ces valeurs sont tres dépendantes de la structure de
I’hydrogel et de son taux de gonflement & 1’équilibre (Figure 1-15) [109]. Enfin, il est possible
de relier les modules E et G’ en fonction du coefficient de Poisson, », du matériau (Equation
1-4) [77].

E=2G'1+w (Equation 1-4)

La plupart des hydrogels sont supposés avoir un coefficient de Poisson d'environ
0,45 - 0,5, ce qui signifie que E = 3G.
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Figure I-15 : Propriétés mécaniques nécessaires des hydrogels pour la réparation de tissus biologiques,
caractérisées par la résistance a la rupture (oy) et le module de compression (E). Modifiéede [109].

1.4.3.4. Biocompatibilité et biodégradabilité

La biocompatibilité des hydrogels est une proprieté importante pour les applications
médicales, car elle garantit que le matériau ne causera pas de dommage ni de toxicité aux tissus
environnants. Elle est évaluée par la mesure des propriétés d’immunocompatibilité, de réponse
a I’inflammation, de cicatrisation, d’adhésion et de viabilité cellulaire [74]. Ces deux derniéres
peuvent étre obtenues par des tests de cytotoxicité aigiie ou prolongée [92,110,111]. Les normes
d'évaluation biologique des dispositifs medicaux (1SO:10993) ont été publiées par
I'Organisation internationale de normalisation (ISO). Seulement, elles ne prennent pas en
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compte des facteurs influencant les propriétés de biocompatibilité dépendantes du patient a
soigner (age, sexe, génetique, etc.). Par conséquent, il est difficile d'obtenir une approche
standardisée sur la biocompatibilité de dispositifs médicaux [74].

Les hydrogels réticulés par des liaisons covalentes peuvent étre congus pour étre stables
dans I'environnement biologique pendant une période prolongée, ce qui permet une utilisation
a long terme pour les applications médicales. Cependant, dans ces conditions, la
biodégradation peut-étre difficile et longue [111-113]. Elle peut étre apportée par la présence
de groupements hydrolysables (esters, carbonates, peptidiques, etc.) [114]. De méme, celle-ci
peut étre obtenue par I’apport d’une enzyme ou d’une molécule connue pour la biodégradation
du polymére constitutif de I’hydrogel [115, . Par exemple, dans le cas de la cellulose, les
cellulases permettent la dégradation alors que pour le dextrane, I’enzyme pouvant le dégrader
est la dextranase [117,118].

1.4.3.5. Porosité

La porosité des hydrogels est un paramétre essentiel a caractériser pour comprendre les
propriétés décrites précédemment (viscoélastique, rigidité, gonflement, etc.) [119]. Les pores
sont classifiés en fonction de leur taille [120] ; les micropores ont une taille de pore plus petite
que 2 nm. Les mésopores ont une taille de pore comprise entre 2 et 50 nm. Les macropores ont
une taille de pore supérieure a 50 nm.

La porosité des hydrogels dépend de la densité de noeuds de réticulation qui elle-méme
dépend de la quantité d’agent réticulant, de la concentration du polymere, de sa masse molaire

et des conditions de réticulation [91,92,121]. Selon leur taille, les pores peuvent affecter la
perméabilité des fluides, la diffusion des nutriments et des médicaments, ainsi que la
prolifération et la migration des cellules [119,122]. En effet, la porosité peut permettre aux

cellules de s'implanter et de se développer a l'intérieur de I'nydrogel, propriétés indispensables
pour les applications de régénération tissulaire. De plus, la porosité permet 1’accés aux
nutriments, a I’oxygene et 1’élimination des déchets cellulaires [123,124]. De plus, la taille et
la forme des pores influent sur les propriétés mécaniques de I'hydrogel et sa capacité a résister
a la deformation ou a la rupture, caractéristiques importantes des scaffolds [125]. Enfin, la
porosité peut également jouer un role sur la libération de médicaments, ce qui peut étre crucial
pour les applications de délivrance contrdlée [81].
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1.4.4. TRANSFORMATION DES HYDROGELS EN CRYOGELS

Afin de garantir la stabilité des hydrogels dans le temps, ces derniers peuvent séchés et
étre transformés en cryogels par lyophilisation ou en aérogels par séchage en milieu CO>
supercritique. Le procédé de lyophilisation consiste a congeler I’hydrogel puis a sublimer I’eau
dans un environnement a basse température et sous vide. Le séchage par voie CO> supercritique
présente I'avantage de nécessiter des conditions de pression et de température douces (7,29 MPa
et 31,1°C, respectivement) [126].

Les deux techniques présentent différents avantages et inconvenients. La lyophilisation
est une méthode simple et efficace pour produire des structures poreuses a partir d’hydrogels.
La taille et la morphologie des pores peuvent étre ajustées en jouant sur les parametres de
congélation avant la sublimation. Deux types de congélation existent : la congélation homogeéne
(dans toutes les directions de I’espace) et la congélation unidirectionnelle [126]. Selon le type
de congélation, l'orientation des chaines polymeres, la croissance des cristaux ainsi que la
morphologie des pores sont différents. La lyophilisation homogene décrit une étape de
congélation avec une température uniforme dans I'ensemble de I'échantillon produisant des
tailles de pores réglables et homogenes. Une congélation unidirectionnelle peut étre réalisée
afin d'orienter les pores dans une direction spécifique et d'obtenir des structures lamellaires. Au
lieu d'introduire I’hydrogel dans un bain liquide a basse température (comme 1’azote liquide a
-195 °C), la congélation est induite a partir de la base I’hydrogel, puis un gradient detempérature
est établi jusqu’a son sommet. Dans tous les cas, plus la température de congélationest élevée et
la vitesse de congélation lente et plus les cristaux formés sont de grande taille, impliquant une
taille de pore plus grande. En particulier, I’obtention de parois denses résulte dela croissance de
cristaux de glace qui repoussent les chaines de polymeéres les unes vers les autres [126,127].

Le grand intérét du procédé de séchage par CO supercritique réside dans les surfaces
spécifiques trés élevées obtenues. L'absence de tension superficielle du dioxyde de carbone a
I'état supercritique réduit les risques d'agrégation des pores [126]. Ce procédé permet de
conserver les dimensions et la forme des pores de I’hydrogel initial. Les aérogels présentent une
surface élevee et sont moins fragiles que les cryogels qui peuvent présenter des fissures.
Cependant, ce processus nécessite souvent des étapes d'échange de solvants qui prennent du
temps et nécessitent des équipements a haute pression colteux. En effet, I'eau et le CO, n'étant
pas miscibles, la premiere étape de la préparation des aérogels consiste a echanger le solvant
contre un solvant organique miscible avec le CO2 supercritique commet 1’alcool tert-butylique.
Ces inconvénients font de la formation d’aérogels par séchage par CO2 supercritique une
technique plus contraignante que la formation de cryogels par lyophilisation, pouvant résulter
en un impact environnemental plus conséquent. La formation de cryogels a donc été choisie
dans la suite de la thése.
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Les cryogels sont plus stables et robustes que les hydrogels [126,128-130]. Cette
amélioration est due au changement de la structure poreuse des cryogels qui leur confére une
meilleure résistance a la compression et a la traction. En modifiant les conditions de fabrication
des cryogels, il est possible de contrdler la porosité du matériau obtenu. Cela permet de créer
des matériaux spongieux pouvant absorber une importante quantité de solvant grace a leur
porosité généreuse, ce qui est intéressant pour le transport de nutriments ou de cellules a travers
les scaffold ou la délivrance de principes actifs [131-133]. De plus, leur robustesse est
également utile pour la régénération des tissus durs [132]. Enfin, ils offrent une plus longue
durée de vie et sont moins susceptibles de se dégrader sous I'effet de facteurs environnementaux

tels que la température et I'numidité [127,132]. Comme pour les hydrogels, les caractérisations
sur les cryogels sont les tests de gonflements, les tests de compression, tests de cytotoxicite, de
dégradation et la mesure de la porosite [132,134].
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1.5. FABRICATION ADDITIVE D’HYDROGELS PAR PHOTO-
RETICULATION UV

Comme discuté dans la partie 1.4.1 il est préférable de former des hydrogels par
réticulation covalente car les propriétés peuvent étre variées tout en conservant une certaine
résistance et une stabilité nécessaire pour différentes applications. Ils sont souvent obtenus par
réaction chimique de type condensation ou addition. Cette méthode peut nécessiter I'utilisation
d'un catalyseur ou d'un agent de réticulation pour faciliter la formation de la liaison covalente.
Cependant, la polymérisation est parfois longue et il peut étre difficile de faconner et de
contréler la structure des hydrogels [135]. Pour s’affranchir de ces contraintes, il est possible
de s’orienter vers la réticulation par insolation sous rayonnement ultraviolet (UV), plus rapide
et plus efficace [73]. Cette technique offre un haut degré de contrdle sur les propriétés du réseau
macromoléculaire formé. En ajustant les conditions de polymérisation telles que la durée
d'exposition et I’intensité du rayonnement UV, il est possible de réguler la densité du réseau de
polymere, la taille et la forme des pores et d'autres propriétés clés de I'nydrogel [136,137]. Cela
permet de concevoir des hydrogels sur mesure pour des applications biomédicales spécifiques
[138]. Ladifficulté majeure lors de la production d’hydrogels dédiés aux applications médicales
survient au moment de leur mise en forme, de par la nécessité de s’apparenter au mieux a la
complexité de I’environnement et des tissus humains (e.g. morphologie d’une plaie pour la
cicatrisation) [94]. Pour cela, la fabrication additive permet de créer des structures complexes
en couches successives a partir de modeles numériques. Dans la littérature, cette technique a
été appliquée avec succes a la fabrication d'hydrogels pour des applications médicales, telles
que la création de scaffolds [139,140], la fabrication de systéemes de biocapteurs [141] et la
création de modeles de tumeurs pour les tests de médicaments [142]. L'impression 3D
d'hydrogels est donc prometteuse pour la fabrication d’hydrogels de géométries complexes pour
les applications biomédicales [135,143].

L'impression 3D a été proposée pour la premiére fois par Hull en 1986 [144]. A I'heure
actuelle, diverses méthodes de fabrication additive ont été exploitées pour mettre en forme les
hydrogels et peuvent étre divisées en deux categories. La premiere catéegorie comprend les
technologies d'impression par extrusion [145] et par jet d'encre [146]. Ces techniques
nécessitent des propriétés spécifiques (e.g. viscosité) des encres hydrogels et de disposer d'une
téte d'impression contrdlée par un robot. L'autre type d'impression 3D repose sur le contrdle de
la trajectoire d'impression par la lumiere, et comprend les techniques de stéréolithographie
(SLA) [147], de digital light processing (DLP) [148] et la polymérisation a deux-photons
(P2P) [149] qui seront donc développées par la suite dans ces travaux de theése.
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1.5.1. PRESENTATION DES TECHNIQUES DE TYPE
« VAT PHOTOPOLYMERIZATION »

Cette partie sera consacrée aux méthodes SLA, DLP, et P2P, permettant d’obtenir les
meilleures résolutions et possédant le méme principe général de fabrication
(« vat photopolymerization »). Ces méthodes d'impression 3D utilisent en effet une résine
liquide photosensible qui réticule lorsqu'elle est exposée a une source de lumiére UV. Le
processus d’impression 3D commence par la création d'un modéle 3D numérique qui est ensuite
importé dans un logiciel de découpage pour étre divisé en couches. La machine d'impression
3D est équipée d'un réservoir de résine liquide, également appelé cuve (« vat »), dans laquelle
une plateforme est abaissée (ou remontée selon la configuration) pour que la premiere couche
du modeéle soit imprimée. Une source de lumiére UV est ensuite dirigée vers la cuve, ce qui
entraine la réticulation (partielle) de la premiere couche de I’objet a imprimer. La plateforme
est alors abaissée a nouveau pour permettre I'impression de la couche suivante. Ce processus
est répété couche par couche jusqu'a ce que le modele soit complétement imprimé. Plusieurs
avantages sont reconnus a cette technique : une bonne résolution (0,1 — 50 um), une utilisation
possible d’une grande variété de résines et une durée du processus de fabrication réduite avec
des couches insolées de 1’ordre de la seconde. En revanche, elle peut étre cotteuse et la taille
de la piéce est limitée par celles de la cuve et du plateau [146,150].

La SLA fonctionne par balayage d’un faisceau laser UV sur une couche d’épaisseur
predefinie de résine liquide (généralement jusqu’a 25 um minimum), ce qui la réticule et permet
de créer des formes complexes, couche par couche (Figure 1-16a). La résolution horizontale
(XY) de la technique est liée au diamétre du faisceau laser au point de réticulation (de 30 a
150 um). Contrairement a la SLA, le DLP fonctionne en projetant un masque UV
correspondant a I’image de la couche a imprimer sur une résine liquide (Figure 1-16b). La
précision de la piece imprimée dépend de la qualité de I'image projetée et donc de la taille des
pixels dont le projecteur est composé. La résolution de I’objet peut atteindre 50 pum etl’épaisseur
de couche conventionnelle est comprise entre 25 et 50 pum [135,146,150]. L’impression des
objets est possible par dessous la cuve (Figure 1-16 a et b). L’objet se formesur le dessous du
plateau. Il existe aussi I’orientation inverse, ou la source UV est positionnée au-dessus de la
cuve et la piéce se fabrique sur le plateau. Dans tous les cas, le plateau se déplacedans la cuve de
maniere a laisser un volume de résine équivalent a 1’épaisseur d’une couche a imprimer. La
premiére orientation est préférable, elle permet d’éviter le contact avec 1’air qui peut diminuer
la vitesse de polymerisation. De plus, elle ne nécessite pas de racle pour homogénéiser le
volume de la couche & imprimer, ce qui est le cas lorsque la piéce se forme a I’interface
résine/air. La P2P est une technique permettant la création de structures 3D de haute résolution
avec une précision submicronique pouvant atteindre 100 nm. Contrairement a la SLA ou a la
DLP, la P2P utilise un faisceau laser a faibles impulsions (femtoseconde) et de faible énergie
(A=500 - 1000 nm) focaliser en un point (voxel) pour amorcer la photo-réticulation de la résine
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[142,151]. Cela permet d'obtenir des détails tres fins étant donné que cette longueur d’onde
n’entraine pas la polymérisation sur le chemin optique d’un photon (Figure 1-16¢). Au point
focal, 1’énergie regue par la résine est équivalente a deux fois celle du faisceau, et correspond
donc a une longueur d’onde entre 250 et 500 nm. La réticulation n’ayant lieu qu’au point focal,
cela permet de polymériser librement dans I’espace la résine dans la cuve, éliminant la nécessité
de deposer le matériau couche par couche [135,146,150].

(a) (b) (c)
2 L4 /1
B e gé) > N 6 5 / TN \6 Near-R light

Figure 1-16 : Techniques de « vat photopolymerization » : (a) stéréolithographie (SLA), 1 — objet en
cours d’impression, 2 - résine photo-réticulable, 3 — plateau de construction, 4 — source UV, 5 —miroir,
6 —faisceau UV, 7 — cuve, 8 —vitre transparente, (b) Digital light processing (DLP), méme constitution,
5 — projecteur et 6 — masque UV et (c) polymérisation a 2 photons (P2P), 1 — résine photo-réticulable,
2 — objet en cours d’impression, la réticulation a lieu au point focal des deux faisceaux de longueur
d’onde située entre 500 et 1000 nm. Modifiées de [135,150].

Quelle que soit la technologie de fabrication additive considérée, la résolution des piéces
finales dépend fortement du contrdle de I’épaisseur des couches imprimées. Celle-ci dépend de
la puissance, de la durée d’exposition et de la longueur d’onde du rayonnement UV, mais aussi
de la température et de la formulation. En effet, la résine photo-réticulable est composée :

- d’un (ou plusieurs) photo-amorceur(s), qui génére(nt) les espéces actives aprées
absorption de la lumiére UV,

- d’un (ou plusieurs) monomere(s) ou polymere(s) contenant des groupes fonctionnels
réactifs,

- d’un (ou plusieurs) potentiel(s) solvant(s)/diluant(s) pouvant étre réactif(s) permettant
de gérer la viscosité de la résine,

- d’un (ou plusieurs) éventuel(s) photo-absorbeur(s) pour diminuer la profondeur de
pénétration du faisceau,

- de potentiels additifs.
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Dans le cas de I’impression 3D d’hydrogels pour des applications médicales, tous les
composants d’une résine photo-réticulable doivent étre biocompatibles. Le procédé de photo-
réticulation a lieu en milieu aqueux, ce qui impose que les différents éléments chimiques soient
solubles ou dispersables dans 1’cau.

1.5.2. MECANISMES REACTIONNELS

1.5.2.1. Polymérisation radicalaire

La polymérisation radicalaire est un processus classique dans la synthese de polymeres.
Il s'agit d'une réaction chimique au cours de laquelle des monomeres (M) insaturés tels que des
acrylates, vinyles ou acides méthacryliques réagissent entre eux pour former des chaines
polymeres. Ce processus est initié par des especes radiaires (R*) issues de la dégradation d’un
amorceur (A) ayant réagi a un stimulus comme la température ou la lumiere, par exemple
(Figure 1-17). Les radicaux libres sont des molécules instables qui ont un électron non apparié
et sont tres réactifs. Ils sont capables de réagir avec les doubles liaisons des monomeres pour
génerer des radicaux RM-. Ces radicaux vont ensuite réagir avec d'autres monomeres, amorcgant
ainsi une réaction en chaine M;,. La propagation de cette réaction en chaine se poursuit jusqu'a
ce que la plupart des monomeéres soient consommeés ou que la réaction soit arrétée par des
mécanismes de terminaison, tels que la recombinaison des radicaux ou la dismutation. La
recombinaison consiste en deux macro-radicaux qui réagissent pour former une macromolécule
stable. La dismutation correspond a une réaction de transfert d’hydrogene entre deux macro-
radicaux. Dans ce cas, deux macromolécules stables sont obtenues. Enfin, le transfert de chaine
est un mécanisme qui intervient pendant la réaction en chaine de polymérisation. Il se produit
lorsque le radical actif d'une chaine polymere réagit avec une autre espece chimique telle que
le solvant, I’amorceur ou un monomeére, transférant ainsi le radical a cette espece.
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Figure 1-17 : Etapes successives d’amorcage par un amorceur (A) (1), de propagation (2) de
terminaison (3) et (4) de transfert de chaine en jeu lors de la polymérisation radicalaire d 'un monomere
(M). Modifiée de [152].

1.5.2.2. Photo-amorceurs pour la photo-polymérisation radicalaire

Un photo-amorceur est une molécule capable de générer des especes réactives telles que
des radicaux, des cations ou des anions lorsqu’il est exposé a un rayonnement lumineux. La
voie radicalaire est la plus utilisée pour la photo-réticulation d’hydrogels a visée biomédicale
[153] et sera donc développée dans la suite de ce paragraphe.

Dans ce contexte, les photo-amorceurs utilisés sont ceux générant des radicaux libres.
Ces molécules absorbent dans une gamme de longueur d’ondes (AL) et présentent un ou
plusieurs pics d’absorption caractéristiques. Lorsqu’un photo-amorceur est exposé a une
longueur d’onde située dans cette gamme, la dégradation de cette molécule photosensible
génere deux radicaux. Il existe deux types de photo-amorceurs (I et 1) présentant des
mécanismes réactionnels différents (Figure 1-18). Un photo-amorceur de type | est un composé
capable d'initier une réaction de polymeérisation par lui-méme lorsqu'il est exposé a une source
de lumiere appropriée. Les photo-amorceurs de type | ont une absorption élevée dans le spectre
UV, ce qui les rend efficaces pour initier la photo-polymérisation. Cependant, ils ont également
tendance a subir des réactions secondaires indésirables, telles que la dégradation ou la réaction
avec d'autres composants présents dans le systéme. A 1’inverse, les photo-amorceurs de type Il
ne sont pas capables d'initier une réaction de polymérisation par eux-mémes. Ils nécessitent la
présence d'un donneur d'électrons, tel que des composés présentant des groupements amines,
pour fonctionner. Lorsque le photo-amorceur de type Il est exposé a une source de lumiére
appropriée, il interagit avec le donneur d’électrons pour générer des especes radicalaires
capables d’initier la polymérisation [154]. Ce mécanisme est généralement plus lent et moins
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efficace en raison de la présence de réactions compétitives lors de I'excitation du photo-
initiateur, entre la réticulation du polymere, le co-initiateur et I'oxygéne atmosphérique. En ce
sens, les photo-amorceurs de type I sont les plus utilisés et sont ceux retenus dans ce projet.

Photo-initiateurs de type |

+ e
Ry
Ry OR Ry
|-ow -Ar il
; Rj OR R3
hydroxyacétophénone Ether de benzoine  aminoacétophénone

Photo-initiateurs de type Il

—
>
<
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Transfert ‘g “
d,:’::‘tom‘e Transfert
rogéne :
ydrog o P d’électron
ex. éther [

OH O Transfert d’atome OH
. . - d’hydrogéne . .

Figure 1-18 : Mécanismes de formation de radicaux libres & partir de dérivés d hydroxyacétophénone,
d’aminoacétophénone et d’éther de benzoine (photo-amorceurs de type 1) et de benzophénone (photo-
initiateur de type 11). Modifiée de [154].

Dans le cas de la photo-réticulation d’hydrogels dédiés aux applications médicales, il
est préférable d’utiliser des photo-amorceurs biocompatibles et solubles dans 1’eau
(Tableau I-1). Parmi ces photo-amorceurs, I’Irgacure 2959® (12959) et le phenyl-2,4,6-
trimethylbenzoylphosphinate de lithium (LAP) sont les plus utilisés. Malgré son prix plus
abordable, 1’12959 est moins réactif que le LAP et nécessite donc des durée d’insolation plus
importants [155,156]. 1l est aussi moins soluble dans 1’eau (0,5 %m). Le photo-amorceur VA-
086 est egalement biocompatible mais est moins utilisé car il libére du diazote lors de sa
décomposition [154]. La formation des bulles lors de la photo-réticulation d’un hydrogel est a
éviter car celui-ci peut perdre en propriétés mécaniques. Enfin, plus récemment, les formes
ionisées de 1’oxyde de phenylbis(2,4,6-trimethylbenzoyl)phosphine (BAPO-OH) (BAPO-O"
,Li* et BAPO-O",Na") sont de plus en plus étudiées car elles sont tres réactives, biocompatibles
et présentent une solubilité plus importante dans 1’eau que le LAP
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(Tableau I-1) [154,157]. Cependant, elles ne sont pas commercialement disponibles et doivent
étre synthétisees a partir du BAPO [157,158].

Enfin, les photo-amorceurs présentés sont destinés a pour étre utilisés dans la gamme de
longueur d’onde ou ils absorbent. Dans le cas de I’impression P2P, ils peuvent présenter
certaines limites. En effet, pour cette technique les photo-amorceurs nécessitent I'absorption
simultanée de deux photons de basse énergie pour déclencher la réaction de polymérisation.
Les composés avec des structures électroniques appropriées pour l'absorption a deux photons
présentent généralement des orbitales 7 délocalisées et une distribution d'électrons favorisant
cet état excité [159]. Les initiateurs qui subissent une décomposition homolytique lors de
I'irradiation, tels que le LAP ou le VA-098 présenté précédemment, se caractérisent par une
conjugaison relativement localisée du systéme = entrainant une faible absorption a deux photons
et sont donc moins efficaces dans les processus utilisant un laser comme source d'irradiation
[154]. L'initiateur le plus utilisé en P2P est 1’12959, mais il convient uniquement ala
polymeérisation a deux photons autour de 530 nm [154]. Pour cette raison, des initiateurs
specifiquement congus pour l'absorption a deux photons, avec des structures moléculaires
optimisées pour cette propriété ont été développeés [154,159]. Certains, comme le P2CK, ont
¢été synthétisés pour étre solubles dans 1’eau et biocompatibles (Tableau 1-1) [154,160-162].
Cependant, ces types de photo-amorceurs ne sont toujours pas commercialisés.

En conséquence, 1’12959 et le LAP ont été sélectionnés dans ces travaux de these.
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Tableau I-1 : Caractéristiques et prix des photo-amorceurs de type | hydrosolubles et biocompatibles [154,157,158,160,163].

Solubilité dans

6€

Nom complet Structure moléculaire ‘ A é:‘rl;:i)"saﬁon Peau (%m) Prix (€)

2-Hydroxy-4'-(2-hyd 6thoxy)-2 9 72,30 € les 10

- -4'-(2-hydroxyéthoxy)-2- , esllg
12959 Y 273/ (200 - 365 0,5 - .
methylpropiophénone HO/\/O‘WOH ( ) (Sigma-Aldrich)
o} oLi*

Lithium phényl-2,4,6- D 675€lesS g

LAP triméthylbenzoylphosphinate dg 3751 (320 -405) 4t (Sigma-Aldrich)
Lithium phénylbis(2,4,6-
triméthylbenzoyl)phosphine acide 60O A synthétiser &
BAPO-OL.I F|’ 375/ (320 — 420) 54 partir du PABO
o L" (103 € les 10 g)
Sodium phénylbis(2,4,6-
trimethylbenzoyl)phosphine acide 000 A synthétiser &
BAPO-ONa P 375/ (320 - 420) 6,0 partir du PABO
O™Na* (103 € les 10 @)
2,2'-azobis[2-methyl-N-(2- H
VA-086 hydroxyéthyl)propionamide] HO/\/N\H><N¢N N ~_-OH 365 / (365 — 385) 24 55 l(JFSUI;fIiTrSn §5 g
H
0
3,3’-((((1E,I’E)
-(2-oxocyclopentane-1,3- o' ® N R
P2CK diylidene)bis(methanylylidene))bis(4,1- o n )< ) N~ Ao 350 - 600 n.d. A synthétiser
phenylene))bis(methylazanediyl)) ! |
dipropanoate
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1.5.2.3. Comparaison des différentes voies de réticulation UV

Les groupements fonctionnels couramment utilisés pour la photo-réticulation
d'hydrogels par voie radicalaire sont les acrylates et les méthacrylates. Les avantages de ces
groupements sont leur grande disponibilité commerciale a bas colts et des conditions
relativement douces de réticulation en température et pression [73]. Dans le cas d’hydrogels a
visée biomédicale, 1’utilisation des méthacrylates offre plusieurs avantages. La présence des
groupements méthyl dans les méthacrylates confére une plus grande stabilité au réseau
polymere formé et donc a I’hydrogel. Par ailleurs, les méthacrylates libres non polymérisés sont
moins réactifs et donc moins toxiques que les acrylates [164]. Dans les deux cas, la
polymérisation des monomeres (méth)acrylates est amorcée par les radicaux formés par photo-
dégradation du photo-amorceur. La polymérisation se passe comme décrit dans la Figure 1-17.

Une autre méthode de photo-réticulation en milieu aqueux connue et utilisée pour la
formation d’hydrogels est la chimie click thiol-éne [165]. Cette méthode implique une réaction
entre un groupement vinylique (C=C) présent sur des monomeres tels que les (méth)acrylates
ou les acrylamides, et un composé contenant un ou plusieurs groupements thiol (-SH), pour
former une liaison thioéther (C-S-C). Lorsque ces deux réactifs sont en présence des radicaux,
ils réagissent rapidement pour former une molécule réactive. Cette réaction est qualifiée de
"click™ car elle est rapide et sélective. La réactivité de de cette chimie dépend fortement des
molécules insaturées utilisées (Figure 1-19) [166]. La réaction de chimie click thiol-éne de plus
en plus étudiée, est la réaction thiol-norbornéne qui tres réactive (Figure 1-19) [153,166]. De
plus, la structure résultant de I’hydrogel aprés réticulation thiol-norbornéne est plus homogéne
et plus résistante qu’un hydrogel formé par une réaction click thiol-éne classique [167].

0
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Figure 1-19 : Ordre prédit de réactivité des alcénes de différentes molécules (2-13) avec le
méthylmercaptan 1 (HsC-SH) : norbornéne (5) > silane vinylique (9) > éther allylique (4) > éther
vinylique (3) > fumarate (11) > propéne (2) > maléimide (13) > méthacrylate (7) > crotonate (10) >
styréne (12) > acrylonitrile (6) > butadiéne (8) [166].

L'utilisation de la chimie click thiol-ene pour la fabrication d'hydrogels en utilisant la
photo-polymérisation UV, permet de produire des matériaux avec une résolution spatiale élevée
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et une excellente uniformité [153,165]. En effet, la réaction thiol-norbornene combine les
avantages de la polymérisation par étapes médiée par les radicaux et d'une réaction click bio-
orthogonale [168]. La réticulation orthogonale est la capacité de deux réactions chimiques
différentes a se produire de maniére sélective et simultanée, sans interférence I'une avec l'autre.
Dans le contexte de la chimie click thiol-ene, la réticulation orthogonale se réfere a la possibilité
de réaliser deux réactions click thiol-éne différentes en méme temps sans qu'elles interférent
I'une avec l'autre [169]. Cela permet de réaliser une réticulation sélective, controlée et
simultanée des deux réseaux polymeres, formant ainsi une structure complexe et bien définie.
L'avantage de la réaction click bio-orthogonale thiol-ene réside dans sa capacité a se produire
de maniére spécifique et réactive dans des environnements biologiques, tels que des milieux
aqueux et des conditions physiologiques, sans interférer avec d'autres processus biochimiques
[165,168,169].

Dans les deux types de polymérisation présentés ((méth)acrylates et thiol-ene), les
matériaux constitutifs des hydrogels sont fonctionnalisés avec ces groupements pour permettre
la photo-réticulation. Lors de la réaction, les groupements d’intérét réagissent de maniére

covalente, formant un réseau polymere tridimensionnel (Figure 1-20).

(a)

\}

———————————————————————————————————————

—>> Photo-initiateur
\ hu :

Figure 1-20 : Photo-réticulation et structure du réseau d'un polymére (en bleu) (a) fonctionnalisé par
des méthacrylates (rouge) ou (b) des norbornénes (rouge), pour la réaction click avec un dithiol (vert).
Modifiée de [170].
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Les deux méthodes de photo-réticulation présentent chacune leurs avantages et leurs
inconvénients qui sont résumes dans le Tableau 1-2. La voie de réticulation des méthacrylates
se révele plus pratique, car elle nécessite un réactif de moins. De plus, les méthacrylates sont
des monomeres facilement disponibles et peu onéreux. En revanche, la chimie click avec des
thiol-ene offre ’avantage d’une plus grande spécificité de la réaction de couplage avec le choix
des thiols, car il faut un composé de plus que pour la polymérisation des méthacrylates.

Généralement, la réticulation thiol-éne est trés efficace car elle subit moins 1’inhibition
des radicaux par I’oxygéne que les groupements méthacrylates [169]. Cependant, dans les deux
cas, plusieurs parametres influencent les cinétiques de polymeérisation. Plus le monomére est
réactif plus la polymérisation est rapide. La vitesse de polymérisation augmente avec
l'augmentation de la température. Une augmentation de la concentration en monomeres peut
acceélérer la vitesse de polymeérisation, car le nombre de monomeéres disponibles pour réagir est
plus important. Le choix du photo-amorceur peut avoir un impact significatif sur la vitesse de
polymérisation en fonction de la longueur d’onde d’initiation notamment. Par exemple, le LAP
possede une meilleure absorbance a 385 nm que 1’12959. A cette longueur d’onde d’initiation,
la décomposition du LAP sera plus rapide tout comme la polymérisation qui s’en suivra [154].
Enfin, une augmentation de la viscosité peut ralentir la réaction de polymérisation en diminuant
la mobilité des molécules [171-173].

Le réseau polymere issu d’une réaction thiol-éne est plus organisé et homogene quecelui
réalisé avec les méthacrylates (Figure 1-20) [165]. Cependant, dans les deux cas, les propriétés
des hydrogels formés peuvent étre modulés. Dans le cas des méthacrylates, il est possible de
faire varier le degré de fonctionnalisation et la concentration du biopolymeére fonctionnalisé.
Dans le cas de la chimie click, il est possible de faire varier la quantité du thiolet son ratio par
rapport au norbornéne [138].

Le réseau polymere réalisé par les méthacrylates est difficilement dégradable par
hydrolyse, la dégradation doit se faire en apportant une enzyme pouvant dégrader le polymere
[138]. La dégradation des hydrogels réticulés par chimie-click thiol-eéne est moins étudiée mais
certains travaux montrent qu’elle est possible par hydrolyse de la liaison covalente entre le
polymére et le greffon norbornéne par exemple, ce qui témoigne d’une stabilit¢ moins
importante dans 1’eau que le réseau méthacrylate [165,174]. Les monomeres utilisés, comme
I’anhydride meéthacrylique ou I’anhydride carbique, qui sont les plus employes pour la
méthacrylation et le greffage de norbornene, respectivement, sont généralement toxiques
[169,175]. La toxicité des thiols dépend de leur structure chimique et ils présentent une odeur
nauseabonde. Enfin, la formation d’hydrogels par réticulation thiol-ene est plus colteuse car le
nombre de réactifs est plus important.
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Dans chacun des cas, les hydrogels formés ne présentent pas de toxicité [155,156,176].
Les hydrogels obtenus par photo-réticulation a partir des deux chimies peuvent donc étre
envisageés pour les MEC, la delivrance de principe actif ou la régénération de tissus [138]. De
plus, que ce soit en utilisant les vinyles des méthacrylates ou les thiols restants en surface, une
fonctionnalisation par une enzyme pour induire une dégradation de 1’hydrogel estenvisageable

[L77].

Pour former des hydrogels s’adaptant a la morphologie de tissus, il est possible de les
mettre en forme par fabrication additive de type « vat photopolymerization » [138]. Cependant,
il existe une plus grande complexité pour la mise en ceuvre d’hydrogels par ce type d’impression
3D avec les thiols-éne. Ces impressions sont moins développées et moins maitrisées qu’avec
les méthacrylates [169,177]. Dans tous les cas, les propriétés de 1’hydrogel imprimés vont
dépendre du choix du groupement photosensible, du photo-amorceur, de leur concentration, et
des parametres d’impression.

Au cours de cette these, en privilégiant une maitrise préétablie, I'accent a été mis sur les
groupements méthacrylates pour la réticulation, plutdt que sur les liaisons thiol-ene, lors de
I'impression 3D de résines liquides photosensibles.

Tableau 1-2 : Résumé des avantages et des inconvénients de la formation d’hydrogels par photo-
réticulation UV avec des méthacrylates et des thiol-énes.

V?éiigjlsg g:‘o- Avantages Inconvénients
- Co0t des réactifs
- Peu de réactifs
- Conditions douces - Inhibition par ’oxygéne
Méthacrylate - Réticulation rapide - Faible organisation du réseau réticulé
- Stabilité du réseau 3D - Toxicité des réactifs
- Hydrogels biocompatibles
- Fabrication additive facile
- Co0t des réactifs
- Réticulation rapide - Plusieurs réactifs, complexité de
- Sélectivité, bio-orthogonalité formulation
Thiol-ene - Plusieurs possibilités de couplage - Odeur des réactifs
- Réseau réticulé organisé - Toxicité des réactifs
- Hydrogels biocompatibles - Stabilité du réseau 3D
- Fabrication additive difficile

15.3. IMPRESSION 3D D’HYDROGELS A PARTIR DE FORMULATIONS DE
POLYSACCHARIDES PHOTO-RETICULABLES

Les technologies de fabrication additive ont révolutionné la production d'objets 3D dans

de nombreux domaines, y compris la santé [178]. En particulier, celles basées sur la photo-
réticulation de résines liquides (SLA, DLP, P2P, etc.) permettent de créer des objets sur mesure

43



Chapitre | — Notions et état de I’art

pour chaque patient avec une grande précision, ce qui améliore la faisabilité des interventions
chirurgicales. Les résines utilisées pour la formation de scaffolds solides sont généralement
constituées de polymeéres tels que la polycaprolactone (PCL), 1’acide polylactique (PLA) ou
I’alcool polyvinyliqgue (PVA) [139,179]. Dans le cas des hydrogels imprimés pour des
applications médicales, les polymeres les plus étudiés sont la gélatine (matériau protéique) ou
le polyéthyléne glycol (PEG). Ces polymeres sont, dans ce cas, fonctionnalisés par des
groupements photosensibles [135,147,148,180,181].

La suite de ce paragraphe sera consacrée aux hydrogels imprimés a partir de
formulations pour lesquelles le polymere utilisé est un polysaccharide photo-réticulable. Ces
polymeéres naturels sont encore peu utilisés pour ces techniques de fabrication additive [153].
L’acide hyaluronique (AH), le chitosane, le pullulane et la carboxyméthylcellulose (CMC) sont
les seuls polysaccharides a avoir été imprimés sous la forme d’un hydrogel par DLP ou P2P
pour des applications médicales (Tableau 1-3 ; Figure 1-21 ; Figure 1-22). Aucun des
polysaccharides n’a été imprimé par SLA en étant le seul polymeére constitutif. Les formulations
et les hydrogels discutés dans ce paragraphe sont ceux ayant été imprimeés avec succes. Tous
les hydrogels imprimés ont subi un post-traitement sous insolation UV pour terminer la
réticulation.

Seuls I’AH et le chitosane ont été imprimés en tant que composant unique par P2P.
Kufelt et al. ont fonctionnalisé ces deux polysaccharides avec des groupements méthacrylates
pour la fabrication d’hydrogels destinés a la réparation de tissus biologiques (Figure 1-21a,b)
[182,183]. L’AH utilisé avait un degré de méthacrylation (DM), correspondant au nombre de
fonction méthacrylate pour cent unités repetitives, de 60 %. Le chitosane avait un DM de
100 %. Des concentrations de 2,5 %m et de 10 %m ont été choisies pour le chitosane [183] et
I’AH [182], respectivement. L’12959 a été ajouté en tant que photo-amorceur avec une
concentration de 1,8 %m par rapport celle du polysaccharide. Ces formulations ont permis
d’imprimer des hydrogels avec une résolution dans les directions X et Y comprise entre 5 et
10 pm. Les hydrogels photo-réticulés issus des mémes formulations possedent des modules
élastiques G’ de 8 et 3,5 kPa pour I’AH et le chitosane, respectivement (Tableau I-3).
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Figure 1-21 : Hydrogels imprimés par P2P :

Formulation Parameétres Forme/dimensions de R&f
d’'impression I'hydrogel
Acide 5mw
: al et a2 : anneaux
hyaluronique 520 nm - 182
a rr)(éth acry?ate 300 pumis a3 : grilles (pores de 7 et 325 um) [162]
b1 : objet (2x2 mm), épaisseur (10
pm), pores (200 pm)
b2 : pareil que bl (zoom x2)
. 35 mwW b3 : deux couches empilées de bl
b m(e;:m;?:?aT;te 520 nm b4 : deux couches empilées de bl [183]
y 3mm/s (zoom x2)
b5 : épaisseur (30 pm), pores (180
pm)
(Barres d'échelle = 200 pm)

L’AH, le pullulane, le chitosane et la carboxyméthylcellulose ont été imprimés par DLP
en tant que seul polymeére constitutif du réseau. Tout d’abord, Galarraga et al. ont fonctionnalisé
1I’AH avec un groupement norbornéne (NorAH) pour la formation d’hydrogels par chimie click
thiol-norbornéne en utilisant du dithiothréitol (DTT) comme agent réticulant (Figure 1-22a,
Tableau 1-3) [184]. Les hydrogels étaient destinés a servir de scaffolds biodégradables. L’AH
utilisé avait un degré de norbornenisation (DN) de 40 %. Les formulations aqueuses imprimées
par DLP contenaient 5 %m de NorHA, 24 mM de DTT, 17 mM de LAP et 1 mM de tartrazine
utilisé comme photo-absorbeur. La résolution des hydrogels de NorAH dans les directions X et
Y était de 100 um en imprimant avec des couches de 100 um insolées 3 secondes. Cependant,
aucun hydrogel n’a été imprimé sans la présence de tartrazine. Ces hydrogels possédent un
module élastique G’ de 8 kPa et un taux de gonflement de 22,5. Il est cependant difficile de
comparer les hydrogels d’AH méthacrylate et norborbéne car les photo-amorceurs utilisés, les
concentrations, ainsi que les DM et DN sont différents.
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Feng et al. ont aussi synthétisés du pullulane par des norbornénes (NorPul) pour
I’impression par DLP d’hydrogels destinés a la réparation de tissus biologiques (Figure 1-22c,
Tableau I-3) [185]. Les formulations étaient composées de 10 %m de NorPul (DN = 30 %), de
0,1 %m de LAP et le DTT a été ajouté en quantité équimolaire par rapport aux groupements
norbornenes. Malheureusement, aucune résolution des hydrogels imprimeés est mentionnée et il
n’est pas possible de la déterminer a partir des photographies des hydrogels car la légende n’est
pas indiquée (Figure 1-22c). Par ailleurs, il est possible de comparer les hydrogels de NorPul
et de NorAH car les DN sont assez proches (40 % et 30 %, respectivement). Le LAP a été utilisé
en tant que photo-amorceur et le DTT en tant qu’agent réticulant. Les hydrogels de NorPul
possedent un module élastique G’ de 0,5 kPa et un taux de gonflement de 130, alors que ceux
de NorAH possedent un module élastique G’ de 8 kPa et un taux de gonflement de 22,5. Or, la
concentration en NorPul est de 10 %m et celle en NorAH est de 5 %m. Cette différence devrait
permettre d'obtenir une meilleure résistance du réseau de NorPul. Ainsi, il semblerait que ces
disparités de propriétés soient attribuables aux caractéristiques intrinseques des polysaccharides
et/ou a la quantité de dithiol ajoutée. Enfin, il est possible de définir une corrélation entre la
résistance mécanique des matériaux et leur capacité a gonfler. Plus le module ¢élastique G’ est
élevé, plus le réseau est résistant a la déformation et moins I’hydrogel peut gonfler.

Shen et al. ont développé une formulation & base de chitosane méthacrylate (mCHI)
pour la formation d’hydrogels pour la réparation de tissus biologiques (Figure 1-22b,
Tableau 1-3) [186]. Le degré de méthacrylation du mCHI utilisé était de 34 %. Il a été ajouté a
1,0 %m dans de I’eau contenant 0,20 %m de LAP. La résolution dans les directions X et Y des
hydrogels obtenus est de I’ordre de 50 um, ce qui est deux fois moins que pour les hydrogels
obtenus avec le NorAH. Ce résultat peut étre expliqué par la résistance mécanique deshydrogels
de mCHI qui possedent un module élastique de 325 kPa, plus élevé que celui des hydrogels de
NorAH qui est de 80 kPa. En effet, la résolution des hydrogels imprimés est étroitement liée
aux propriétés mécaniques de ces matériaux, car leur capacité a maintenir leurforme et a
conserver des détails fins dépend de leur résistance mécanique [187,188]. Cette différence de
propriétés mécaniques peut étre expliquée par les propriétés intrinséques des polysaccharides
[189] mais aussi par le réseau formé par la réticulation des méthacrylates ou par la réticulation
thiol-norbornéne.

Enfin, le groupe de recherche du Dr. Chiappone a imprimé des hydrogels de CMC a
partir d’une formulation de CMC méthacrylate (mCMC) (Figure 1-22d, Tableau 1-3) [190].
Une mCMC avec un DM de 60 % a été solubilisée a 2 %m dans de I’eau et du LAP a été ajoute
avec une concentration de 0,04 %m. Les hydrogels imprimés présentent une mauvaise
résolution qui est difficile a déterminer (Figure 1-22d1). Pour I’améliorer, 1’eau a été remplacée
par un milieu de culture cellulaire (DNEM) servant de photo-absorbeur. Dans ces conditions,
des objets avec une résolution proche de 500 um en XY ont été obtenus, ce qui est 5 a 10 fois
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supérieur a ce qui a été obtenu avec le chitosane (Figure 1-22d2, Tableau 1-3) [184,186]. Les
paramétres d'impression jouent également un réle essentiel dans ce contexte. Par exemple, les
hydrogels de mCHI ont été imprimés avec une épaisseur de couche de 150 um, tandis que ceux
de mCMC avaient une épaisseur de 50 um. Ces différences d'épaisseur peuvent influencer les
propriétés mécaniques et, par conséquent, la résolution des hydrogels. Les propriétés
meécaniques peuvent aussi avoir un impact significatif sur la résolution. Or, il n’est pas possible
d’expliquer cette différence par les propriétés rhéologiques car elles n’ont pas été mesurées sur
les hydrogels de mCMC imprimeés. Cependant, I'étude de la composition des hydrogels offre
des pistes intéressantes. Par exemple, les hydrogels de mCMC sont concentrés a 2 %m en
polymére avec un DM de 60 %, soit deux fois plus que les hydrogels de mCHI (1 %m et DM
= 34 %). Ces différences se traduisent par un module élastique en compression de 32 kPa pour
les hydrogels de mCMC dans I'eau, tandis qu'il est de 325 kPa pour ceux de mCHI. En
consequence, la résolution obtenue est de 50 um pour les hydrogels de mCHI, tandis qu'elle
dépasse 1 mm pour ceux de mMCMC. Il apparait clairement que les propriétés mécaniques des
hydrogels jouent un réle déterminant dans la résolution. Ces propriétés sont étroitement liées a
la composition des hydrogels. Cependant, dans cette étude, il n'a pas été possible de comparer
I'effet du DM/DN et de la concentration sur la résolution des hydrogels imprimés pour un méme
polysaccharide. Cette question reste donc un aspect important a explorer dans de futures
recherches.

La CMC est moins colteuse et plus disponible que certains autres polysaccharides plus
rares. Cela en fait un choix économique pour certaines applications médicales ou la disponibilité
et le colit sont des considérations importantes. De plus, sa solubilité dans 1’eau et la présence
de groupes hydroxyles favorisent la modification chimique en milieu aqueux [19]. En ce sens,
il est intéressant d’étudier I’influence du taux de fonctionnalisation et de la concentration en
CMC modifiés sur les propriétés des hydrogels et de les corréler avec la résolution des
hydrogels imprimés.
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Figure 1-22 : Hydrogels imprimés par DLP :

méthacrylate

50 um/couche

d3 : cube creux (avec photo-absorbeur)

Formulation dP'farametr_es Forme/dimensions de I'hydrogel Réf
impression
15 mW/cm? al : condyle fémoral (échelle 5 mm)
a Acide hyaluronique 405 nm a2 : gyroide (échelle 5 mm) [184]
norbornene 100 um/couche | a3: roue (échelle 2 mm)
3 s/couche a4 : motif noué (échelle 2 mm)
bl : modéle 3D de la structure en treillis
(SolidWorks)
154@5\’/\; l:;mz b2 : treillis (pores 500 pm, parois 500 um)
b | Chitosane méthacrylate 150 b3 : treillis (pores 1,1 mm) [186]
pum/couche T .
15 s/couche b4 : tre!ll!s (pores 500 pm, parois 400 um)
b5 : treillis (pores 200 pm, parois 150 pm)
b6 : treillis (pores 50 um, parois 50 um)
2 mW/cm?2 : : 4 :
C Pullulane norbornéne 1 mm/couche sans informations s_upplementalres [185]
40 s/couche fournies
Carboxymeéthylcellulose 30 mw/cms di: n!d d’abe%lle
d 385 nm d2 : nid d’abeille (avec photo-absorbeur) [190]
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Tableau 1-3 : Composition et propriétés des hydrogels photo-réticulés correspondant a ceux imprimés par SLA, DLP ou P2P, a partir de différents
polysaccharides fonctionnalisés. Tous les hydrogels ont subi un post-traitement aux UV pour terminer la réticulation.

Polysaccharide / Concentration | Photo-amorceur . : - > . Module de
Groupement (%m) / DM ou /concentration Imprimante e;ierzoélg?orz) Q”Eé)/o) & (kPElc))a LHz compression Application Réf
photosensible DN (%) (a) (%m) H (kPa)
Acide hyaluronique Réparation de
méthacrylate 10/60 12959 /0,18 pP2pP 5 2250 8,0 n.d. tissus biologiques [182]
Acide hyaluronique LAP/ - Scaffold
thiol-norbornéne ByaR 17 mM DL L Y L Y dégradable [184]
Chitosane LAP/ Réparation de
méthacrylate LD 0,20 LS = 50 1, e tissus biologiques [186]
Clnlitoezs 2,5/100 12959 / 0,18 PP 10 n.d. 35 n.d. _Reparationde 1 | o,
méthacrylate tissus biologiques
Pullulane Réparation de
thiol-norbornene 10/30 LAP /0,10 DLP n.d. 13 000 0,5 1,2 tissus biologiques = [185]
mous
- . 500* n.d. 1,0 n.d. S
arboxymeéthylcellulose omaine
méthacrylate 24D LA o 0n PR biomédical [190]
> 1000 n.d. 33 32

6v

(a) DM : degré de méthacrylation ; DN : degré de norbornénisation (b) Qm : Taux de gonflement de ’hydrogel ; (c) Module élastique G’ ; * Imprimé avec un photo-absorbeur
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1.6. Les hydrogels de CMC

La réticulation covalente de la CMC permet la formation d’un hydrogel stable grace a
la formation de liaisons chimiques entre les chaines de CMC. Dans ce cadre, plusieurs
fonctionnalisations par des méthacrylates [129,155,190], des thiol-norbornénes [175,176,191],
des époxydes [192-194] ou de I’acide citrique [195-197] ont été envisagées. Il est aussi possible
d’utiliser des réactifs possédant deux fonctions de nature différentes. Par exemple, la tyramine
[198] et la dopamine [199] ont été utilisées. D autres groupes de recherche se sont penchés sur
la 1,3-propanediamine [200] et la dihydrazide adipique [201]. Ces groupements réactifs peuvent
étre greffés sur la CMC par réaction avec ses groupements hydroxyles et carboxyles.

Cette partie sera consacrée a la réticulation covalente de la CMC par photo-réticulation
UV pour la formation d’hydrogels par fabrication additive (SLA, DLP, P2P). Pour cela, les
deux voies décrites dans la partie 1.5.2.3 (méthacrylate, thiol-eéne) ont été étudiées.

Le degré de methacrylation (DM) ou de norbornenisation (DN) de la CMC
fonctionnalisée est quantifiable par spectroscopies FT-IR ou RMN liquide du proton H, et
correspond au nombre de fonctions greffées par unité répétitive. Il est compris dans la gamme
[0 ; 3-DSJ, si la réaction est réalisée sur les OH, et dans la gamme [0 et DSJ si la réaction est
réalisée sur les carboxylates (COO"). Dans la littérature, il est exprimé en % et indique le
nombre de groupements greffés pour 100 unités répétitives.

1.6.1. HYDROGELS DE CMC NORBORNENE (NORCMC)

Trois publications recensent la réticulation de la CMC par chimie click thiol-norbornene
[175,176,191]. Dans un premier temps, le norbornéne est greffé sur la CMC, soit par réaction
d’un amide du norbornéne sur le groupement carboxylate de la CMC (Figure 1-23a) [175,191],
soit par estérification des fonctions hydroxyles par un anhydride carbique (Figure 1-23b)
[175,176]. Dans le premier cas, pour former un intermédiaire amide semi-stable permettant de
réagir avec la fonction amine du norbornene, il est essentiel d'incorporer des agents de couplage
tels que le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC) et leN-hydroxysuccinimide
(NHS). Cette réaction se déroule a température ambiante en milieu aqueux pendant 12 heures.
Quant a la fonctionnalisation de la CMC par I'anhydride carbique (AC), elle est également
réalisée en milieu agueux. Pour déprotoner et rendre réactifs les hydroxyles de la CMC, de la
soude est régulierement ajoutée afin d'ajuster le pH entre 9,0 et 10,5. Cette réaction est moins
contraignante que celle avec le 5-norbornéne-2-éthylamine (NE)car elle est plus rapide et
nécessite mois de réactifs. De plus, les intermeédiaires utilisés (NHS,
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EDC) peuvent rester greffés sur la CMC. Le degré de norbornénisation (DN) maximal atteint
est de 45 % avec I’anhydride carbique [176] et de 20 % avec le 5-norbornéne-2-éthylamine

[175] (Tableau 1-4).

Un agent de réticulation dithiol et un photo-amorceur sont ensuite ajoutés pour former
le réseau 3D apres insolation UV (Figure 1-23c). Celui-ci est choisi en fonction des propriétés
souhaitées de I’hydrogel. Seuls les modules ¢€lastiques en compression des hydrogels ont été
étudiés en commun dans les trois publications. lls sont donc répertoriés dans le Tableau -4,
pour permettre la comparaison des hydrogels de NorCMC obtenus dans les différentes études.
Tous les hydrogels ont été insolés de maniére a atteindre le maximum de conversion de

A/\\
N LGP 74

O
pm o

ﬁb/\NHz

EDC, HCI, NHS,

H,0, T,mp, 12 h

R=H or CH,COOH NorCMC
cMmcC

carboxymethyl cellulose (CMC)

pH 9. o 10.5
..................... H,0 OR

‘R= OH: RO 0
R, A %W\/éx\\%
H o] '

o NorCMC

(c) HSWArSH A2

cils 295
Dithiol i, it i

N Insolation UV

NorCMC

Figure 1-23 : (a) Fonctionnalisation de la carboxyméthylcellulose par le 5-norbornene-2-éthylamine
(NE) pour former une carboxyméthylcellulose norbornéne (NorCMC) (b) Fonctionnalisation de la
carboxyméthylcellulose avec [’anhydride carbique (AC) pour former une carboxyméthylcellulose
norbornene (NorCMC) (c) Réaction de photo-réticulation de la NorCMC par chimie click thiol-éne

[176,191].

Tout d’abord, Thomas et al. ont réalisés des formulations de NorCMC fonctionnalisée
avec de I’AC en ajoutant du 2,2’-(éthylenedioxy)diéthanethiol (DEG) en tant qu’agent
réticulant et de 1’12959 en tant que photo-amorceur [176]. La concentration en polymere était
de 4 %m et des ratios massiques de 0,25, 0,5 et 1 en dithiol ont été ajoutés par rapport aux
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norbornénes. L’augmentation de la quantité d’agent réticulant permet 1’augmentation de la
résistance mécanique (Tableau 1-4). En effet, le module élastique en compression de 1I’hydrogel
est de 8 kPa avec un ratio de 0,25, alors qu’il est de 75 kPa avec un ratio de 0,5. Parailleurs, en
continuant d’augmenter le ratio jusqu’a 1, le module est de 80 kPa, indiquant qu’unmaximum
de résistance en compression est atteint. Lors de la réticulation les dithiols peuvent étre piégés
dans le réseau. En conséquence, lorsque davantage de thiols sont ajoutés au mélangeréactionnel,
la vitesse de réaction augmente et ce point d'immobilisation des chaines est atteintplus tot [176].

De méme, Ji et al. ont fonctionnalisé la CMC avec de I’AC et ont développé des
formulations contenant une concentration en NorCMC de 15 %v et ont ajoutés du DTT avec
des ratios de 0,25 et 0,5 par rapport aux norbornénes (Tableau 1-4) [175]. Le LAP a été utilisé
comme photo-amorceur. Comme précédemment, 1’augmentation de la quantité en dithiol
permet d’améliorer la résistance en compression des hydrogels. Ainsi, avec un ratio de 0,25 en
NorCMC/DTT, le module élastique en compression est de 46 kPa alors qu’il est de 316 kPa
pour un ratio de 0,5. Il est cependant difficile de comparer les études utilisant la NorCMC
fonctionnalisée avec de 1’AC car le dithiol et le photo-amorceur utilisés sont différents.

Dans la méme publication, Ji et al. ont fonctionnalisé la CMC par le NE. Des
formulations contenant 10 %v de NorCMC et des ratios en DTT de 0,25 et 0,5 par rapport aux
norbornénes ont été ajoutés (Tableau 1-4) [175]. Le LAP a été utilisé comme photo-amorceur.
L’augmentation de la quantité en dithiol permet d’améliorer la résistance en compression des
hydrogels. Ainsi, avec un ratio de 0,25 en NorCMC/DTT, le module élastique en compression
des hydrogels est de 40 kPa alors qu’il est de 134 kPa pour un ratio de 0,5. A ce ratio, la
résistance en compression est plus faible que celle des hydrogels de NorCMC fonctionnalisés
avec de ’AC. Cette disparité n'a pas été clairement expliquée par les auteurs. Cependant, il est
possible que la concentration plus élevée de polymere soit un facteur déterminant.

Enfin, Dadoo et al. ont aussi fonctionnalise la CMC par le NE et ont développé des
formulations contenant 4 %m de NorCMC. Des ratios en DTT de 0,25, 0,5, 1 et 2 par rapport
aux norbornenes ont été ajoutés (Tableau 1-4) [191]. L’12959 a été utilis¢é comme photo-
initiateur. Comme observé dans les deux autres publications, le module élastique en
compression des hydrogels augmente avec la quantité de dithiol. Cependant, lorsque celle-ci
devient supérieure a celle des norbornénes, le module diminue. En effet, a un ratio de 1 le
module élastique en compression est de 100 kPa alors qu’il est de 30 kPa a un ratio 2, équivalent
au module mesuré avec un ratio de 0,25 (40 kPa). Ce phénoméne peut étre expliqué par le
nombre éleve de thiols, qui saturent les groupes norbornéne disponibles sans former de liaisons
croisees efficaces. Enfin, les auteurs ont démontré que le module élastique en compression
diminue avec la longueur du dithiol. En effet, plus ce dernier est long, plus le module élastique
est faible, car le réseau devient plus détendu.
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Tableau I-4 : Formulations et propriétés des hydrogels de NorCMC.

y Propriété 4
memlonLﬁmmle_ =

DN Ratio PIIBE DG élzzl\:t?ggéeen
Réactif %) NorCMC Dithiol dithiol/NorCMC /concentration compression
(M%)
(kPa)
1/4 8
4 (%m) DEG 1/2 12959 /0,5 75 [176]
AC 30 1/1 80
1/4 46
0,
15 (%v) DTT 12 LAP /0,05 316 [175]
20 10 (%v) DTT L4 LAP /0,05 40 [175]
1/2 134
NE 1/4 13
18 4 (%m) DTT vz 12959 / 0,05 40 [191]
° 11 ' 100
2/1 30

AC : anhydride carbique ; NE : 5-norbornéne-2-éthylamine ; DN : degré de norbornénisation; DTT :
dithiothreitol ; DEG : 2,2’-(éthylenedioxy)diéthanethiol ; A : longueur d’onde

La réaction de photo-réticulation la plus étudiée est celle basée sur la photo-
polymerisation des groupements méthacrylates ou acrylates [190,202—205]. Elle nécessite au
préalable la présence d’un groupement photosensible sur la CMC.

Les réactions de photo-réticulation utilisant des groupements méthacrylates ou basées
sur une chimie click thiol-norbonéne permettent de travailler a température ambiante et en
solution aqueuse pour former des hydrogels de CMC. Dans la suite de I’étude, la formation
d’hydrogels de CMC par réticulation de méthacrylates a été choisie car elle est moins
coUteuse, plus simple et que les hydrogels obtenus sont plus stables. Enfin, ¢’est la méthode
la plus courante pour la mise en forme d’hydrogels par fabrication additive.

1.6.2. METHACRYLATION DE LA CMC

Différents réactifs methacrylates ont été étudiés dans la littérature pour la
fonctionnalisation de la CMC. Ces réactifs possédent une fonction qui peut réagir avec les
hydroxyles ou les carboxylates de la CMC pour former la carboxyméthylcellulose méthacrylate
(mCMC). Dans tous les cas, le produit est purifié par dialyse dans I’eau et récupéré par
lyophilisation. La dialyse est un processus doux qui n'implique pas de changement brutal de pH
ou de température. Cela est important pour préserver l'intégrité et la fonction des
polysaccharides modifiés, qui peuvent étre sensibles a certaines conditions. La dialyse permet
d'éliminer toutes les impuretés dont la taille est inférieure aux pores de la membrane utilisée,
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comme les sous-produits de réaction ou certains sels présents auxquels les polysaccharides
modifiés peuvent étre sensibles [206].

La méthacrylation de carboxylates de la CMC a été réalisée avec le 2-aminoéthyl
méthacrylate (Figure 1-24) [205]. Cette réaction se fait dans une solution tampon de
bicarbonate ou d'acide 2-éthanosulfonique (MES) a pH > 5 pour conserver la forme
carboxylates (pKa < 5). L’EDC et le NHS sont ajoutés pour former un intermédiaire amide
semi-stable pouvant réagir avec la fonction amine du 2-aminoéthyl méthacrylate. La réaction
se poursuit pendant 24 h. L’inconvénient de cette méthode est que le nombre de groupements
carboxylates est moins important que celui des hydroxyles, ce qui diminue la valeur du DM
maximal qu’il est possible d’atteindre. Il est aussi possible qu’une certaine quantité des réactifs
intermédiaires (EDC, NHS) puissent rester greffés ou adsorbés sur la CMC.
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Figure 1-24 : Méthacrylation de la CMC avec le 2-aminoéthyl méthacrylate [205].

D’autres groupes de recherche se sont intéressés a la réaction entre la CMC et le
méthacrylate de glycidyle (Figure 1-25) [207-209]. Dans ce cas, la réaction se fait entre un
groupement époxy et les groupements hydroxyles de la CMC. La CMC est solubilisée dans
I’eau et le réactif est ajouté pour un volume comptant pour 1/5°™ du milieu réactionnel. De la
soude est aussi ajoutée pour maintenir un pH permettant de déprotoner les hydroxyles de la
CMC. Ces derniers réagissent ensuite avec I’époxy. La réaction est maintenue a 50 °C pendant
72 h [207]. Cette réaction est longue et plusieurs réactions sont en compétition, telles que
I’addition de ’alcoolate sur le carbonyle du méthacrylate, 1’addition de 1’alcoolate sur le CH»
ou sur le CH du groupe époxy, et I’hydrolyse du réactif par réaction de la soude sur le carbonyle.
La CMC fonctionnalisée obtenue posséde ainsi des groupements méthacrylates hétérogenes
[209]. La caractérisation par RMN est donc difficile et aucun DM n’a été reporté.
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Figure 1-25 : Méthacrylation de la CMC avec le méthacrylate de glycidyle [207].
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Depuis 2010, la réaction de méthacrylation la plus étudiée dans la littérature, et la plus
simple, est réalisée entre la CMC et I’anhydride méthacrylique (AM) (Figure 1-26)
[129,155,156,190,202,204,210-214].
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Figure 1-26 : Méthacrylation de la CMC avec I'anhydride méthacrylique [190].

De manié¢re générale, la CMC est solubilisée dans I’eau et I’anhydride méthacrylique
est ajouté. Le pH est ajusté au cours du temps autour de 8 avec de la soude pour déprotoner les
groupements hydroxyles de la CMC, qui réagissent avec un des carbonyles de I’AM. De I’acide
méthacrylique est alors libéré. L’hydrolyse de I’AM ainsi que la méthacrylation de la CMC sont
deux réactions en compétition. Le DM de la mCMC obtenue dépend des différents parametres
de synthese (Tableau I-5).

Tableau I-5 : Conditions expérimentales de la méthacrylation de la CMC par I'anhydride méthacrylique
dans I’eau et degré de méthacrylation (DM) des mCMC obtenues pour des synthéses de 100 g.

Volume
d’anhydride

Température
de réaction
(o)

Degré de
méthacrylation | Réf
(DM ; %)

Durée de
méthacrylique réaction (h)

(VAM ; mL)*

90 0,7 4 0 24 11,8 [211]
90 0,7 1 33 nd. 5,5 21 [129]
90  0,6-09 1 40 4 24 10,15et25  [212]
N 06-09 1 20 4 24 3,29 [155]
250 0,6-09 1 20 4 24 2,87 [155]
250  0,6-0,9 1 20 4 24 8,15 [156]
250 0,6-0,9 1 20 4 24 8,06 [204]
250 0,6-0,9 2 4 4 24 60 [190]
250 0,6-0,9 2 4 4 24 60 [214]
n.d. nd. 1 20 4 24 69 [202]
n.d. 0,7 2 5 4 48 nd. [210]

DS : degré de substitution ; Mw : masse molaire moyenne en masse ; * pour un milieu de synthése de 100 g
(eau + mCMC)

L’influence des paramétres du protocole expérimental sur la valeur du DM reste encore
incomprise. Tout d’abord, tous les auteurs ont réalisé la reaction & basse température
(0 ou 4 °C). La réaction est généralement conduite pendant 24 h, mises a part deux syntheses
réalisées durant 5,5 h [129] et 48 h [210]. Aucune des autres conditions n’étant similaires, il
n’est pas possible de comparer I’influence de la durée de réaction sur le DM.
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Seulement deux masses molaires de CMC ont été étudiées a deux concentrations
différentes dans 1’eau (1 et 2 %m). Reza et al. ont fonctionnalisés deux CMC de masses
molaires moyennes en masse différentes (90 kDa et 250 kDa) et ont obtenus deux DM trés
proches de 3,29 % et 2,87 %, respectivement [155]. Cette différence n’étant pas significative,
aucune conclusion ne peut étre tirée sur I’influence de la masse molaire sur le DM.

Pour un méme volume d’eau, le volume ajouté en AM est le parameétre expérimental le
plus variable (de 3,3 a 40 mL). Cependant, il n’y a pas de corrélation entre cette valeur et le
DM en analysant les données reportées. Par exemple, pour une synthese a partir d’une CMC de
90 kDa a 1 %m dans I’eau, un DM de 3,29 % a ét¢é atteint avec 20 mL d’AM, alors qu’un DM
de 21 % a été atteint pour un volume d’AM de 3,3 mL [122,194]. Enfin, un groupe de recherche
a réussi a obtenir trois DM différents sans modification du protocole ni justification apportée

[212].

Il est difficile de déterminer I’influence du DS de la CMC sur le DM car celui-Ci est
généeralement compris entre 0,6 et 0,9 et n’est pas Vérifié expérimentalement précisément. Il est
cependant important de noter qu’une incertitude sur la valeur du DS entraine systématiquement
une incertitude sur la valeur du DM calculée par spectroscopie RMN H. En effet, le massif des
protons de la CMC compris entre 2,7 et 5,0 ppm sur le spectre RMN H correspond aux protons
du CHa du carboxylate (Figure 1-27) [190]. Le DM correspond a la valeur de I’intégrale des
protons du CH> de I’alcéne du méthacrylate (6,1 et 5,7 ppm) par rapport a celle de la CMC. Par
exemple, une CMC avec un DS de 0,7 intégre pour 8,4 protons entre 2,7 et 5,0 ppm (H des OH
deblindés). Si la valeur du DS n’est pas connue précisément alors la valeur de référence de
I’intégrale de la CMC est faussée et le DM résultant est surévalué ou sous-évalué. Enfin,
1’évolution de la valeur du DM peut finalement s’expliquer par une méthode d’intégration et de
traitement du spectre différents.
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Figure 1-27 : Spectres RMN *H de la CMC et de la mCMC (DM = 60 %) a 25 °C dans le D,O [190].
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Parmi les erreurs pouvant étre observées dans la littérature, certains spectres RMN H
comportent des impuretés intégrant au méme déplacement chimique que les protons
méthacrylates, tels que les protons de I’acide méthacrylique si 1’étape de dialyse n’a pas été
menee suffisamment longtemps. La valeur des intégrales et le DM correspondant sont donc
dans ce cas surévalués [204,211]. D’autre part, Prasad et al. présentent un spectre qui ne
correspond pas a celui de lamCMC et détermine le DM le plus élevé (DM = 69 %) [202]. Enfin,
la quantification n’est pas systématique et quatre publications ne montrent pas de spectre RMN

[ ) ' ) ]

1.6.3. PROPRIETES DES HYDROGELS ET CRYOGELS DE MCMC

Ce paragraphe traite uniquement de la formation d’hydrogels de mCMC qui ont été
synthétisées avec de 1’anhydride méthacrylique. Trois photo-amorceurs ont été utilisés dans la
littérature : 1’12959 [155,156,212], LAP [190,202] et le BAPO-OH [214]. Les formulations
ainsi développées permettent de préparer des hydrogels photo-réticulés présentant une large
gamme de propriétés (Tableau 1-6).

Ainsi, le groupe de recherche de B. Nicoll a développé des hydrogels de mCMC pour la
réparation tissulaire du nucleus pulposus, une substance gélatineuse retrouvée au coeur du
disque intervertébral [155,156,212]. Tout d’abord, en 2010, Reza et al. ont essayé d’encapsuler
des cellules du nucleus pulposus dans des hydrogels obtenus a partir de deux mCMC
différentes, issues de CMC de masses molaires moyennes en masse de 90 et 250 kDa,
caractérisées par des DM de 3,3 et 2,9 %, respectivement. Pour cela, apres stérilisation, les
mCMC ont été solubilisées dans du PBS a des concentrations de 2,3 et 4 %m, en présence des
cellules de nucleus pulposus et de 0,05 %m d’12959. Des hydrogels cylindriques ont ensuite été
obtenus en insolant pendant 10 min la formulation coulée dans un moule. Les résultats de
cytotoxicités montrent que les cellules sont vivantes au contact du matériau. Le taux de
gonflement et le module de compression des hydrogels ont été caractérisés. Seuls les hydrogels
obtenus a partir des formulations contenant des concentrations de 4 %m de mCMC issue d’une
CMC de 90 kDa et de 2 et 3 %m de mCMC synthétisée a partir d’une CMC de 250 kDa, ont
été caractérisés. Les hydrogels obtenus avec des concentrations de 1 %m de mCMC et de 3 %m
de mCMC provenant de CMC de 250 kDa et 90 kDa, n’étaient pas mécaniquement résistants.
Aucune justification n’a été apportée concernant 1’absence de caractérisation pour I’hydrogel
obtenu a partir de la formulation contenant 5 %m de mCMC (CMC de 90 kDa). Le taux de
gonflement a été mesuré sur les cryogels et ne montre pas de variation significative en fonction
des différents parameétres. En effet, pour un hydrogel de mCMC issue d’'une CMC a 250 kDa,
le taux de gonflement est de 4 800 + 300 et de 4 200 + 300 pour des concentrations de 2 et
3 %m en mCMC, respectivement. De méme, a 1 %m de mCMC issue d’une CMC de 90 kDa,
le taux de gonflement est de 4600 + 300. En revanche, la valeur du module élastique en
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compression augmente avec la concentration. En effet, pour un hydrogel de mCMC (CMC a
250 kDa), le module élastique en compression est de 1,27 + 0,35 kPa et de 3,83 + 0,87 kPa pour
des concentrations de 2 et 3 %m en mCMC (Tableau I-6).

En 2014, Gupta et al. ont developpé une matrice extracellulaire fonctionnelle pour le
nucleus pulposus humain [156]. Dans cette étude, une mCMC issue d’une CMC de 250 kDa
présentant un DM de 8,15 % a été utilisée. Les hydrogels étudiés ont été obtenus a partir de
différentes formulations constituées de 1,5, 2,5 ou 3,5 %m de mCMC, et de 0,05 %m d’12959,
solubilisés dans le PBS et insolées sous UV pendant 10 minutes. Contrairement aux résultats
publiés dans la premiére étude, la concentration de la formulation a une influence sur le taux de
gonflement et sur le module élastique en compression de 1I’hydrogel obtenu. Le premier diminue
et le deuxiéme augmente avec 1’augmentation de la concentration en mCMC, malgré des
incertitudes importantes sur les valeurs des propriétés de 1’hydrogel a 1.5 %m. La distance entre
deux points de réticulation, calculée a partir de la théorie de Flory-Rehner est de I’ordre d’une
centaine de nanomeétre, donnant des densités de nceuds de réticulation de 1’ordre de la pmol/cm®,

En 2015, Lin et al. ont conservé le méme procedé de fabrication des hydrogels que
Gupta et al. a partir d’'une mCMC de masse molaire 90 kDa [212]. En revanche, les DM des
mCMC obtenues étaient de 10, 15 et 25 % en ayant utilisé les mémes parameétres du protocole
de synthese pour chaqgue mCMC obtenue. Quatre hydrogels ont été comparés a partir de
formulations composées de concentrations de 2 et 4 %m de mMCMC (DM = 10 %), et de 2 %m
de mCMC (DM = 15 et 25 %). Dans cette étude, 1’objectif était d’augmenter la densité de
noeuds de réticulation pour améliorer les propriétés de ’ECM pour le nucleus pulposus.
Comme précédemment, le gonflement diminue et le module élastique en compression
augmente avec I’augmentation de la concentration dans le cas de la mCMC 10 %. De méme,
une légere diminution du taux de gonflement est observée avec I’augmentation du DM. En
revanche, il n’y a pas de variation significative sur le module élastique en compression entre
les hydrogels avec des mCMC avec des DM de 10 ou 15 %. Une légére augmentation de ce
dernier est observée avec un hydrogel de mCMC 25 %. Dans les trois cas, la comparaison entre
les propriétés des hydrogels peut étre controversée étant donné que la concentration en photo-
initiateur est équivalente (0,05 %m) dans chaque formulation et n’est pas dépendante de la
quantité de méthacrylates.

La derniere publication traitant de la réticulation de la mCMC obtenue par réaction de
la CMC avec I’anhydride méthacrylique est celle de Melilli et al. [190]. L’objectif de cette
étude était le développement d’une formulation imprimable par DLP. Dans ce cadre, une
mCMC avec un DM de 60 % a été solubilisée a 2 %m dans 1’eau en présence de 0,4 %m de
LAP (Tableau 1-6). Dans le cas des tests de compression et de gonflement, les hydrogels ont
été imprimés avec des couches de 50 um insolées par une LED a 30 mW/cmz.
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Malheureusement, les durée d’insolation de chaque couche n’ont pas été mentionnés. De plus,
les mesures des propriétés rhéologiques n’ont pas été mesurées sur les hydrogels imprimés. Le
méme groupe de recherche a réalisé les mémes caractérisations sur un hydrogel obtenu a partir
d’une formulation contenant du BAPO-OH a la place du LAP comme photo-amorceur
(Tableau 1-6) [214]. De fagon contre intuitive, en comparaison avec 1’hydrogel précédent, le
module élastique G’ est plus faible, mais le module de compression est plus élevé et I’hydrogel
absorbe moins d’cau. Le photo-amorceur a donc un effet sur les propriétés des hydrogels.
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Tableau 1-6 : Propriétés des hydrogels et cryogels de mCMC et applications. Afin d'assurer une comparaison appropriée, ce tableau ne répertorie que la
réticulation des mCMC sans I'ajout d'un autre agent de réticulation ou d'une autre espéce [155,156,190,212,214]. Certaines caractérisations comme le taux de
gonflement et la mesure de la porosité ont été réalisées sur les cryogels.

Formulation Mise en forme Propriétés Application
Photo-amorceur Temps Densité de Taux de Module Module
Mw DM mCMC . uv (min) / nceuds  de Porosité . élastique en élastique G’
/concentration . e . gonflement a . .
(kDa) (%) (m%) (M%) (nm) Puissance réticulation (um) I"équilibre (%) compression  (Pa)al %, 1
. UV (W) (umol/cm?) 4 ° (kPa) Hz
3:29 4 nd. 46004300 | 1,37+0,44 Encapsulation du | o
nucleus pulposus
4 8,1* 4 300* 6,17+ 1,16
90 10
* *
2 3,2 7 400 1,74 £ 0,47 Réparation 012]
15 2 3,6* 6 800* 1,61+0,75 tissulaire
* * +
25 2 12959/0,05 368 1102/ 50 nd. 0700 3.95:1,16 n.d.
. 2 y 4800 + 300 1274035 Encapsulationdu 1,
’ 3 - 4 200 + 300 3,53+0,87 nucleus pulposus
15 592 + 4,04 6 500 + 2200 3,38+ 1,12
- 8,15 2,5 7,31 +0,44 4500 + 160 7,91+2,28 Réparation [156]
35 11,3+0,40 3500+282 | 13,81+1,66 tissulaire
LAP /0,04 n.d. 80* 650 32 3320 [190]
60 2 385  Variable réparation
PABO-OH . .
0.04 / 1,7+£0,6 n.d. 450 43* 500* tissulaire, [214]

Mw : masse molaire moyenne en masse ; DM : degré de méthacrylation ; A :

09

biocapteurs

longueur d’onde ; *valeurs déterminées a partir d’un graphique. En italique pour les propriétés des cryogels
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1.6.4. HYDROGELS COMPOSITES DE MCMC

Un hydrogel composite est un matériau obtenu en incorporant des charges ou des
particules inorganiques ou organiques dans le réseau 3D, dans le but de modifier certaines de
ses propriétés afin de répondre a des exigences spécifiques. Cette incorporation permet de créer
un matériau hybride qui conserve les caractéristiques du gel tout en apportant de nouvelles
propriétés issues des éléments ajoutés.

1.6.4.1. Exemple de I’ajout d’un agent réticulant

Afin d’améliorer les propriétés mécaniques et la stabilité des hydrogels, il est souvent
nécessaire d'ajouter des agents réticulant pour renforcer la structure du gel.

Dutta et al. ont développé des hydrogels a partir d’une copolymérisation de N-
isopropylacrylamide (NIPA) et des methacrylates de la mCMC dans un but de delivrance de
principes actifs [213]. Dans cette formulation, la mCMC est 1’additif du réseau NIPA, avec au
maximum 25 %m de mCMC par rapport au NIPA.

Zhang et al. [210] ont réalis¢ une formulation d’un mélange d’hydroxyéthyl
methacrylate (HEMA), d’acrylamide et de mCMC dans du PBS pour réaliser une résine photo-
réticulable pour I’impression par DLP. Plusieurs compositions ont été étudiées, puis deux
photo-amorceurs ont été ajoutés : le TPO a 0,3 %m, qui est toxique, et le camphoroquinone a
0,5 %m qui est non soluble dans 1’eau [215,216]. Enfin, 0,3 %m de nanoparticules de laponite
ont été ajoutés dans la formulation pour servir de renfort mécanique. Les hydrogels ont été
imprimés par DLP sous irradiation a 405 nm avec des couches insolées pendant 5 a 20 s.
L’épaisseur et le nombre de couches n’ont pas été mentionnés. L’augmentation de la
concentration en hydroxyéthyl méthacrylate (HEMA) et acrylamide diminue la taille des pores
et augmente le module élastique en compression. En revanche, le taux de gonflement des
hydrogels n’a pas de variation significative et est d’environ 600 % de la masse initiale de
I’hydrogel imprimé. La dégradation dans la cellulase est négligeable avec I’ajout d’HEMA et
d’acrylamide.

1.6.4.2. Ajout de nanocristaux de cellulose

Les nanocristaux de cellulose (NCC) seuls ont été largement étudiés pour renforcer
mécaniquement des composites polymeéres et des hydrogels. Par ailleurs, la modification
chimique des NCC est parfois envisagée pour réagir de maniére covalente avec le réseau de
polymeres et renforcer 1’hydrogel de maniere plus efficace [55,217-220] . Enfin, leurs
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propriétés, leurs structures et leur biocompatibilité en font des additifs particulierement
intéressants pour des hydrogels destinés a des applications médicales [221].

Dans ce contexte, il peut étre intéressant d'ajouter des nanocristaux de cellulose dans
des hydrogels de mCMC, notamment parce qu’ils possédent une structure moléculaire proche
de la CMC. Le mélange de ces deux entités a deja été étudié en solution aqueuse, pour la
formation de papier ou d’emballages alimentaires [222-226].

Cafiso et al. ont ajouté des NCC issus des rafles (résidus) du palmier a huile vides dans
les hydrogels de mCMC développés par Melilli et al. [214]. Une formulation aqueuse contenant
2 %m de mCMC, 1 %m de NCC et du BAPO-OH (0,04 %m) comme photo-amorceur a ainsi
été utilisée pour préparer des hydrogels dans les mémes conditions que Melilli et al.
(Tableau 1-6, Tableau I-7) [190]. Les auteurs ont montré que 1’ajout de NCC n’augmente pas
significativement le temps de gélification qui passe de 4 secondes sans NCC, a 6 secondes avec.
Les propriétés rhéologiques n’ont pas été mesurées sur les hydrogels imprimés, mais en prenant
en compte les valeurs maximales de G’ obtenues lors des mesures de temps de gélification par
rhéologie en temps réel de 1’hydrogel formé au cours du temps. D’autre part, les conditions
d’insolation ne sont pas les mémes, 1’irradiance de la source UV utilisée est de 25 mW/cm? dans
ce cas et non de 30 mW/cm?. En présence de NCC, la valeur du module élastique G’ a1 %et 1 Hz
a été multipliée par 2 (G’hydrogel référence = 500 Pa, G’hydrogel renforce = 1100 Pa). Ce résultatest
expliqué par les auteurs par 1’augmentation de la densité de noeuds de réticulation engendréepar
la présence de NCC, sans que 1’origine de cette augmentation, non intuitive, ne soit explicitée.
Cependant, le calcul effectué prend en compte la valeur du module G' obtenue au plateau des
mesures de rhéologie. Or, la valeur de ce module ne dépend pas seulement de la densité de
noeuds de réticulation mais aussi de la présence seule des NCC, qui par essence, permettent de
renforcer le réseau sans pour autant participer a la réticulation. De plus, le moduleélastique en
compression a lui aussi été augmenté d’un facteur 1,3 en passant de 32 kPa pour I’hydrogel de
mCMC seule a 43 kPa en présence de NCC. En somme, les propriétés mécaniquesont été
augmentées avec 1’intégration des NCC. Enfin, la présence des NCC fait diminuer le taux de
gonflement des hydrogels d’un facteur 1,5 (300 % avec et 450 % sans). Ce résultat estexpliqué
par ’augmentation de la densité de noeuds de réticulation qui limite 1’étirement du réseau lors
du gonflement et par la diminution du volume libre dans le réseau, qui est en partieoccupé par
les NCC.
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1.6.4.3. Ajout de nanocristaux de cellulose méthacrylate

Afin d'améliorer davantage les propriétés meécaniques des hydrogels, il est parfois
nécessaire de fonctionnaliser les NCC de facon a interagir de maniere covalente avec le réseau
de polymeres.

Jusqu’a présent, la fonctionnalisation de NCC avec des groupements norbornénes n’a
pas été reportée dans la littérature. Cependant, celle-ci a déja été réalisée sur les nanofibrilles
de cellulose (NFC) [227-229]. En revanche, Wang et al. ont greffé des thiols en surface de
NCC (DS = 0,26) afin de les rendre réactifs vis-a-vis de groupements méthacrylates greffés sur
de la gélatine. La formulation développée a ensuite été utilisée pour imprimer des hydrogels
par DLP [230].

Plusieurs réactions ont été envisagées sur la fonctionnalisation des CNC par des
fonctions méthacrylates pour former des nanocristaux de cellulose methacrylate (mNCC).
L’acide méthacrylique est un des réactifs utilisés pour la méthacrylation des NCC [231,232].
De cette facon, Nielsen et al. ont développé des NCC modifiés pour la détection de pH par un
double marquage fluorescent [231]. Dans ces travaux, la méthacrylation des NCC a été réalisée
par estérification des groupes hydroxyles avec I'acide méthacrylique dans le dichlorométhane
en présence de deux catalyseurs (N,N’-diisopropylcarbodiimide et 4-diméthylaminopyridine).
Wang et al. ont réalisé une estérification de Fischer d’une suspension de NCC dans 1’eau, en
présence de toluene (agent de déshydratation), d’acide paratoluénesulfonique (catalyseur) et de
phénothiazine (inhibiteur de polymérisation) [232]. L’acide méthacrylique a ensuite été ajouté
lentement a 80 °C. Aprés 4 heures de réaction a 120 °C, la caractérisation des NCC par RMN
13C CP-MAS du solide a prouvé la méthacrylation, sans que le DS n’ait été quantifié.

L’anhydride méthacrylique (AM) a également été utilisé pour la méthacrylation des
NCC [233-236]. Wang et al. ont fait réagir I’AM avec les NCC dans du diméthylformamide
(DMF) en présence de pyridine 4 60 °C pendant 18 heures [233]. Cette modification a été suivie
d’un greffage du BAPO sur les NCC pour la création d’un photo-amorceur NCC-BAPO dédié
a la polymeérisation de groupements méthacrylates. En 2017, Siqueira et al. ont fonctionnalisé
de la méme maniere les NCC pour le développement d’une encre imprimable en ajoutant
188,9 g d’AM et 4,8 g de pyridine a une suspension de 2 %m de NCC dans 156,7 g d’une
composition de CNC/DMF [234]. La réaction entre I’AM et les NCC en présence de pyridine
a été réalisée a 105 °C pendant 5 h. Dans ces deux études, le DS des NCC modifiés n’est
malheureusement pas étudié. Bai et al. ont developpé un composite constitué de poly(alcool
vinylique) fonctionnalisé avec du méthacrylate de glycidyle et de nanocristaux de cellulose
fonctionnalisés avec de I’AM pour une utilisation dans le domaine du packaging [235]. Pour
fonctionnaliser les NCC, de I’AM et du 4-dimethylaminopyridine (DMAP) ont €été ajoutés a
une suspension de NCC dans du dimethyl sulfoxide (DMSO) a 50 °C puis la synthese s’est
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déroulée pendant 48 heures. Un DS de 0,68 % a ainsi été obtenu. Enfin, Ma et al. ont réalisé la
méthacrylation de NCC avec I’AM en milieu aqueux pendant 4 heures a 50 °C en ajustant le
pH entre 8 et 10 avec de la soude [236]. Cependant, aucun DS n’a été déterminé. Les NCC
méthacrylate (mMNCC) et non méthacrylate ont été ajoutés pour renforcer des plastiques a base
d’isolats de protéines de soja. Ils apportent une résistance accrue a 1I’eau et une amplitude de
déformation plus importante que la matrice initiale.

Cafiso et al. a utilisé le 3-(triméthoxysilyl) propyl méthacrylate (TPM) pour
fonctionnaliser les NCC [214]. La méthacrylation a été réalisée en ajoutant le TPM dans une
dispersion de NCC a 2 %m dans 1’eau. Le pH a été ajusté a 3,0 et la réaction s'est déroulée
pendant 24 h a température ambiante. La quantification du DS n’a pas été effectuée. Ces NCC
méthacrylates ont ensuite été utilisés pour renforcer des hydrogels de carboxyméthylcellulose
méthacrylate a partir d’une formulation contenant 2 %m de mCMC et 1 %m de mNCC et du
BAPO-OH (0,04 %m) comme photo-amorceur (Tableau I-7) [214]. Les auteurs ont montré que
I’ajout des mNCC renforce davantage la structure des hydrogels que ’ajout de NCC non
fonctionnalisés, du fait de leur participation covalente au réseau. Les auteurs ont montré que
I’ajout de mNCC n’impacte pas significativement les cinétiques de réticulation. En effet, le
temps de gélification est passé de 4 secondes sans mMNCC, a 2 secondes avec. Ainsi, les
hydrogels contenant des mNCC présentent un module élastique G’ supérieur (2400 Pa) a ceux
des hydrogels renforcés avec des NCC (500 Pa). En conséguence, les auteurs en concluent une
densité de noeuds de réticulation supérieure, preuve de leur participation dans la réticulation
des méthacrylates des mNCC entre eux et avec la mCMC. Cependant, comme avec les NCC,
le calcul utilisé prend en compte la valeur du module G' obtenue au plateau des mesures de
rhéologie en temps réel. Or, la valeur de ce module ne dépend pas uniquement de la densité de
noeuds de réticulation mais aussi de la présence des mMNCC qui renforcent le matériau sans
nécessairement participer a la réticulation. Les hydrogels obtenus ont une plus faible résistance
a la deformation que ceux sans nanocristaux et ceux avec NCC non fonctionnalisés. En
revanche, le module élastique en compression n’est pas supérieur a celui des hydrogels
contenants des NCC. La présence des NCC conduit a une diminution du taux de gonflement car
en leur présence le réseau est plus dense. Les modules élastiques en compression des hydrogels
gonflés ont été mesurés. Les hydrogels contenant des mMNCC perdent moins leurs propriétés
mécaniques aprés gonflement que ceux avec des NCC. En effet, le module élastique en
compression des hydrogels gonflés avec mMNCC est de 26 kPa, soit 1,6 fois moins que I’hydrogel
initial (43 kPa), alors que I’hydrogel gonflé avec des NCC a un module élastique en compression
de 14 kPa et qu’il était de 55 kPa pour 1’hydrogel initial. De méme, les hydrogels gonflés de
mCMC avec et sans NCC ont le méme module élastique (14 kPa), ce qui peut laisser supposer
la migration hors du réseau des NCC a travers le réseau lors du gonflement. Ceci prouve
I’importance des mMNCC pour le renforcement des hydrogels pouvant étre amenés a
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gonfler tout en conservant une certaine rigidité. Cependant, les auteurs n’ont pas mesuré le DS
des mNCC ni étudié I’influence de sa variation sur les propriétés des hydrogels.

Tableau 1-7 : Composition des formulations de mCMC et NCC/mNCC (0,04 %m BAPO-OH) et
propriétés des hydrogels obtenus. Les mesures de G’ sont obtenues apreés 60 s d’insolation a 30 mW/cmz2,
Les autres caractérisations sont réalisées sur des hydrogels imprimés avec des couches de 50 pum,
insolés 13, 15 et 12 s avec 30 mW/cm2 pour les formulations de mCMC, avec NCC et mNCC [214].

Densité de e
. M(_)dule .| noeuds de . M(_)dule Taux de Module ela§t|que en
Composition élastique G réticulation élastique en gonflement compression des
P (Pa) a1 %, (umolicm?) compression | aP’équilibre hydrogels gonflés
1Hz H (kPa) (%) (kPa)
2 %m mCMC 4* 500* 1,70£0,6 37* 450 14*
0,
21/((;/r(;nmm,\Cllcl:\/(I:C 6* 1100* 3,13 + 0,04 55* 300 14
0,
21 (,//‘(’Jm ml'\c"g 2% 2 400* 5,72 +1,01 43* 150 26*

*valeurs déterminées a partir d 'un graphique.

1.6.5. FABRICATION ADDITIVE D’HYDROGELS DE MCMC

Dans la littérature scientifique, seulement trois publications traitent de I’impression par
DLP d’hydrogels de mCMC. Tout d’abord, Zhang et al. ont imprimé des hydrogels a partir de
formulations constituées de mCMC, d’HEMA, d’acrylamide et de nanoparticules de Laponite
(silicate d'aluminium et de magnésium) (Figure 1-28) [210]. Les hydrogels obtenus sont
destinés a la culture de cellules stromales de la moelle osseuse. Cependant, la publication ne
mentionne aucune information sur les objets imprimés.

Un second groupe de recherche, mené par le Dr. Chiappone, a I’Institut Polytechnique
de Turin (Italie), a également mis en forme par DLP un hydrogel a partir d’une formulation de
mCMC a 2%m dans 1’eau (Figure 1-28) [190]. L’imprimante DLP utilisée (UV-MAX, Asiga,
Australie) possede un pixel de dimension 62 pum en XY. Les hydrogels ont été imprimés par
couches successives de 50 pum (Z) avec une irradiance d’insolation UV (385 nm) de
30 mW/cm2. Les objets ont ensuite été post-réticulés sous UV pendant 6 minutes a 12 mW/cmz2,
Malheureusement, le nombre de couches et le durée d’insolation de chagque couche ne sont pas
mentionnés. Les hydrogels imprimés sans post-réticulation présentent des formes relativement
simples (Figure 1-28a et b). Un objet plus détaillé a été imprimé mais 1’hydrogel obtenu
présente une mauvaise résolution difficile a définir (Figure 1-28d). Pour améliorer la résolution
des hydrogels imprimés, Melilli et al. ont remplacé I’eau par un milieu de culture cellulaire
(DNEM) absorbant a 385 nm. La résolution est ainsi améliorée dans les trois dimensions XYZ
(Figure 1-28e et f). Un objet possédant un creux a pu étre obtenu, ce qui n’est pas possible sans
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photo-absorbeur étant donné que le faisceau UV diffuse sur toute 1’épaisseur insolée. Des objets
avec une résolution proche de 500 um en XY ont été obtenus. Les hydrogels imprimés dans le
milieu de culture cellulaire ont un module élastique G’ trois fois inférieur a ceux obtenus dans
I’eau. En effet, le module élastique G’ est de 1 030 Pa dans le milieu de culture et de 3 320 Pa
dans I’eau. En revanche, en remplagant I’eau par le milieu de culture, le groupe de recherche
s’est affranchi de 1’utilisation de photo-absorbeurs solubles dans 1’eau et absorbant a 365-385
ou 405 nm dont la toxicité est avérée ou suspectée comme la tartrazine ou les colorants
alimentaires [169,237—-239]. Dans cette étude, I’influence des paramétres d’impression et de la
composition de la formulation sur la résolution des objets n’a pas été etudiée.

Figure 1-28 : Hydrogels de mCMC imprimés par DLP par Melilli et al. (A) Cylindres simples et
rectangle (B) L'hydrogel rectangle présente une bonne flexibilité et une bonne maniabilité (C) Image
MEB de I'nydrogel lyophilisé. (D) Hydrogels imprimés a partir de formulations constituées de 2 %m de
mCMC (DM = 60 %) dans [’eau (E,F) ou dans un milieu de culture [190].

Plus recemment, en 2022, Cafiso et al. ont imprimé par DLP des hydrogels a partir d’une
formulation cellulosique en ajoutant des NCC ou des mNCC (Figure 1-29) afin de renforcer la
structure des hydrogels et d’améliorer la résolution des objets imprimés. L’imprimante DLP
utilisée (Asiga MAX, Australie) présente une résolution XY de 27 um. L’irradiance utilisée est
de 30 mW/cm2 et des couches de 50 um (Z) sont imprimées avec des insolations respectives de
13 secondes avec la formulation seulement composée de mCMC, 15 s avec NCC et 12 s avec
les mNCC. Aprés avoir été nettoyés dans un bain d’eau distillée, les hydrogels ont été post-
réticulés 3 minutes sous UV (385 nm) a 50 mW/cmz2. Lors de cette étape, il est possible que les
hydrogels aient subi un gonflement pouvant augmenter la résolution finale. Comme discuté
précédemment, les hydrogels sont effectivement plus résistants lorsqu’ils contiennent des NCC
ou des mMNCC (Tableau I-7). En comparaison avec I’hydrogel imprimé Figure 1-28f, la
résolution de celui imprimé avec des mNCC est moins bonne en raison d’un contrdle difficile
de la polymeérisation en présence des nanocristaux (Figure 1-29b) [214]. Pour pallier ce
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probléme, le colorant vert brillant BS (E142) a été utilisé comme photo-absorbeur. Le groupe
de recherche affirme qu’une meilleure résolution a €été obtenue dans les trois dimensions de
I’espace. Or, la résolution en XY est toujours de I’ordre du mm et aucun objet possédant des
cavités n’a été imprimé afin de prouver I’amélioration de la résolution en Z. De plus, le colorant
utilisé est toxique, et ne permet pas d’envisager des applications biomédicales [240,241]
(Figure 1-29d et e).

Figure 1-29 : Hydrogels imprimés par DLP par Cafiso et al. a partir de formulations constituées de
2 %m de mCMC dans l’eau et 1 %m de mNCC, sans (a-c) ou avec un colorant vert brillant BS (d, e)
[214].

Les résultats obtenus soulignent clairement les défis liés a I'impression d'hydrogels de

mCMC avec une combinaison de résistance mécanique et de résolution adaptées aux
applications biomédicales.
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|.7. CONCLUSIONS

Bien que de nombreuses études aient été menées sur la méthacrylation de la mCMC et
la formation d'hydrogels, il est difficile d'identifier des tendances claires en fonction de ces
différents parametres. Dans ce contexte, un des objectifs de cette thése est de comprendre en
profondeur I'influence de ces parameétres et des mécanismes sous-jacents sur les propriétés des
hydrogels et des cryogels de mCMC gréace a des mesures quantitatives. L'objectif ultime est de
développer une formulation imprimable offrant une résolution supérieure a celles obtenues dans
les travaux déja publiés dans la littérature. L'objectif de cette these est de proposer des solutions
aux difficultés mentionnées précédemment. Pour ce faire, une analyse approfondie de
I'influence du rapport DM (degré de méthacrylation) et de la concentration en mCMC sur les
propriétés physicochimiques et mécaniques des hydrogels est nécessaire. De plus, il est
primordial d'évaluer I'effet de I'ajout de nanocristaux de cellulose, qu'ils soient fonctionnalisés
ou non sur ces mémes propriétés mais aussi sur I’imprimabilité des formulations. En outre,
I'étude du choix du photo-amorceur et de I'optimisation des paramétres d'impression revét une
importance capitale pour obtenir des objets précis grace a la fabrication additive de type « vat
photopolymerization ». En combinant ces différentes investigations, I'objectif est de développer
une approche novatrice permettant de surmonter les contraintes actuelles et de parvenir a la
réalisation d'hydrogels imprimables offrant a la fois la résistance mecanique et la résolution
requises pour des applications biomédicales réussies.
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11.1. INTRODUCTION

Ce chapitre présente en détail le matériel expérimental utilisé et les méthodes mises en
ceuvre dans le cadre de ces travaux de these. lls ont été choisis en fonction de leur pertinence et
de leur adéquation avec les objectifs du projet. Leur description détaillée doit permettre la
reproduction des résultats obtenus. La premiere section décrit les produits utilisés et la partie
méthodes décrit les différentes étapes expérimentales, les protocoles de préparation des
échantillons et de mesures, ainsi que toutes les autres manipulations réalisées pendant I'étude.
Les méthodes utilisées dans ce projet sont basées sur des protocoles établis dans la littérature et
des details plus précis sont fournis pour celles développées spécifiqguement pour cette étude.
Cette section décrit également des contrbles expérimentaux appropriés mis en place pour
minimiser les erreurs et assurer la reproductibilité des résultats.

11.2. MATIERES PREMIERES

La CMC sous forme de sel de sodium (NaCMC, référence BLANOSE 7LP EP, Ashland,
France) avec une masse molaire moyenne en masse (Mw) de 90,5 kg/mol et un degré de
substitution (DS) de 0,7, a été utilisée telle quelle. L'anhydride méthacrylique (AM) contenant
2 000 ppm de topanol A en tant gu'inhibiteur de radicaux, le 2-hydroxy-4'-(2-hydroxyéthoxy)-
2-méthylpropiophénone (12959), le lithium phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinate (LAP),
les pastilles d'hydroxyde de sodium anhydre (NaOH), I'oxyde de deutérium (D20), les
cellulases (trichoderma ressei), la solution tamponnée au sel phosphaté pH = 7,4 (PBS), I’acide
sulfurique 98% et 1’éthanol 96% ont été achetés chez Sigma Aldrich (France). Les fibres de
coton (linters) ont été achetés auprés de Buckeye Cellulose Corporation (Etats-Unis).
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11.3. SYNTHESES, FORMULATIONS ET MISE EN FORME
D’HYDROGELS ET DE CRYOGELS

11.3.1. SYNTHESES

11.3.1.1. Méthacrylation de la carboxyméthylcellulose

Le protocole de méthacrylation de la CMC a été adapté de ce qui est rapporté dans la
littérature [1-11]. La NaCMC (90 kg/mol) est d’abord solubilisée a 2, 4 ou 6 %m dans de I'eau
déionisée a température ambiante ou & 50 °C sous agitation constante pendant 12 h. Ensuite,
I’anhydride méthacrylique (AM) est ajouté lentement (environ 15 minutes) a la solution de
CMC. Différents rapports molaires entre les groupes hydroxyles de la CMC et ’AM ont été
utilisés, a savoir 1,24 ; 2,48 ; 3,72 ; 4,96 ; 6,18 et 7,42. L'homogénéisation des réactifs pendant
la réaction est réalisée par agitation magnétique a 700 ou 1400 tr/min ou par agitation
mécanique avec une vitesse évolutive atteignant rapidement 2 000 tr/min. Dans ce dernier cas,
deux types de mobiles d’agitation ont été testés afin d'étudier Il'influence de la méthode
d'agitation sur la réaction : une péale droite (Velp Scientifica, Italie) (Figure 11-1a) et une pale
ancre (ThermoFisher, France) (Figure 11-1b). La réaction est menée pendant 24 heures a
température ambiante. Quatre synthéses ont été réalisées a 0 °C pour comparaison. Le pH du
milieu est constamment ajusté avec une solution de NaOH a 10 ou 3 M pendant la réaction de
manicre a étre le plus proche possible de 8§ et jamais inférieur. Pour étudier I’effet du pH, la
réaction a également été réalisée en ajustant le pH a 12 et sans ajustement du pH. Dans certaines
conditions, des prélévements a 1, 3, 5 et 7 heures de réaction ont été réalises sur un petit volume
pour étudier la cinétique. Lors des réactions a petite échelle (« lab-scale ») impliquant une
agitation magnétique, le volume de synthése correspond a 100 ml (100 g). Dans le cas d’une
agitation mécanique, le volume correspond a 2,5 L (2,5 kg, « scale-up ») (Figure 11-1c).

Les milieux de syntheses sont purifiés pendant une semaine par dialyse dans I'eau
déionisée a l'aide d'une membrane d'esters mixtes de cellulose (MWCO = 12-14 kg/mol ; Roth,
Allemagne). Enfin, la mCMC est lyophilisée pendant cing jours avec un lyophilisateur CHRIST
Beta 2-8 LS plus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Allemagne).
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(@ (b)

(c)

Ampoule de coulée pour

Moteur d’agitation ————» I’addition de ’AM

Pale d’agitation
(ancre)

Bécher de 5 L contenant
le milieu de synthese

Electrode de mesure du pH
reliée au pH-métre

Support élévateur

Figure 11-1 : (a) pale droite (b) pale ancre et (c) montage du « scale-up » pour la méthacrylation de la
CMC. Lors de la réaction, [’électrode de mesure du pH est plongée dans le milieu de synthese.

11.3.1.2. Préparation des nanocristaux de cellulose

Le protocole de production des NCC est basé sur le travail de Revol et al. [12]. Des
feuilles de linters (fibres courtes) de coton (60 g) sont coupées en petits morceaux et mélangées
dans un blender pour augmenter la surface spécifique. L'hydrolyse acide est effectuée dans de
I'acide sulfurique a 64 %m (840 mL) a 60 °C pendant 30 min sous agitation mécanique.
L'hydrolyse est arrétée en ajoutant un volume de glace représentant 50 % de celui de la solution
acide (420 ml). L'acide sulfurique est éliminé par centrifugation a 20 300 g et 4 °C, pendant
30 min en utilisant une centrifugeuse Sigma 6-16KS (SIGMA, Allemagne). Apres redispersion
du culot contenant les NCC dans de I'eau déionisée pendant 30 min, une nouvelle centrifugation
est effectuée pendant 15 min a 20 300 g et 20 °C. Cette séquence est répétée 3 fois. Le culot
résultant est redispersé dans 2 L d'eau et purifié pendant 10 jours par dialyse contre de I'eau
déionisée a l'aide d'une membrane d'esters mixtes de cellulose (MWCO = 12-14 kg/mol ; Roth,
Allemagne) jusqu'a ce que la conductivité du bain d'eau soit égale a celle de I'eau déionisée. La
suspension est ensuite soniquée par lots de 200 mL a l'aide d'un sonificateur numérique Branson
450 (Emerson, France) pendant 5 min en utilisant un mode pulsé pour limiter 1’augmentation
de tempeérature. De plus, pendant la sonication, le bécher contenant la dispersion est place dans
un bain de glace pour éviter toute augmentation de temperature. La suspension est ensuite filtrée
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a travers des membranes de nitrate de cellulose Whatman de 5 pm puis de 1 um avec un
équipement de filtration Sartorius pour éliminer les gros agrégats. La concentration de NCC
dans la suspension aqueuse finale (2,3 %m) est mesurée a partir de I'extrait sec.

11.3.1.3. Méthacrylation des nanocristaux de cellulose

Comme pour la méthacrylation de la CMC, I’anhydride méthacrylique est ajouté
lentement a une dispersion de NCC a 2 %m dans de I'eau déionisée. Des rapports molaires de
3,0, 6,0, 12 ou 24 entre les groupes hydroxyles de surface des NCC et I’AM (AM/OHsurf) ont
éte utilisés. Le nombre de groupements hydroxyles en surface (Non) des NCC est calculé sur la
base de I’Equation 11-1 donnée par Eyley et Thielemans [13,14].

n;+n, (L1+ L,  Li+L;

PNAL, L,c + ) + Z(PNALsd(uo)d(ﬂo))_l (Equation I1-1)

N =
OH d(nu) d(ﬁo)

Ou ny (=2) et n2 (=4) respectivement le nombre de groupes hydroxyles primaires et
secondaires des plans cristallins (110) (ou (10)) dans la cellule unitaire. p est la densité de la
cellulose cristalline (1,605 g/cm?®), Na le nombre d’ Avogadro (6,022.10%% mol™), ¢ la dimension
de la cellule unitaire (1,038 nm), L1 la largeur (22 nm), L la hauteur (6 nm) et L3 la longueur
(150 nm) des nanocristaux de coton, dimensions moyennes obtenues a partir des données de
diffusion des neutrons aux petits angles rapportées par Azzam et al. [15]. Les distances
interplans dci10) et d¢rio) sont respectivement de 0,53 et 0,59 nm. Le calcul donne Non
= 4,59 x 10 mol/g [13].

La réaction est menée pendant 24 h a température ambiante sous agitation magnétique.
Le pH est constamment ajusté au plus proche de 8 avec une solution de NaOH a 10 N pendant
la réaction. Apreés celle-ci, les mNCC sont précipités dans 200 mL d'éthanol, centrifugés a
16 200 g & 20 °C pendant 15 min en utilisant une centrifugeuse Sigma 6-16KS (SIGMA,
Allemagne). Les mMNCC sont ensuite dispersés dans 100 g d'eau et centrifugés a 16 200 g et
20 °C pendant 30 min. Le mélange résultant est dispersé dans 50 mL d'eau et purifié pendant
14 jours par dialyse contre de l'eau a l'aide d'une membrane d'esters mixtes de cellulose
(MWCO = 12-14 kg/mol ; Roth, Allemagne). Ensuite, le produit mMNCC est lyophilisé pendant
4 jours avec un lyophilisateur CHRIST Beta 2-8 LS plus (Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen, Allemagne). Une partie des mNCC récupéreés est dispersée a 1 %m
dans de I'eau déionisée par ultra-sonication a I'aide d'un sonificateur Branson en utilisant un
mode pulsé pour limiter I’augmentation de température. Pendant la sonication, le bécher
contenant la dispersion est placé dans un bain de glace pour éviter toute augmentation de
température.
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11.3.2. FORMULATIONS

11.3.2.1. Formulations agueuses de carboxyméthylcellulose méthacrylate

Pour la formation d’hydrogels, les différentes mCMC synthétisées sont solubilisées a 2,
3 ou 4%m dans de I'eau déionisée a 25 °C ou 50 °C, selon le pourcentage massique, pendant
12 heures sous agitation magnétique. Le photo-amorceur (PI), I’Irgacure 2959® (12959) est
ensuite ajouté a température ambiante avec un rapport molaire constant par rapport au nombre
de moles de méthacrylate (MA) en solution (nPI/nMA = 0,55). L’12959 a été choisi car il est
soluble dans I'eau (maximum 0,5%m), non toxique et absorbe a 365 nm, longueur d’onde a
laquelle I’hydrogel est formé et correspondant a celle de la source UV des DLP Prodways
V6000 et M120 [16]. L°12959 est disperse dans la formulation pendant 15 minutes dans un bain
a ultrasons a 50 °C, puis celle-ci est agitée avec un multi-rotateur PTR-35 (Grant, Royaume-
Uni) a 6 tr/min pendant 12 heures a température ambiante.

Au cours de la thése, les imprimantes 3D DLP Prodways V6000 et M120 prévues pour
étre utilisées sont tombées en panne et n'ont pas pu étre réparées. Pour les remplacer, le
laboratoire s'est procuré une imprimante DLP polyvalente, I'Asiga MAX (Figure 11-3). Cette
derniére fonctionne avec une longueur d’onde de 385 nm. Dans ce cas, le photo-amorceur utilisé
n’est plus 1’12959 mais le LAP, ajouté dans les mémes proportions molaires par rapport aux
groupements méthacrylates (0,55).

Les compositions des différentes formulations sont représentées dans le Tableau I1-1.

11.3.2.2. Formulations cellulosigues a base de mMCMC contenant des NCC/mNCC

Des formulations contenant 2 %m de mCMC et 0,2 ou 0,5 %m de NCC ou mNCC ont
sont réalisées. Le mélange est agité magnétiqguement pendant 12 heures a 25 °C. L’12959 est
ensuite ajouté a température ambiante avec un rapport molaire constant par rapport au nombre
total de moles de méthacrylates dans les formulations (0,55). La formulation est dispersée
pendant 15 minutes dans un bain a ultrasons a 50 °C puis agitée avec un multi-rotateur PTR-35
(Grant, Royaume-Uni) a 6 tr/min pendant 12 heures a température ambiante. Dans le cas de la
formulation préparée avec du LAP, ce dernier est ajouté avec un rapport molaire constant par
rapport au nombre total de moles de méthacrylates (0,55). Les compositions des différentes
formulations sont représentées dans le Tableau I1-1.
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Tableau I1-1 : Compositions des formulations utilisées dans les différents chapitres, pour une masse
totale de 100 g.

masse (g)

Chapitre Nom mCMC* 12959/LAP NCC/mNCC Eau
A2 7 0.12 97,88
A3 3 0,18 96,82
A4 4 0,25 95,75
B2 7 0,20 97,80
4 B3 3 0,30 96,70
B4 4 0,41 95,59

c2 7 0,32 97,68
C3 3 0,50 96,50

FCNCCos 0.12 0.2 97,68

FCNCCops 0,12 0,5 97,38

vV FMCNCCos 2 013 0.2 97,67
FMCNCCos 0.14 05 97,36

FA2 7 0.15 97,85

FA3 3 0,22 96,78

v FA4 4 0,31 95,69
FB2 0,25 97,75

FC2 2 0,20 97,60

* e DM de la mCMC utilisée est mentionné dans les chapitres respectifs

11.3.3. PREPARATION DES HYDROGELS ET DES CRYOGELS POUR LES CHAPITRES
HET IV

Dans le cas des formulations préparées dans les parties 11.3.2.1 et 11.3.2.2, 650 pL de
chaque formulation, prélevés avec une micropipette, sont placés dans un moule circulaire en
polytétrafluoroéthyléne (PTFE) de 15 mm de diametre et 1 cm de hauteur, puis exposes pendant
5 minutes sous une source UV carrée de 15 mm de cété, avec une longueur d'onde de 365 nm
et une irradiance de 82 mW/cm? (Promaker V6000, Prodways, France). Tous les hydrogels
obtenus ont une épaisseur moyenne de 3,6 mm et un diametre de 15 mm. lIs sont ensuite déposés
dans une coupelle en aluminium qui est placée dans un Dewar rempli d'azote liquide. La
congélation est donc réalisée du bas vers le haut, puis I’hydrogel congelé est lyophilisé durant
une nuit avec le lyophilisateur CHRIST Beta 2-8 LS plus (Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen, Allemagne) pour obtenir des cryogels (Figure 11-2).

Dans le cas des hydrogels issus de formulations contenant du LAP, leur formation est
décrite dans la partie ci-aprés. Le processus de congélation et de lyophilisation est par contre le
méme que présenté ci-dessus.
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Hydrogel Cryogel

lyophilisation

e

Figure 11-2 : Hydrogel transformé en cryogel par lyophilisation (-90 °C, 0,06 mbar).

11.3.4. FORMATION DES HYDROGELS DANS LE CHAPITRE V

11.3.4.1. Digital light processing et parameétres d’impression des hydrogels

La DLP Asiga Max (Asiga, Australie) est une imprimante 3D professionnelle qui
comprend plusieurs composants essentiels pour son fonctionnement et sa performance
(Figure 11-3). La source de lumiére qui émet une lumiére ultraviolette de longueur d'onde
monochromatique de 385 nm est située a I’intérieur de I’imprimante, sous la vitre en verre. La
puissance maximale utilisable de cette derniére est de 18 mW/cm?. La résolution de I’image
projetée est de 62 um dans les axes X et Y et dépend fortement de la qualité du focus réalisé
sur la vitre (Figure 11-3a). Le plateau de la DLP Asiga Max peut avoir une précision en
épaisseur Z allant jusqu'a 1 um. Cette précision en Z se réfere a I'ajustement de la hauteur de la
plateforme de construction lors de la création de chaque couche de l'objet imprimé. La
formulation utilisée est contenue dans une cuve dédiée, dont le fond est transparent aux UV et
qui ne modifie pas la qualité du pixel (Figure 11-3b). L’écran tactile de contrdle permet de gérer
les parametres d’initialisation, la puissance de la LED et les tests matériaux. Le logiciel
Composer est dédi¢ a 'imprimante sur lequel est envoyé un fichier STL d’un modele CAO
représentant la structure 3D a imprimée. Les différents paramétres d’impressions sont ajustables
sur ce dernier, puis les informations sont envoyées a I’imprimante pour fabrication de I’objet.
Dans le cas des formulations de mCMC, le durée d’insolation par couche est de 5 s pour la
premiére puis de 4 s pour les autres avec une irradiance de 18 mW/cm2.

Dans un premier temps, des objets sont imprimés a partir de modeles CAO issus de la
base de données Thingevers ou dessines sur avec le logiciel SolidWorks. La structure des objets
a été choisie de maniere a définir les paramétres d’impression et la résolution maximale
atteignable. L’épaisseur de couche dépend des objets a imprimer. Ensuite, les hydrogels sont
rincés a I’eau puis subissent un post-traitement aux UV pendant 3 minutes dans une cuve UV
TwinCure (Medifive, Corée du Sud). La cuve UV est composée d’une plaque tournante
entourée de 7 LED UV a double longueur d’onde 365 nm + 405 nm pour une irradiance a
I’intérieure de 6 mW/cm2. Les hydrogels ont ensuite été photographiés par un smartphone
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Samsung Galaxy S20 FE ou par un microscope numérique VHX-7000 (Keyence, France).
Enfin, les hydrogels ont été lyophilisés pour la conservation de la structure.

Des hydrogels circulaires d’un diametre de 15 mm de diamétre ont été imprimés avec
des couches de 100, 250 et 500 um jusqu’a obtenir une épaisseur de 4 mm. Les hydrogels
imprimés subissent un post-traitement aux UV pendant 3 minutes dans une cuve UV TwinCure
(Medifive, Corée du Sud). L’effet du post-traitement a été étudié en effectuant les
caractérisations sur les hydrogels et les cryogels résultants et les propriétés ont été comparées a
celles des matériaux apres impression. Ces hydrogels ainsi que les cryogels résultants ont été
caractérises par les méthodes décrites dans la partie suivante.

(a) (b)

ﬂ Capot de sécurité
- Vis du plateau ‘

7 —_—
— Plateau de construction

8" Poignée pour maintenir la cuve

m= Vitre ou le focus de
B |'image se fait

Ecran tactile de controle

\ I

Figure 11-3 : (a) photo représentant les différents éléments de la DLP Asiga MAX (b) photo représentant
une formulation dans la cuve préte pour impression. La cuve est placée au-dessus de la vitre.

11.3.4.2. Polymérisation a 2-photons et paramétres d’ impression des hydrogels

L’impression P2P a été réalisée par Angélique Schlepp de la startup Microlight3D
(https://www.microlight3d.com/).  L’imprimante  utilisee est la pFab3D.Advanced
(Microlight3D, France) qui comprend plusieurs composants essentiels pour son fonctionnement
et sa performance (Figure 11-4). Elle est équipée d’un microscope inverse possédant un objectif
a air avec un grossissement X20 (Olympus, France) et ayant une ouverture numerique de
0,8 NA. Une platine piézoélectrique 3D se deplacant jusqu'a 300 um selon les axes X, Y et Z,
permet de positionner le point focal du laser qui génére des impulsions laser femtosecondes vert
aA =532 nm avec une puissance maximale de 20 mW. Les deux photons sont localisés au point
focal dans un petit volume (~1 um®) appelé voxel. La résolution maximale possible d’obtenir
avec cette imprimante est de 200 nm. Enfin, la conception des objets a imprimer se fait a I'aide
du logiciel Luminis. Dans le cas de cette imprimante, ce n’est pas une impression couche par
couche, le laser suit les trajectoires de slicing établie par Luminis.
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“I « Objectif

Platine piézoélectrique

Source laser
+———— Microscope

Figure 11-4 : Imprimante P2P uFab3D.Advanced utilisée par Micrilight3D.

Tout d’abord, une goutte de formulation est déposée sur une lamelle de verre
transparente de 24 mm de c6té et d’une épaisseur entre 150 — 170 um. La surface du verre est
prétraitée avec du Bind-Silane pour permettre 1’adhésion de I’hydrogel sur la lamelle. Cette
derniére est ensuite fixée sur la platine. Pour la polymérisation, la puissance du laser est réglée
a4 mW et la vitesse d'impression de 187,5 um/s soit des temps d’exposition de 2 s. Avec les
parametres utilisés, la hauteur théorique du voxel est de 7 um. Les images sont d’abord réalisées
en capture d’écran sur le PC de la P2P post impression avec 1’objectif 0,8 NA x20 (Olympus,
France). Apres la polymérisation, la formulation résiduelle est éliminée en ringant I'échantillon
pendant 1 minute dans une solution de PBS. Ensuite, I’hydrogel a été post-traité sous UV par
une lampe (UV 701435, 254nm Jeulin, France) puis laissé sécher a I’air libre ou alors I’exces
de PBS a été éliminé avec une feuille absorbante. Ces étapes correspondent au développement
de la piéce imprimée. Les images des hydrogels imprimés post développement, sont réalisées
avec un microscope optique (Olympus, France) possédant un grossissement x100, avec une
dino-lite (Dino-lite, France, réf RS AM4815ZTL) possédant un grossissement x232,9, et enfin
avec un microscope digital numérique sans oculaire (RYECOCAM, Suisse).

11.3.5. ETUDE DE L’EPAISSEUR DE COUCHE RETICULEE EN FONCTION DU TEMPS

La connaissance de 1’épaisseur de couche réticulée en fonction de la durée d’insolation
permet de donner des informations importantes sur la résolution potentielle dans 1’axe Z. Dans
le cas des formulations de mCMC contenant des NCC ou des mNCC et de 1’12959, un volume
correspondant a une hauteur de 1 cm de formulation est placé dans une coupelle en aluminium
(Figure 11-4). Ensuite, un pochoir opaque noir avec un trou circulaire de 12 mm de diameétre
est placé sur la surface. L'insolation a des durées différentes est contrdlée par une lampe a fibres
optiques UV UFIBER-COL 365 nm (UWAVE, France) réglée de maniére a avoir une puissance
moyenne de 82 mW/cm?. L’hydrogel formé est retiré de la formulation liquide et sa largeur et
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son épaisseur ont été mesurées a différents endroits a I'aide d'un pied a coulisse comptant pour
environ 5 mesures et moyennees.

Source UV

Faisceau UV

«— Coupelle en aluminium

Pochoir

Couche réticulée

—— Formulation

Figure 11-5 : Schéma représentant le protocole permettant la mesure de I'épaisseur de couche réticulée
d'un hydrogel en fonction de la durée d'exposition a partir d’une formulation contenant de 1’12959
comme photo-amorceur. La hauteur de la formulation (1 cm) est supérieure a I'épaisseur de I'hydrogel
formé. La lampe UV a une longueur d'onde de 365 nm avec une irradiation moyenne de 82 mW/cmz2.

Lorsque le LAP est le photo-amorceur, les mesures de 1’épaisseur de couche réticulée
ont été réalisées directement sur la DLP Asiga Max qui propose le mode « test matériau ». Un
volume correspondant a une hauteur de 1 cm de formulation est placé dans un cristallisoir en
verre. Celui-ci est déposé sur la vitre a travers laquelle le faisceau UV est projeté (Figure 11-3a).
Le cristallisoir n’a pas d’impact sur le focus ni sur la puissance recue. Un diamétre d’insolation
de 15 mm et une irradiance de 18 m\W/cm?2 ont été choisis comme parameétres constants. La
durée d’insolation est le paramétre variable. L hydrogel formé est retiré¢ de la formulation a
I’aide d’une spatule puis son épaisseur est mesurée a différents endroits a 1'aide d'un pied a
coulisse. La moyenne de ces mesures a été retenue. Des hydrogels insolés pendant une durée
bien definie sur une épaisseur de 3,6 mm ont été caractérises ainsi que les cryogels résultants.
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11.4. CARACTERISATIONS

11.4.1. SPECTROSCOPIE ET MICROSCOPIE

La plupart des matériaux ont été caracterisés par des méthodes spectroscopiques et
microscopiques. La spectroscopie est une technique d'analyse qui permet d'étudier I'interaction
entre la lumiere et la matiere. Les spectres obtenus permettent de visualiser les interactions
specifiques entre les molécules et les radiations electromagnétiques, a différentes fréquences
ou longueurs d'ondes. La microscopie est un ensemble de techniques d'imagerie qui permet de
visualiser les structures moléculaires de I'échelle du nanometre a celle du micrométre.

11.4.1.1. Spectroscopie a résonance magnétigue nucléaire (RMN)

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) est une technique d'analyse
moléculaire qui permet d'étudier les propriétés magnétiques des noyaux des atomes. Le principe
de la RMN repose sur le fait que les noyaux atomiques possédent un moment magnétique et un
spin, qui sont influencés par les champs magnétiques externes. Lorsqu'un échantillon est soumis
a un champ magnétique statique, les spins des noyaux se répartissent selon deux orientations
(états d'énergie) qui sont séparées par une quantité d'énergie proportionnelle au champ
magnétique. Si une impulsion radiofréquence (centaine de MHz) est appliquée sur les noyaux,
cela peut faire basculer certains spins d'un état d'énergie a lI'autre, provoquant une émission ou
une absorption de radiofréquence (fréquence de résonance). Cette derniére est influencée par
I'environnement chimique de chaque noyau. Les spectres de RMN sont représentés en ppm
(parties par million) qui est une mesure relative de la déviation de la fréquence de résonance
par rapport a la fréquence de référence.

La spectroscopie RMN *H liquide

La spectroscopie RMN H liquide a été utilisée pour confirmer la méthacrylation de la
CMC et permet de quantifier le degré de méthacrylation (DM) de la mCMC. 4,5 mg de mCMC
sont solubilisés dans 650 puL de D20 a 50 °C pendant 12 h en utilisant un ThermoMixer C
(Eppendorf, Allemagne). Tous les spectres RMN H ont été enregistrés sur un spectrométre
Spectrospin 300 MHz (Bruker, Allemagne) a 25 °C avec 64 scans successifs et un temps de
relaxation D1 de 3 s.

La spectroscopie RMN C solide a rotation a I’angle magique a polarisation
croisée (CP-MAS) et a suppression non quaternaire (NQS)

Tout d’abord, la CP-MAS est une technique de RMN du solide utilisant deux méthodes
pour améliorer la sensibilité : la polarisation croisee (CP) et la rotation & I'angle magique
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(MAS). La polarisation croisée permet de transférer la polarisation des noyaux ayant un spin
élevé (genéralement des protons) vers les noyaux ayant un spin plus faible (par exemple le
carbone). Cela permet d'augmenter la sensibilité de la mesure des noyaux a faible spin. La
rotation a I'angle magique (MAS) permet de réduire les effets de la force dipolaire entre les
noyaux des atomes dans un solide. En faisant tourner I'échantillon a une certaine vitesse,
généralement de I'ordre de quelques kHz, on réduit les interactions dipolaires entre les noyaux,
ce qui permet d'obtenir des signaux plus résolus. La RMN solide a suppression non quaternaire
(NQS) permet de visualiser seulement les atomes de carbones quaternaires et les CHz mobiles.

Des mesures par RMN a I'état solide du carbone 3C NQS et CP-MAS ont été effectuées
pour caractériser les carbones avant et apres la réticulation des CMC, mCMC et des cryogels
puis dans le but de déterminer le taux de méthacrylates réticulés. De plus, la spectroscopie RMN
13C CP-MAS a été utilisée pour quantifier le degré de méthacrylation (DM) des mNCC.80 mg
de NCC, mNCC ou de cryogels de mCMC sont placés dans un rotor de 3 mm de diamétre. Tous
les spectres CP-MAS ont été enregistrés sur un spectrometre Neo 500 MHz (Bruker,
Allemagne) fonctionnant a 125,8 MHz. La vitesse de rotation est fixée a 12 kHz. Le temps
d'acquisition est de 28 ms, la largeur de bande de 37 kHz et un temps de contact de 2 ms.Au
moins 2048 scans successifs ont été enregistrés a 25 °C.

11.4.1.2. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR)

La spectroscopie infrarouge (IR) est une technique basée sur l'interaction entre les
molécules et les radiations infrarouges, qui sont des ondes électromagnétiques ayant des
fréquences plus basses que la lumiere visible. Lorsqu'une radiation IR est dirigée vers un
échantillon, certaines molécules absorbent I'énergie des photons de la radiation IR, ce qui
provoque leur vibration. Chaque type de liaison chimique absorbe I'énergie infrarouge a une
fréquence spécifique, ce qui permet de déterminer la composition chimique de I'échantillon.

Les mesures de spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) par réflexion
totale atténuée (ATR) ont été effectuées avec un instrument MIRacle 10 (Shimadzu, Japon)
pour analyser les liaisons et fonctions chimiques caractéristiques des échantillons de CMC, de
mCMC, NCC et mNCC. Les spectres d'absorption ont été acquis sur la plage de nombre d'onde
de 4 000 & 550 cm™ (64 scans, résolution de 4 cm™).

11.4.1.3. Spectroscopie UV-visible

La spectroscopie UV-visible est une technique analytique couramment utilisée pour
étudier l'interaction de la lumiere UV-visible avec les composés chimiques. Elle permet de
mesurer I'absorption et la transmission de la lumiere dans la plage des ultraviolets (UV) et du
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visible. Dans le cas des formulations contenant des nanocristaux de cellulose, la spectroscopie
UV-visible permet d’établir une corrélation entre 1’absorbance et la concentration ou la stabilité
de la suspension.

Les spectres UV-vis des suspensions de NCC et de mNCC ainsi que des formulations
aqueuses de mCMC contenant des NCC ou des mNCC sans photo-amorceur ont été enregistrés
de 350 2800 nm a l'aide d'un spectrophotométre UV-visible Cary 300 (Varian, Etats-Unis). Les
formulations sont placées dans une cuvette en polystyrene (1 mL, I =1 cm). La ligne de base a
été préalablement enregistrée avec de I'eau déionisée.

11.4.1.4. Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

La diffusion dynamique de la lumiére est une technique utilisée pour caractériser les
propriétés de particules en suspension dans un liquide. Elle fournit des informations sur la
distribution de taille en intensité des particules.

Des expériences de diffusion dynamique de la lumiére (DLS) ont été menées avec un
appareil Zetasizer Nano ZS (Malvern, Royaume-Uni) a 25 °C pour déterminer la distribution
de taille des nanocristaux. L'instrument fonctionne avec un laser HeNe de 2 mW a une longueur
d'onde de 632,8 nm et avec un angle de détection de 173°. Les suspensions de NCC et de mNCC
ont été caractérisées a une concentration de 0,1 %m dans I'eau. La viscosité du milieu est
considérée égale a celle de I'eau a 25 °C (0,8872 mPa.s), l'indice de réfraction du milieu fixé a
1,33, et I'indice de réfraction du matériau a 1,50 correspondant a celui des a NCC a 632,8 nm
[17]. L'échantillon est déposé dans une microcuvette en quartz (3,5 mL, | =1 cm), et 3 mesures
de 13 cycles chacune ont été effectuées.

11.4.1.5. Microscopie électronigue a balayage (MEB)

Le microscope électronique a balayage (MEB) est une technique d'imagerie qui utilise
un faisceau d'électrons pour produire des images en haute résolution de surfaces solides
conductrices. Cet instrument fonctionne en émettant des électrons a partir d'un filament chauffé,
qui sont ensuite focalisés en un faisceau étroit et dirigeé vers la surface de I'échantillon a l'aide
de lentilles électromagnétiques. Le faisceau d'électrons balaye la surface de I'échantillon
produisant une série de signaux d'électrons réfléchis, émis ou transmis. Ces sighaux sont captés
par des détecteurs qui les convertissent en signaux électriques ensuite utilisés pour produire une
image de la surface de I'échantillon. La résolution peut atteindre quelques dizaines de
nanometres.

La microscopie électronique a balayage (MEB) a été utilisée pour étudier la
morphologie des cryogels et mesurer la distribution en taille des pores. Ces caractérisations ont
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été réalisées par Christine Lancelon-pin (CERMAYV). Les échantillons ont été fracturés
horizontalement, collés sur des supports métalliques avec du ciment de carbone et pulvérisés
avec de l'or/palladium. Les images en électrons secondaires sont enregistrées avec un
microscope électronique & balayage FEI Quanta 250 (Thermo Fisher Scientific, Etats-Unis)
équipé d'un canon a électrons de champ fonctionnant a 2,5 kV. Tous les pores ont été observés
sur la surface coupée. La taille des pores a été déterminée par traitement d'image avec le logiciel
ImagelJ. Des lignes horizontales ou verticales sont tracées sur chaque pore. Cette procédure est
effectuée sur 25 pores par image et 4 images par échantillon. Les pores dont les parois sont
rompues par la méthode de coupe n'ont pas été mesurés.

11.4.1.6. Microscopie électronigue en transmission (MET)

Le microscope électronique en transmission (MET) est un instrument d'imagerie utilisé
pour visualiser les structures a I'échelle nanométrique. Un faisceau d’électrons est envoyé sur
un échantillon qui le traverse et interagit avec les différentes régions de I'échantillon. Lorsque
les électrons passent a travers I'échantillon, certains sont diffusés ou absorbés, tandis que
d'autres traversent sans étre déviés. Un systéeme de lentilles magnétiques focalise les électrons
transmis pour former une image sur un écran fluorescent ou un capteur électronique, qui est
ensuite enregistrée pour analyse. Le MET permet de visualiser les nanocristaux de cellulose
avec une grande précision, ce qui permet d'étudier leur morphologie, leur taille, leur distribution
et leur arrangement.

Les caractérisations MET ont été réalisées par Christine Lancelon-Pin (CERMAYV). Des
gouttelettes de suspensions aqueuses diluées de NCC et de mMNCC sont déposées sur des grilles
de cuivre recouvertes d’un film de carbone préalablement soumises a une décharge
luminescente, puis colorées négativement avec de I'acétate d'uranyl a 2 %m. Les échantillons
sont observés au microscope JEOL JEM-2100-Plus fonctionnant a une tension d'accélération
de 200 kV. Les images sont enregistrées avec une cameéra Gatan Rio 16.

11.4.2. Diffraction des rayons X (DRX)

La diffraction des rayons X est une technique couramment utilisée pour I'analyse de la
structure des polymeres semi cristallins. La structure cristalline de la cellulose et de ses dérivés
est bien connue et étudiée [13,18]. Cette technique implique I'exposition d'un échantillon a un
faisceau de rayons X monochromatique en faisant varier I’angle d’incidence, qui est ensuite
diffracté par les plans cristallographiques formés par les atomes du matériau. Les rayons X sont
diffractés par les atomes dans le matériau, créant des interférences entre les ondes diffractées
qui produisent un motif de diffraction. Ce motif de diffraction est enregistré par un détecteur et
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analysé pour déterminer la structure du matériau. La loi de Bragg (Equation 11-2) relit les
orientations des plans donnant des pics de diffraction :
2dnr sin(8) = nA (Equation 11-2)

Ou dhw est la distance entre deux plans cristallographique d’une famille (hkl) définissant
I’orientation dans I’espace, 0 I’angle d’incidence du faisceau par rapport a la surface de
I’échantillon, n I’ordre de diffraction et A la longueur d’onde des rayons X incidents.

La structure des polyméres CMC, mCMC, ont été caractérisés par DRX. Des pastilles
de ces matériaux ont été formés sous une presse uniaxiale et placé puis placés sur le porte
échantillon du diffractométre D8 Advance (Briker, Allemagne). La plage de variation de
I’angle 26 est prise entre 5 et 40 degrés, avec 0.02° par pas d’acquisition de 2 secondes chacun.
Le rayon X d’incidence est celle du cuivre de longueur d’onde 1,54 A.

11.4.3. ANALYSE THERMIQUE DES MATERIAUX

L'analyse thermique permet de déterminer les propriétés thermiques et de
décomposition des polymeres, parameétres essentiels a la compréhension de leur comportement
en réponse aux changements de température ainsi que pour prédire leur durée de vie et leur
utilisation dans des applications spécifiques.

Analyse thermogravimétrique (ATG)

L’ATG mesure la masse d'un échantillon en fonction de la température ou du temps, ce
qui permet de déterminer la stabilité thermique et la décomposition des polyméres. Des
¢chantillons lyophilisés de CMC et de mCMC ont été analysés par ’ATG Jupiter STA 449 F1
(Netzsch, Allemagne). En moyenne, 10 mg de polymeres sont déposés dans un creuset en
alumine. La mesure est réalisée sous un flux d’air a 80 mL/min et d’argon & 20 mL/min comme
gaz protecteur. Le cycle de chauffe utilisé correspond a une stabilisation thermique a 20 °C
pendant 5 minutes, puis a une montée en température jusqu’a 800 °C a raison de 5 °C/min et de
75 pts/min. Les températures de dégradation sont déterminées par la dérivée des courbes
d’ATG.

Calorimetrie différentielle a balayage (DSC)

La DSC mesure la différence de chaleur necessaire pour maintenir une temperature
constante entre un échantillon et une référence alors qu'ils sont soumis a une plage de
températures spécifique. Cette technique permet de mesurer les transitions de phase des
polymeres, telles que les températures de fusion (Tf) et de cristallisation (T¢), ainsi que la
température de transition vitreuse (Tg). Des échantillons de CMC et de mCMC ont été analysés
par la Pegasus DSC 404 F1 (Netzsch, Allemagne). En moyenne, 10 mg de polymeéres sont
déposés dans un creuset en aluminium recouvert par un couvercle de la méme matiere. La
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mesure est réalisée sous un flux d’air a 80 mL/min et d’argon a 20 mL/min comme gaz
protecteur. Le cycle de mesure commence par un refroidissement a I’azote liquide jusqu’a
-60 °C a raison de 10 °C/min puis et se poursuit par un maintien de cette température pendant
8 minutes. Cette étape permet d’obtenir un signal stable a partir de 0 °C lors de la montée en
température. Celle-ci est effectuée jusqu’a 300 °C avec une rampe de 5 °C/min. La DSC est
ensuite remise a température ambiante par diminution de la température a raison de 10 °C/min.

I1.4.4. DOSAGE CONDUCTIMETRIQUE

La titration conductimétrique a été utilisée pour déterminer la quantité de demi-esters
de sulfate (DS) a la surface des NCC juste apres leur préparation par hydrolyse a l'acide
sulfurique et celle des MNCC apres méthacrylation, comme décrit par Darpentigny et al. [19].
Pour cela, une suspension a 2,3 %m de NCC ou de mMNCC dans I'eau a été titrée avec 0,01 M
NaOH et la teneur en sulfate a été extraite en utilisant I'Equation 11-3 suivante :

DS — Veq XCNaoHXMmean

(Equation 11-3)

Mecellulose

ou Vegest le volume (en L) de NaOH nécessaire pour le titrage de la suspension de NCC
ou mNCC déterminé a partir des courbes de conductivité en fonction du volume de soude ajouté
(Figure 11-6). Cnaon est la concentration de NaOH (0,01 M), Mceliutose €St 1a masse de NCC ou
MNCC titrés (en g), et Mmean €St la masse molaire moyenne d'une unité répétitive considérant
les sulfates (en g/mol), calculée selon I'Equation 11-4 suivante :

Mg!u

CNaoH
1—M1+[—M1><(V xi)
(Mgiu+suly=Mglu) I meeuiose

(Equation I1-4)

Minean =

ou Mg est la masse molaire de I'unité répétitive de la cellulose (162 g/mol) et Mgiy+sult
est la masse molaire de I'unité répétitive de la cellulose avec le demi ester de sulfate en position
C6 (242 g/mol). Pour les mNCC, la quantité de méthacrylate est considérée dans la masse
molaire de l'unité répetitive a partir de la valeur de leur DM (Equation 11-5). La masse molaire
moyenne d’une unité de glucose possédant un méthacrylate est de 231 g/mol.

Mglu+meth = (1 — DM) X 162 + DM x 231 (Equation 11-5)
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Figure 11-6 : Evolution de la conductivité corrigée en fonction du volume de NaOH a 0,01 M ajouté
lors du dosage des sulfates de surface des NCC dispersés dans I'eau. En ajoutant de la soude, les protons
acides de SO5",H+ sont progressivement consommeés, et la conductivité diminue. Apreés la neutralisation
de tous les ions H+, la conductivité augmente avec I'ajout d'ions Na+ et OH- [20].

11.45. TESTS DE GONFLEMENT ET DEGRADATION ENZYMATIQUE

11.4.5.1. Taux de gonflement

Des tests de gonflement ont été effectués sur les cryogels. Ces derniers sont immerges
dans de l'eau déionisée a temperature ambiante, et, de cette maniére, les cryogels sont
transformés de nouveau en hydrogels (ou cryogels réhydratés) qui sont régulierement pesés au
cours du temps. Ces étapes sont répétées jusqu'a ce que I'équilibre de masse soit atteint pour
déterminer le taux de gonflement (Qm) selon I'Equation 11-6.

Qm(t) = me/mo (Equation 11-6)

ou mg est la masse initiale du cryogel et m¢est la masse au moment de la mesure au
temps t correspondant a 1’équilibre. Les rapports de gonflement sont moyennés sur les mesures
effectuées sur trois échantillons différents. L’échantillon immergé est retiré a 1’aide d’une
spatule, I’ecau en surface est éliminée par passage du matériau gonflé sur un gant, puis
I’échantillon est pesé. Cette étape introduit une incertitude sur la mesure car il peut rester de
I’eau en surface. Une autre source d’incertitude est liée aux potentiels dommages subis par
I’échantillon lors des différentes manipulations. De méme, les tests de gonflements dans le PBS
a 37 °C ont été réalises sur des cryogels issus d’hydrogels imprimés en couches de 250 um puis
réticulés 3 minutes supplémentaires en post-traitement UV.
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Des tests de gonflements ont aussi été réalises sur les hydrogels non sechés. Dans ce cas
mo est la masse de 1’hydrogel et m; est la masse au moment de la mesure t de I’hydrogel gonflé.

11.4.5.2. Théorie de Flory-Rehner

La taille de maille de I'hydrogel (§) a été estimée a partir des tests de gonflement en se
basant sur la théorie de Flory-Rehner décrite par Baier Leach et al. et Lin et al. [5,21]. Tout
d'abord, le rapport de masse entre I'hydrogel et le cryogel, Qm, est calculé en utilisant I'Equation
-7 :

Qm = mnr/mo (Equation 11-7)

ou mp est la masse de I'nydrogel et wo est la masse initiale du cryogel. Le rapport
volumique, Qv, entre I'hydrogel et les volumes de polymére, a été déterminé a partir de Qmen
utilisant I'Equation 11-8 :

Q,=1+ (% (O — 1)) (Equation II-8)

ou pmewmc est la densité de la mCMC séche considérée, mesurée par pycnomeétrie, en
analysant des pastilles de chaqgue mCMC a l'aide de 1’appareil AccuPyc Il 1340 (Micromeritics,
US) (Annexe 11-1) ; peau €st la densité du solvant (peau = 1 g.cm™3). La masse molaire moyenne
entre deux points de réticulation (Mc) a été calculée a l'aide d'une version simplifiée de
I'équation de Flory-Rehner (Equation 11-9) démontrée par Hoti et al. [22] :

1
ey -Gz
Whe fmpe

—[m(1—ﬂ) A H g (LY Z]

Mhc/ Mhc Mpc

Veau

FC:

(Equation I1-9)

0U Veau est le volume molaire du solvant & température ambiante (Vea = 18 mol.cm™),
mn est la masse de I'hydrogel, mnc est la masse du cryogel hydraté au maximum de gonflement,
x est le paramétre d'interaction polymeére-solvant de Flory et f est la fonctionnalité de la
réticulation, c'est-a-dire le nombre maximal de chaines de polymere chimiquement liées a un
point de réticulation (f = 2,3 pour les échantillons de CMC avec DS = 0,7). Etant donné que
CMC et mCMC ont une structure similaire, une valeur de 0,45 qui correspond au parameétre
d'interaction eau-CMC déterminé par Xia et al. (2013) a été utilisée pour y [23]. Les différences
entre CMC, mCMC et mCMC réticulée sont considérées comme négligeables sur la base des
travaux de Leach et al. sur l'acide hyaluronique (HA), I'HA méthacrylate (mHA) et le mHA
réticulé. La taille de la maille de I’hydrogel, &, a été déterminée par Torres-Lugo et Peppas en
utilisant I'Equation 11-10 [21,24]:

£=Q (\/\/1\1:1{:_;) Ty’ (Equation II-10)
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ou My est la masse molaire de la mCMC calculée en fonction du DM (Annexe 11-1), et
g est la distance quadratique moyenne entre deux points de réticulation qui a éte liée a la masse
molaire moyenne en masse My de la mCMC par Cleland en utilisant I'Equation 11-11 [25] :

/r_02 = leff /M_w (Equation TI-11)

Dans cette formule, M, est la masse molaire de l'unit¢ de mCMC, C, est le ratio
caractéristique de Flory de la CMC (10) déterminé y et | est la longueur d'une liaison virtuelle
entre deux unités de monosaccharide (0,545 nm) déterminée par Holtzer et al. (1954) [26,27].
Enfin, la taille de la maille de I’hydrogel a été calculée en utilisant I'Equation 11-12 :

2 —_— 1
§= leffl .[MCQE, (Equation II-12)
T

11.4.5.3. Tests de dégradation enzymatique

Des tests de dégradation enzymatique ont été réalisés par Raphaél Buret lors son stage
de M2, sur des cryogels issus d’hydrogels de 12,74 mm de diamétre et 3,37 mm d’épaisseur
imprimés avec une durée d’insolation de 5 s pour la premiére couche, puis 4 s pour les suivantes.
La premiére couche est insolée avec une épaisseur de 500 um et de 250 um pour les suivantes.
La réticulation périphérique a été retirée. Les hydrogels ont ensuite été post réticulés 3 minutes
supplémentaires. Aprés lyophilisation, les cryogels sont déposés dans une solution de PBS
contenant des cellulases (Trichoderma Ressei) a différentes concentrations (0,05, 0,2 et
1 U/mL) maintenue a 37 °C dans une étuve. Les cryogels ont été pesés régulierement dans le
temps jusqu’a ce que le cryogel ne soit plus manipulable a cause de sa dégradation. Neufs
cryogels par conditions ont été caractérisés.

11.4.6. RHEOLOGIE

La rhéologie est I'¢tude de la déformation et du flux d’un matériau sous l'application
de forces externes. Toutes les mesures de viscosité, de temps de gelification des formulations
sous insolation UV et des propriétés rhéologiques des hydrogels ont effectuées a l'aide d'un
rhéometre Kinexus Pro+ de Netzsch (Allemagne) en géométrie plan-plan.
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11.4.6.1. Mesures de viscosité

La viscosité, 1, est une mesure de la résistance d'un fluide a l'écoulement. Pour les
polymeres en solution, la viscosité est une mesure de la résistance que rencontre la solution
lorsqu'elle est soumise & une contrainte de cisaillement. Elle a été definie par Newton comme
étant le rapport entre la contrainte de cisaillement r et la vitesse de cisaillement y
(Equation 11-13).

(Equation 11-13)

Xl =

La viscosité des polymeéres en solution dépend de leur masse molaire, de leur
conformation, de leur concentration dans la solution et de la nature du solvant.

Des mesures de taux de cisaillement de 0,1 a 100 s & 25 °C ont été effectuées sur les
différentes formulation de mCMC ainsi que sur les formulations de mMCMC contenant des NCC
et des mNCC. Un mobile plan en acier d'un diamétre de 50 mm est préféré dans le cas des
formulations trés peu visqueuse et un mobile plan d’un diameétre de 20 mm dans le cas de
formulations plus visqueuses. Pour toutes les mesures, un entrefer de 0,2 mm et un temps de
3 minutes maximum par point ont été choisis. Le point de mesure est pris si 1’état stationnaire
(ET) est atteint pendant 10 secondes successives (ET = 1), au bout de 3 minutes s’il n’est pas
atteint sur 10 secondes (ET # 1). La valeur de viscosité est considérée bonne si celle de 1’état
stationnaire est égale a ET = 1 £ 0,05. Au moins deux mesures différentes ont été réalisées pour
toutes les expériences.

11.4.6.2. Rhéologie en temps réel

La cinétique de photo-réticulation des différentes formulations de mCMC avec
NCC/mNCC a été caractérisée par rhéologie en temps réel afin d’obtenir des informations
essentielles sur le durée d’insolation nécessaire lors de 1’utilisation des techniques d'impression
3D par polymérisation en cuve. La photo-réticulation des méthacrylates commence avec
I'application de la lumiére UV et conduit a une augmentation progressive des valeurs de G/, le
module de conservation qui caractérise le comportement élastique, et G", le module de perte
qui caractérise le comportement visqueux, jusqu’a I'obtention d'un comportement de type solide
(G'> G"). Le temps de gélification (tger) est ensuite déterminé a l'intersection des courbes G' et
G" (G' = G") (Figure 11-7). Apres la gélification, les deux modules de cisaillement continuent
d’augmenter avec l'exposition aux UV jusqu'a atteindre un plateau correspondant a la
conversion maximale des méthacrylates dans les conditions d'oscillation. La valeur du module
élastique G’ au plateau ne correspond pas a celui de I’hydrogel apres réticulation classique. En
effet, pendant la réticulation sous UV en rhéologie en temps réel, I'nydrogel peut subir des
changements structuraux et de propriétés. Le réseau polymere se forme progressivement, ce qui
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peut influencer la viscoélastique de I'hydrogel au fil du temps. En revanche, lors de la mesure
du temps de gélification en temps réel sous UV, la valeur du temps de gélification correspond
géneralement a la durée nécessaire pour que le matériau atteigne un état gélatineux [28,29].
Dans ces travaux, seuls les tgel seront étudiés.

Les mesures de rhéologie en temps réel sous insolation UV ont été effectuées
manuellement a l'aide d'une lampe a fibres optiques UV UFIBER-COL 365 nm (UWAVE,
France). Les formulations sont déposées sur une plaque de quartz transparente aux UV. Le plan
mobile a un diametre de 20 mm et I'entrefer entre celui-ci et la plague de quartz est de 0,2 mm.
La lampe UV est réglée et placée sous la plaque de quartz & une distance permettant une
exposition lumineuse de 2 cm de diamétre avec une densité de puissance moyenne de
82 mW/cm? ou de 18 mW/cm? selon les formulations étudiées. Les modules de cisaillement
élastique (G') et visqueux (G") sont mesurés au cours du temps avec une déformation de 5 %, a
0,1 Hz et a température ambiante. Apres une minute de stabilisation sans irradiation UV,
I'irradiation est activée pendant 10 minutes. Ces conditions ont été choisies de maniére a obtenir
un signal stable. Toutes les expériences sont réalisées sur 3 échantillons différents.
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Figure 11-7 : Evolution des modules élastiques et de perte (G' et G") en fonction de la durée d'insolation

UV pour une formulation de mCMC contenant des mNCC pendant toute I'expérience et autour de
intersection des modules (temps de gélification).
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11.4.6.3. Mesures d’oscillation en fréguence

Les mesures de balayage en fréquence ont été effectuées sur les hydrogels et cryogels
hydratés, a une température constante (25 °C) entre 0,1 et 10 Hz. Selon des mesures
préliminaires de balayage d'amplitude de 0,1 & 100 % a 0,1 et 10 Hz, tous les tests ont été
effectués dans la région viscoélastique linéaire a une déformation de 1 %. L'entrefer entre la
plaque et le plan mobile (d'un diamétre de 20 mm) a été fixé a 0,4 mm pour les hydrogels formés
avec I’Irgacure 2959 et 0,6 mm pour les hydrogels imprimés par DLP. Des mesures ont aussi
été effectuées a 37 °C. L’excédent d’hydrogel en dehors de la zone de mesure a été enlevé.
Toutes les expériences ont été réalisées sur 3 échantillons différents. De méme, les hydrogels
ont systématiquement ¢té placés dans le méme sens pour chaque condition d’insolation (dans
un moule ou avec la DLP).

La méthode de mesures rhéologiques en oscillation d’hydrogels est délicate et plusieurs
protocoles ont été envisagés dans la littérature. Bien qu’il soit préférable de mesurer les
propriétés rhéologiques des hydrogels sur des échantillons homogenes continus, car cela permet
d'obtenir des résultats plus précis [30], lors des mesures présentées dans cette partie, I’hydrogel
a di étre écrase. En effet, le diamétre de I’hydrogel (15 mm) était plus petit que celui du mobile
utilisé (20 mm). Avec une distance d’entrefer égal a 1’épaisseur de I’hydrogel, des erreurs de
mesures ont été signalées par ’appareil. En écrasant I’hydrogel de maniére a ce qu’il soit réparti
sur la surface totale du mobile, I’hydrogel glissait jusqu’a sortir de la zone de mesure. En
I’écrasant un peu plus, celui-Ci se divisait en plusieurs morceaux et des erreurs de mesures ont
été détectées. De plus certains morceaux sortaient de la zone de mesure au cours de celle-ci. La
distance entrefer a donc été adaptée de maniere a avoir une homogénéité des morceaux
d’hydrogels en taille et en répartition sur la surface et sans trous d’air, afin d’effectuer les
mesures les plus reproductibles possibles et sans erreurs annoncées par le logiciel. Le diameétre
maximum de la source UV utilisée étant de 15 mm, il n’a pas ét¢ possible d’augmenter le
diametre de I'nydrogel. Des tests avec un hydrogel gonflé et imprimé de méme diamétre que
celui du mobile ont été réalisés avec une distance entrefer égale a celle de 1’épaisseur de
I’hydrogel. Cependant, dans ce cas, des erreurs de mesures ont été détectées car 1’oscillation se
faisait seulement sur la surface de 1’hydrogel et non sur I’ensemble de la structure. En diminuant
légérement le gap, I’hydrogel sortait de I’entrefer. Il n’était par ailleurs pas envisageable de
diminuer I’épaisseur des hydrogels sans rendre leur manipulation délicate. Il serait possible
d’utiliser un plateau et un mobile dentelés pour accrocher et maintenir I’hydrogel [31]. Cette
méthode a déja été reportée dans la littérature mais a été envisagee trop tard au cours de ce
projet.

Les méthodes d’indentations n’ayant pas pu étre réalisées sur les hydrogels, la méthode
de mesures viscoélastiques utilisée ici sur des morceaux individuels pourrait potentiellement
permettre d’analyser les propriétés rhéologiques locales des hydrogels. Les hydrogels étant
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souvent utilisés comme matrices pour la culture cellulaire ou pour la régénération tissulaire.
Dans ces applications, les cellules et les tissus ne sont pas en contact avec des hydrogels
continus, mais plutét avec des fragments ou des morceaux d'hydrogels. Dans ce cas, il pourrait
étre intéressant d’étudier les propriétés mécaniques locales de ces fragments pour mieux définir
et comprendre leur interaction avec les cellules et les tissus [32].
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[11.1. INTRODUCTION

La méthacrylation de la carboxyméthylcellulose (CMC) avec de I'anhydride
méthacrylique (AM) a été développée dans la littérature depuis 2010 afin de produire de la
carboxymeéthylcellulose méthacrylate (mCMC) [1-12] (cf. 1.6.2). Les hydrogels de mCMC ont
été envisagés pour diverses applications biomedicales telles que I'encapsulation de cellules,
I'ingénierie tissulaire ou la délivrance de médicaments [1,6,11,12]. En revanche, les cryogels de
mCMC n'ont jamais été étudiés. Ces matériaux spongieux ont la capacité d'absorber une grande
quantité de liquide grace a leur porosité élevée, ce qui les rend intéressants pour le transport de
nutriments ou de cellules a travers des scaffolds [13,14]. Enfin, le groupe de recherche du
docteur Chappione a réussi a fabriquer des hydrogels de mCMC par digital light processing
(DLP), mais les objets obtenus présentaient une résolution limitée et les méthodes visant a
I'améliorer réduisaient les propriétés viscoélastiques de ces derniers [3,10].

Pour obtenir des structures et des propriétés d'hydrogels et de cryogels de mCMC
adaptées a des applications biomédicales spécifiques, il est crucial de contrbler le degré de
méthacrylation (DM) de la mCMC, comme cela a été démontré pour d'autres polysaccharides
tels que le dextrane et la gélatine méthacrylate [15,16]. Une augmentation du DM permet de
densifier le réseau réticulé et de renforcer la structure mécaniquement. En conseéquence, le
gonflement est plus faible et la vitesse de dégradation plus lente. Cependant, dans toutes les
études précédentes, le DM de la mCMC a été peu étudié et controlé, ce qui limite la
compréhension et la capacité a maitriser les propriétés des hydrogels. De plus, I'influence de la
concentration en polymeére, qui peut jouer un role majeur dans les propriétés structurelles et
mécaniques des hydrogels et cryogels a base de mCMC, a également été peu explorée jusqu'a
présent.

Ce chapitre Il présente le développement et les méthodes employées afin de contréler
le degré de méthacrylation des mCMC sur une large gamme. Cette étude examine également
I'influence du DM et de la concentration de la mCMC, sur les propriétés structurelles et
physiques des matériaux photo-réticulés, qu'ils soient sous forme d'hydrogels ou de cryogels.
Une grande majorité de ce travail a fait 1’objet d’une publication publiée dans le journal
Cellulose [17].
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111.2. SYNTHESE DE LA CARBOXYMETHYLCELLULOSE
METHACRYLATE

Cette section décrit le greffage de groupements méthacrylates sur la CMC en utilisant
la réaction avec I'anhydride méthacrylique (AM), présentée dans la partie 1.6.2 (Figure 111-1).
Brievement, la CMC est solubilisée dans I’eau, puis ’AM est ajouté goutte a goutte a
température ambiante. Le pH est ajusté entre 8 et 10 par I’ajout de soude (section 11.3.1.1).
L'optimisation de chaque parameétre du protocole a permis de contréler la synthése et de
produire une MCMC avec le DM désiré. L'effet de la masse molaire de la CMC n'a pas été
étudié et seul un polymere de 90 kg/mol a été utilisé (Blanose, Ashland). D’aprés la littérature,
une faible masse molaire permet d’obtenir une viscosité de solution plus faible et une meilleure
fonctionnalisation [1,6,18]. De méme, le degré de substitution des carboxylates (DS) de laCMC
n’a pas été étudié. La CMC utilisée présentait un DS de 0,7. Enfin, ce travail d’optimisation a
été consolidé par le travail de Flavie Pradalié, stagiaire de M1 sous ma supervision au
CERMAV.

Carboxyméthylcellulose (CMC) Ca{b]cl)xyn;éthy(lce({lﬁ(és)e
methacrylate (mC .

\[J\OJ\(
Anhydride
méthacrylique (AM)

e Eau

Figure 111-1 : Méthacrylation de la carboxyméthylcellulose (CMC) avec de I’anhydride méthacrylique
(AM) dans I'eau a 25 °C pour obtenir la carboxyméthylcellulose méthacrylate (mMCMC).

[11.2.1. DETERMINATION DU DEGRE DE METHACRYLATION

Dans cette section est décrit les méthodes expérimentales employées pour déterminer
le DM. Les résultats des analyses sont décrits dans les sections suivantes.

Tout d’abord, toutes les mCMC produites dans ce travail ont été caractérisées par
spectroscopie FT-IR (Figure 111-2). La CMC posséde une large bande entre 3000 et 3650 cm™
correspondant aux groupements OH. La bande de vibration v des liaisons C-H apparait a
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2907 cm™. Les bandes de la vibration v antisymétrique (1590 cm™), et symétrique (1407 cm™
et 1312 cm™) correspondent a celle des groupements carboxylates (COO"). A 1043 cm™ apparait
la bande caractéristique des liaisons C-O-C des unités glucosiques de la CMC et des mCMC
[19,20]. Enfin, I'apparition d'une bande correspondant au groupement carbonyle (C=0) du
méthacrylate & 1705 cm™ sur les spectres des mCMC par rapport au spectre de la CMC, permet
de montrer qualitativement le succeés de la méthacrylation [3].

Vg COC

Vv OH 5 CLe
Ve=o

. .k

mCMC

Absorbance (u.a)

CMC

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Nombre donde (cm™?)

Figure 111-2 : Spectres FT-IR de la carboxyméthylcellulose (CMC, en noir) et de la
carboxyméthylcellulose méthacrylate (mMCMC, en rouge). Sur cet exemple, la méthacrylation a été
réalisée avec un ratio molaire en anhydride méthacrylique par groupement hydroxyle de la CMC de
2,48 (Neg AM/OHcwc).

Ensuite, les produits sont caractérisés par RMN H liquide et comparés a la CMC brute
pour déterminer le degré de méthacrylation (Figure 111-3). Les protons de l'unité répétitive de
la CMC (Hcwmc) sont situés dans le massif entre 2,8 et 4,7 ppm et représentent 8,4 protons en
considérant le DS de 0,7 (Figure I11-3a) [2,3]. Dans le cas des mCMC, trois pics
supplémentaires correspondant aux protons vinyliques (Ha: 6,0 - 6,4 ppm, Hy : 5,65 - 6,0 ppm)
et aux protons des méthyles (Hc: 1,7 - 2,2 ppm) des groupes methacrylates sont également
présents apres purification, indiquant que la méthacrylation s'est produite dans les conditions
expérimentales (Figure 111-3b) [21]. Enfin, I’intensité des pics des protons des groupements
méthacrylates augmente avec le nombre d’équivalents en AM par groupement hydroxyle de la
CMC, indiquant que la méthacrylation augmente. Pour le confirmer, le degré de méthacrylation
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(DM) des mCMC est calculé a partir des intégrales respectives des protons du vinyle (Ha+ Hp)
et de ceux de la CMC (Hcwmc), selon I'équation 111-1.
DM (%) = HatHo o 54 %100 (Equation 111-1)
Heme 2
Dans ce calcul du DM, I’incertitude provient du nombre de synthéses réalisées, de la
résolution des spectres RMN des produits obtenus, mais aussi de traitement de ces derniers et
notamment de 1’intégration des protons de la CMC avec lesquels le signal du H20 (4,7 ppm)
présent dans le D>O ou adsorbée par les chaines de mCMC est confondu (Annexe 111-1).
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Figure 111-3 : Spectres RMN liquide du proton (a) de la mCMC synthétisée avec un nombre
d’équivalents en anhydride méthacrylique par groupe hydroxyle de la CMC du bas vers le haut de, 1,24
(rouge), 2,48 (bleu) et 4,96 (vert) et (b) de la CMC (noir).

L’estérification de la CMC a lieu grace a la déprotonation des groupements hydroxyles
par I'ajout de NaOH (Figure 111-4). L'ion alcoolate résultant réagit avec I'un des carbones des
groupements carbonyles de I’AM, conduisant a la libération de 1’ion méthacrylate. Ce
mécanisme est celui d’une addition suivie d’une élimination. La méthacrylation de la CMC
devrait d'abord se produire de maniere préférentielle sur les groupes hydroxyles primaires en
C6 restants, qui sont plus réactifs [22]. Une fois que tous ces groupements sont consommés, la
méthacrylation se produit alors sur les hydroxyles secondaires en C2 et C3. La réaction entre le
groupe carboxylate de la CMC et I’AM est peu probable, car le groupe carboxylate est stabilisé
par des effets mésomeéres. De plus, la mCMC reste soluble dans I'eau, ce qui prouve la
conservation des carboxylates. Cependant, il est difficile de vérifier ces hypotheses par des
caractérisations conventionnelles. Néanmoins, des avancées récentes en RMN a polarisation
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nucléaire dynamique (RMN DNP) peuvent permettre de déterminer la régiosélectivité de la
réaction, comme Il'ont fait Berruyer et al. avec une méthylcellulose substituée [23].

Cette réaction de méthacrylation est en compétition avec une réaction secondaire
d’hydrolyse de I’AM. En effet, I’ion hydroxyle peut venir directement réagir sur les
groupements carbonyles de I’AM amenant a la libération de 1’ion méthacrylate. Il est donc
nécessaire d’ajouter le réactif en excés par rapport aux groupements hydroxyles de la CMC.
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Figure 111-4 : Mécanisme réactionnel proposé pour la réaction entre la CMC et /’4AM en milieu aqueux

en conditions basiques (pH = 8-10). La CMC avec un DS = 0,7 est majoritairement substituée en C6
par les groupements carboxylates.
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Chapitre 111 - Synthése et mise en forme de formulations aqueuses de carboxyméthylcellulose méthacrylate

[11.2.2. INFLUENCE DES PARAMETRES DU PROTOCOLE SUR LE DM

111.2.2.1. Effet de la température et du nombre d’équivalents en AM/OHCMC

Dans la littérature, la réaction de méthacrylation de la CMC n'a été réalisée qu'a basse
température (0 ou 4 °C) [1-12]. Cependant, aucune influence de la température n'a été observée
dans cette étude en comparant les DM obtenus apres 24 h, pour des réactions effectuées a 0 °C
ou a temperature ambiante et avec une agitation de 700 tr/min, en faisant varier le nombre
d’équivalents en AM par rapport aux groupements hydroxyles de la CMC (Neg AM/OHcmc)
jusqu’a 2,48 (Figure 111-5). En revanche, le nombre d’équivalents présente un effet important
sur le DM obtenu, ce qui n’était pas observable dans les résultats issus de la littérature (Tableau
I-5). En effet, ce dernier augmente avec 1I’augmentation de la quantité d’AM ajoutée.A 25 °C, le
DM augmente linéairement jusqu’a 4,96 equivalents d’AM et atteignant un DM de 47 + 4 % et
ensuite un plateau est atteint. 1l apparait un DM maximal autour de 50 %, qui ne dépend plus
de la quantité d’anhydride méthacrylique ajoutée. Une synthése réalisée avecNeq= 7,42
pendant 48 h a ainsi donné un DM de 53 + 5 %. Ce résultat indique que la réaction est bien
terminée apres 24h. A faible agitation (700 tr/min), I’hydrolyse de 1’AM est prédominante et ne
permet plus I’évolution du DM aprés ’ajout d’une quantité importante d’AM. En ce sens, le
parameétre « agitation » est étudié dans la partie 111.2.2.4. Enfin, il convientaussi de noter qu’un
nombre d’équivalents élevé n’est pas convenable pour correspondre aux conventions
d’économie d’atome. Les réactions décrites dans la suite ont été plus commodément
effectuées a température ambiante.
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Figure 111-5 : Evolution du DM aprés 24 h de réaction avec !’augmentation du nombre d’équivalents
d’anhydride méthacrylique par fonction hydroxyle de la CMC a 25 °C et 0 °C avec une agitation

magnétique de 700 tr/min. La concentration initiale en CMC était de 2 %m et de la soude a 10 M a été
ajoutée.
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111.2.2.2. Effet du pH

Dans les protocoles décrits dans la littérature, le pH doit continuellement étre ajusté au
plus proche de 8 avec de la soude. Cette étude se concentre sur I’effet du pH sur la
méthacrylation de la CMC. L’histogramme de la Figure I11-6 représente le degré de
méthacrylation obtenu aprés 24 h de réaction en fonction du pH auquel s’est déroulé la synthese.
Tout d’abord, le pH de la solution non tamponnée de la CMC utilisée, est de 6,5 (pKa
CMC = 4,3). Lorsque de la soude est ajoutée de maniere a contréler le pH autour de 8, le DM
atteint est de 53 £ 5 % et lorsque le pH fixé est supérieur a 10, le DM est de 6 + 1 %. Dansle
dernier cas, ’ajout de soude est plus important augmentant I’hydrolyse de I’AM en compeétition
avec la méthacrylation.

Quand de la soude n’est pas ajoutée, le milieu réactionnel devient tres vite acide
(pH = 4,53) et aucune méthacrylation de la CMC n’est constatée. Cette diminution rapide du
pH est causée probablement par la libération de 1’acide méthacrylique (pKa = 4,7) et donc par
I’hydrolyse de I’AM. Ces résultats permettent de convenir d’un pH de synthése optimum autour
de 8, et confirmerait I’hypothése qu’en dessous et au-dessus de I’intervalle de valeurs
pH = 8-10, I’hydrolyse de I’anhydride méthacrylique prédominerait sur I’activation des groupes
hydroxyles de la CMC permettant la réaction avec I’anhydride. Pour éviter de devoir ajouter
fréguemment du NaOH lors de la synthése et afin d'améliorer la précision du pH, une alternative
serait d'utiliser une solution tampon a pH = 8. Cependant, cela pourrait réduire la solubilité de
la CMC en présence des sels du tampon, entrainant ainsi un changement de réactivité. De plus,
la présence d'ions HO" est essentielle pour déprotoner les groupements hydroxyles de la CMC.
Dans une solution tamponnée, la base pourrait ne pas étre suffisamment forte pour effectuer
cette étape, rendant impossible la réalisation de la méthacrylation.
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Chapitre 111 - Synthése et mise en forme de formulations aqueuses de carboxyméthylcellulose méthacrylate

111.2.2.3. Effet de la concentration initiale en CMC

Toutes les syntheses précedentes ont été réalisées avec une concentration initiale de CMC
constante de 2 %m. Dans la littérature, cette concentration initiale est généralement de 1 ou
2 %m indépendamment de la masse molaire de la CMC et de son DS. Dans cette partie,
I’objectif est d’étudier I’importance de la concentration en CMC sur le DM tout en augmentant
le nombre d’équivalents d’AM engageés dans la réaction (Figure 111-7). Pour un méme nombre
d’équivalents, la réaction avec 4 %m de CMC ne permet pas d’obtenir des DM
significativement supérieurs qu’avec 2 %m de CMC. Cette faible différence peut s’expliquer
par la contrebalance exercée entre I’augmentation du nombre de collisions possibles entre les
groupements hydroxyles de la CMC et I’AM a 4 %m par rapport a 2 %m, et I’augmentation de
la viscosité qui diminue ce méme nombre a concentration plus élevée. Cependant, en
augmentant encore la concentration, la viscosité devient trop importante et la diffusion de I’AM
ne peut pas se faire correctement dans les conditions d’agitation utilisées (agitation magnétique
700 tr/min). En conséquence, a 6 %m de CMC, le DM est plus faible que pour les réactions a 2
et 4 %m. Dans cette ¢tude, des concentrations en CMC inférieures a 2 %m n’ont pas été
étudiées. Par la suite, toutes les réactions ont été réalisées avec une concentration de 2 %m de
CMC dans I’eau.
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Figure 111-7 : Evolution du DM de mCMC obtenues aprés 24 h de réaction sous agitation magnétique
de 700 tr/min, en fonction de la concentration initiale de CMC (de 2 & 6 %m) et du nombre d’équivalents
d’anhydride méthacrylique par fonction hydroxyle (de 0 a 4,96 eq).
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111.2.2.4. Effet de la vitesse et du type d’agitation

La vitesse d’agitation et le type d’agitation utilisés ont une influence sur le DM
(Figure 111-8). Ces deux paramétres n’ont jamais été discutés dans la littérature. Dans le cas
des synthéses a petite échelle « lab-scale » (100 mL), I’agitation est magnétique et est effectuée
avec un barreau aimanté. Dans des conditions similaires de réaction, la taille du barreau aimanté
de la méme forme n’a pas d’influence sur la valeur moyenne DM final (Annexe 111-2). Un
barreau aimanté de 4 cm a donné un DM de 53 = 5 % alors qu’un barreau de 2 cm a permis
d’obtenir un DM de 47 £ 5 %. L’agitation est donc plus efficace et la diffusion se fait mieux
avec un barreau plus grand. Pour ce méme type d’agitation, en augmentant la vitesse d’agitation
de 700 a 1400 tr/min le DM augmente pour des Neq AM/OHcwc de 4,96 et 6,18 (Figure 111-8).
Pour un nombre d’équivalents de 4,96, une agitation magnétique a 700 tr/min ou 1400 tr/min
meéne a un DM de 47 £ 5 % ou de 58 + 5 %, respectivement. De méme, avec un nombre
d’équivalents de 6,18, les DM obtenus sont de 50 + 5 % et 74 = 5 %.

Dans le cas de I’agitation mécanique réalisée lors du changement d’échelle (2,5 L), la vitesse
d’agitation est augmentée jusqu’a 2000 tr/min et la forme de la pale utilisée est étudiée
(Figure 111-8). La forme de I’agitateur utilisé (pale ancre ou pale droite) possede une influence
non négligeable sur le DM. Tout d’abord, pour les deux conditions, le DM augmente avec
I’augmentation du Neg AM/OHcmc, de méme que la viscosité du milieu de synthese. En effet,
la fonctionnalisation de la CMC par des groupements méthacrylates augmente la masse molaire
du polymeére. En conséquence, la viscosité augmente avec le DM. La pale ancre (agitation
radiale) couvre davantage de volume de solution que la pale droite (agitation tangentielle),
I’agitation est donc plus efficacement menée et permet d’atteindre un DM de 76 + 6 % pour la
pale ancre et de 62 + 5 % avec une pale droite pour 4,94 équivalents. Le passage a grande
échelle « scale-up » (2,5 L) et a I'utilisation d’une agitation mécanique par une pale ancre a
ainsi produit des mCMC possédant un DM plus important que dans les conditions de 1’échelle
laboratoire. En somme, I’AM n’étant pas soluble dans I’eau, il est nécessaire de cisailler au
mieux les gouttelettes non miscibles pour atteindre des DM élevés. Pour cela, une agitation
importante et de type adapté est nécessaire pour que la réaction soit la plus efficace possible.
Enfin, il est possible quun DM maximal soit atteignable en augmentant le nombre
d’équivalents en AM. En effet, la solubilité de la mCMC produite diminue avec I’augmentation
du DM au cours de la synthese, étant donné que les groupements méthacrylates sont
hydrophobes. L’influence de la concentration en CMC n’a pas été étudiée avec une agitation
mécanique.
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m  Agitation magnétique : 700 tr/min
o Agitation magnétique : 1400 tr/min
9 A Agitation mécanique pale droite : 2000 tr/min
__ A Agitation mécanique pale ancre : 2000 tr/min
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Figure 111-8 : Evolution du DM aprés 24 h de réaction avec I’augmentation du nombre d’équivalents
d’anhydride méthacrylique par fonction hydroxyle, pour des vitesses et des types d’agitation différents
dans les conditions « échelle laboratoire » (V = 100 mL, agitation magnétique) et « grande échelle »
(V =2,5L, agitation mécanique).

En conclusion, les parameétres les plus influents sur la méthacrylation sont le nombre
d’équivalents en AM par rapport aux groupes hydroxyles de la CMC, la vitesse d’agitation et
le type d’agitation employé ainsi que la concentration en CMC. Le pH est un parametre essentiel
mais celui-ci a toujours été ajusté autour de 8 dans la littérature. La température n’a pas
d’influence.

Il convient de noter que le DM maximal obtenu dans ce travail est de 76 + 6 %, soit 7 %
de plus que le DM maximal rapporté dans la littérature (DM = 69 %) par Prasad et al. [8]. Les
conditions utilisées dans leurs travaux, avec une quantité de 20 mL d’AM ajoutée dans 2 %m
de CMC solubilisée dans I’eau sont proches de la réaction a 1400 tr/min et Neq
AM/OHcmc = 6,18 (24 mL d’AM) dans ce travail, ou le DM obtenu est de 74 = 5 %. Cependant,
le spectre RMN présenté dans la publication de Prasad et al. ne correspond pas a celui d’une
MCMC tel qu’obtenu dans d’autres publications ou dans ce travail [3,7].

Melilli et al. ont obtenu un DM de 60 % avec une quantit¢ d’AM de 8§ mL dans une
solution de CMC (250 kg/mol) a 2 %m dans I’eau [3]. Dans les mémes conditions de
concentration et de volume en AM et en CMC (90 kg/mol), le DM maximal obtenu dans ce
travail est de 29 £ 3 %. En revanche, il est difficile de comparer ces deux valeurs car les masses
molaires des CMC sont différentes, induisant une viscosité et une réactivité qui ne sont
certainement pas les mémes. De plus, 1’équipe de Melilli et al. n’indique pas la vitesse
d’agitation dans leur publication.
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Lin et al. décrivent des mMCMC avec trois DM (10, 15 et 25 %) différents, sans indication
claire sur leurs des conditions de réactions [6]. De plus, dans leurs travaux, en utilisant un
volume d'’AM de 40 mL pour un volume de synthése de 100 mL, ce qui correspond a une
quantité supérieure a 7,42 équivalents presentée dans cette étude, les DM obtenus sont plus
faibles que ceux obtenus dans ce travail (> 60 %). De méme, avec la quantit¢ d’AM ajoutée
(20 mL) par le groupe de recherche du docteur Nicoll, les DM obtenus sont compris entre
2,87 % et 8,15 % [1,5,12]. Avec ce volume d’AM, équivalent a Neg AM/OHcmc = 6,18, le DM
est ici supérieur a 50 %.

De plus, comme expliqué dans la partie 1.6.2, il est possible que ces auteurs aient réalisés
des erreurs ou des différences dans les méthodes d’intégration des protons des spectres RMN
des CMC expliquant les différences de rendement.

En revanche, Hossen et al. ainsi que Qian et al. ont obtenu des DM de 21 % et 11,8 %
avec des conditions similaires a celles présentées dans les sections précédentes [4,7]. Le premier
a ajouté 3,3 mL a une solution de 2 %m de CMC (90 kg/mol) dans I’eau [7]. Ces conditions
s’approchent de celles avec 1,24 équivalents (4 mL) ou un DM de 14 + 2 % a été obtenu pour
une agitation magnétique a 700 tr/min, et de 34 £+ 4 % pour une agitation mécanique avec une
pale ancre. Méme si une impureteé est présente dans leur spectre, Qian et al. ont rapporté un DM
de 11,8 % en ajoutant 4 mL d’AM a une solution de 2 %m de CMC (90 kg/mol) dans I’eau ;
proche du DM obtenu dans ce travail avec 1,24 équivalents et une vitesse d’agitation de
700 tr/min. La mCMC obtenue avec une agitation de 1400 tr/min et un Neq AM/OHcwmc de 7,42
aurait potentiellement un DM plus important.

En conclusion, les DM obtenus dans cette étude sont du méme ordre de grandeur que
ceux rapportés dans la littérature. Cependant, les paramétres de réaction ont été soigneusement
optimisés pour rendre la synthese reproductible et permettant ainsi d'obtenir une large gamme
de DM, atteignant 76 %.

[11.2.3. INFLUENCE DES PARAMETRES DU PROTOCOLE SUR LES CINETIQUES DE
METHACRYLATION

Dans la littérature, la grande majorité des etudes utilisent des durées de méthacrylation
de 24 h. Seule une étude reporte 'utilisation d’une durée plus courte (5,5 h) [7]. Cette partie
discute de I’influence des différents paramétres du protocole sur les cinétiques de
méthacrylation de la CMC.
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111.2.3.1. Effet de la concentration en soude

Tout d’abord, dans la littérature, la concentration en soude ajoutée est dans la plupart
des cas est 3 ou 10 M. L’impact de ces deux concentrations sur les cinétiques de méthacrylation
a donc été comparé (Figure 111-9). Tout d’abord, aucune différence sur le DM n’est observée
apres 24 h de réaction pour les deux concentrations de soudes utilisées. En revanche, pour des
temps de réaction inférieurs a 5 h, la méthacrylation est plus lente avec 10 M. En effet, 1’ajout
de soude concentrée a 3 M entraine une viscosité du systeme réactionnel de la CMC plus faible
qu’avec 10 M, car le systéme est plus dilué. En conséquence, la diffusion des réactifs devient
moins rapide et la cinétique de réaction ralentit. L’utilisation de soude a 10 M permet de limiter
I’effet de dilution, c’est pourquoi cette concentration a été choisie pour la synthése des mCMC.
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Figure 111-9 : Evolution du DM avec la durée de la réaction de méthacrylation, en fonction de la

concentration de la soude (3M ou 10M) utilisée pour ajuster le pH a 8-10. Le mélange réactionnel
contient 4,96 équivalents de AM/OHcwc et a été agité & 1400 tr/min.

111.2.3.2. Effet de la vitesse et du type d’agitation

L’objectif de cette partie est d’étudier les cinétiques de réaction pour
Neg AM/OHcmc = 4,96 en fonction de la vitesse et du type d’agitation. En dehors de cette plage
de pH, la méthacrylation n’a pas lieu. La Figure Il11-10a montre que pour une agitation
magnétique de 700 tr/min, le volume de soude a ajouter, est important lors des trois premieres
heures car le pH est continuellement en évolution pendant cette période durant laquelle le DM
augmente tres rapidement de 4 a 41 % dans ’intervalle de temps compris entre 1 et 3 h de
réaction. Ensuite, la réaction entre la CMC et I’AM se poursuit plus lentement, jusqu’un DM
de 50 %. Pendant ce temps, 1’ajout de soude est beaucoup moins important apres 8 h, le pH
évoluant faiblement. La méme évolution du volume de soude au cours du temps a été observée
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dans un milieu réactionnel ne contenant pas de CMC, ce qui démontre bien que 1’hydrolyse de
I’AM a lieu en paralléle de la méthacrylation. En augmentant la vitesse d’agitation a 2000 tr/min
et le type d’agitation (pale droite), la cinétique de méthacrylation devient plus rapide (Figure
I11-10b). Apres seulement une heure de réaction, le DM maximal de 62 £ 5 % est atteint. On
observe une évolution plus rapide du volume de soude ajouté que précédemment, enquelques
minutes seulement. Dans le cas d’un ratio AM/OHcwmc éleve (4,96 équivalents) et d’une forte
agitation (2000 tr/min), la température peut par exemple atteindre 50 °C. Des études
complémentaires ont prouve que le DM maximal (34 + 4 %) a été atteint apres 1 h de réaction
pour Neq AM/OHcwmc = 1,24 pour une agitation mécanique réalisée avec la pale encre.
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Figure 111-10 : Evolution du DM et de /’ajout de soude au cours du temps pour des synthéses réalisées
avec 4,96 équivalents d’AM/OHcwmc (8) a [’échelle laboratoire (100 ml) avec une agitation magnétique
de 700 tr/min et (b) a plus grande échelle (2,5 L) avec une agitation mécanique de 2000 tr/min avec une
pale droite. La concentration en CMC est de 2 %m.

L'agitation est donc un parametre essentiel pour contrbler les cinétiques de
méthacrylation. La Figure I11-11a représente 1’évolution du DM en fonction du temps pour
deux vitesses d’agitation magnétique. En augmentant la vitesse d’agitation de 700 a
1400 tr/min, le DM augmente plus rapidement au cours du temps. Aprés 1 h de réaction, le DM
est de 26 £ 3 % a 1400 tr/min alors qu’il est seulement de 4 £ 1 % a 700 tr/min. De plus, le DM
est maximal atteint avant 5 h pour une vitesse d’agitation de 1400 tr/min, alors qu’a 700 tr/min,
le DM évolue encore dans I’intervalle de temps compris entre 7 h et 24 h de réaction. Une
agitation plus rapide dans des conditions de réaction similaires permet ainsi d’améliorer la
diffusion des réactifs et donc d’augmenter le nombre de collisions. La fonctionnalisation est
plus efficace sur une courte durée et permet d’atteindre un taux de greffage maximum plus
rapidement. Ce phénomene est aussi observé en augmentant le Neg AM/OHcmc pour une méme
vitesse d’agitation (Figure I11-11b). Pour un ratio AM/OHcmc de 7,42 équivalents, le DM
maximal de 51 + 5 % est atteint dans la premiére heure de réaction, alors que la
fonctionnalisation n’est que de 4 + 1 % pour 4,96 équivalents au méme temps de prélévement.
Une quantité plus importante d’AM permet d’augmenter le nombre de collisions avec les
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alcoolates de la CMC en méme temps que s’effectue I’hydrolyse de I’AM. Enfin, a 700 tr/min
et avec 4,96 équivalents, la cinétique de réaction est plus rapide avec un barreau de 4 cm en
comparaison a celui de 2 cm, grace a une meilleure homogénéité apportée par un barreau plus
grand (Annexe 111-2).
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Figure 111-11 : (a) Evolution du DM en fonction de la durée de la réaction de méthacrylation, pour un
mélange réactionnel contenant un ratio MA/OH de 4,96 équivalents, agité magnétiqguement a 700 ou
1400 tr/min et (b) Evolution du DM en fonction du temps de réaction pour une agitation magnétique a
700 tr/min pour des synthéses a 4,96 et 7,42 équivalents. La concentration en CMC est de 2 %m.

En conclusion, selon les conditions d’agitation, il peut étre nécessaire de prolonger la
réaction jusqu’a 24 h. Des durées plus courtes, de 5 h voire 1 h, peuvent étre suffisantes. Hossen
et al. sont les seuls & avoir utilisé une durée de réaction de 5,5 h, mais ont obtenu un DM de
21 % avec 3,3 mL d’AM, peut-étre grace a une agitation efficace [7].

[11.2.4. CONCLUSIONS INTERMEDIAIRES

Dans les parties précédentes, il a été démontré que le nombre d’équivalents en
AM/OHcwc et la vitesse d’agitation sont les paramétres les plus influents pour faire évoluer les
cinétiques de méthacrylation et le DM. En effet, le DM final obtenu en fin de réaction est plus
élevé lorsque le Neg AM/OHcwmc est plus important et lorsque la vitesse d’agitation augmente.
De plus, il a été montré que la réaction se fait de maniere optimale a pH = 8 et a une
concentration initiale en CMC de 2 %m. L'un des objectifs de cette étude était d'évaluer la
possibilité d’augmenter le volume de réaction, passant de 100 mL a 2,5 L. L'augmentation
d'échelle a démontré qu'elle permettait d'obtenir des DM plus élevés pour un méme nombre
d'équivalents en AM/OHcmc qu'a I'échelle laboratoire grace a une agitation plus rapide et
efficace. Cela ouvre la possibilité d'envisager un volume encore plus important pour des
applications futures. Ensuite, cette augmentation d'échelle a permis de préparer une quantité de
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mCMC suffisamment importante pour réaliser différentes formulations permettant la
caractérisation des propriétés des hydrogels et cryogels, ainsi que pour la fabrication additive
de ces matériaux.
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111.3. CARACTERISATIONS AVANCEES DESCMCET MCMC

Cette partie vise a présenter les propriétes structurelles et thermiques de la CMC et des
mCMC synthétisées en utilisant une agitation mécanique avec une pale ancre, avec des ratios
AM/OHcwmc de 1,24, 2,48 et 4,96 équivalents. Les DM respectifs de ces mCMC sont de
34+4%,50+5 %, et 76 + 6 %.

Tout d’abord, la cristallinité des matériaux a été déterminée par diffraction des rayons
X (DRX), dont le protocole est déecrit dans la section 11.4.2. La CMC posséde un pic
caractéristique a 20 = 20,43° correspondant a un plan cristallographique d’ordre 1 (200)
(d200= 4,36 A) faisant d’elle un polymeére semi-cristallin (Figure 111-12) [24,25]. Aprés
greffage des groupements méthacrylates sur la mCMC, une diminution importante de ce pic
avec la présence des méthacrylates est observée. Ce pic diminue ensuite avec 1’augmentation
du DM de la mCMC. Au contraire, la fonctionnalisation n’a aucune influence sur la largeur du
pic. L’ajout de groupements méthacrylates hydrophobes, et induisant de la géne stérique,
diminue la cohésion et I’organisation des chaines de mCMC. Ces résultats sont en accord avec
les valeurs de densité déterminées sur les mémes pastilles (Annexe I11-1). La densité du
polymére diminue fortement avec I’ajout des méthacrylates, puis diminue 1égérement avec
I’augmentation du DM, traduisant une diminution de 1’organisation entre les chaines. En
revanche, une légere diminution de la distance interplanaire est observée aprés méthacrylation
par rapport a la CMC (d200 (mCMC 34 %) = 4,19 A, d200 (mCMC 50 %) = 4,12 A et d200
(MCMC 76 %) = 4,16 A). Ce phénomeéne peut étre expliqué par le processus de lyophilisation,
qui permet de récupérer les MCMC et faisant s’agréger les chaines entre elles [26].

—CMC

—— mCMC 34 %
—— mCMC 50 %
—— mCMC 76 %

2 théta (degre)

Figure 111-12 : Diffractogramme DRX de pastilles des différentes CMC et mCMC avec des DM de 34,
50 et 76 % sur une plage de 2theta de 5 a 40 degrés.
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Les échantillons de CMC et mCMC ont également été analyses par des caractérisations
thermiques afin de comprendre la structure et I’organisation des chaines de polymere entre elles.
Les courbes de calorimétrie différentielle a balayage (DSC) effectuées entre 25 et 110 °C, ne
permettent pas de déterminer correctement une tempeérature de transition vitreuse (Tg) qui
devrait se trouver entre 50 et 80 °C pour la CMC (Annexe 111-3) [27,28]. Pour le Vérifier, il
peut étre envisagé de réaliser des mesures d’analyse dynamique mécanique (DMA). En
revanche, les analyses thermogravimétriques (ATG) réalisées sur ces échantillons permettant
d’évaluer la perte de masse en fonction de la température ont révélé des différences de
comportement entre les polymeéres (Figure 111-13a). Tout d’abord, la perte de masse 1égére
intervenant jusqu’a 220 °C correspond a I’évaporation de molécules d’eau adsorbées sur les
polymeres hydrophiles et de certaines impuretés [25]. Aucune conclusion ne peut donc étre faite
sur cette plage de température. Au-dela de 220 °C, une premiére dégradation (D1) intervient a
une température supérieure pour la CMC (TD1 (CMC) = 271 °C) que pour les mCMC (TD1
(MCMC 34 %) = 241 °C, TD1 (mCMC 50 %) = 240 °C, TD1 (mCMC 76 %) = 232 °C).
La diminution de cette température de dégradation avec 1’augmentation du DM indique une
stabilité moins importante des mMCMC en comparaison a laCMC (Figure 111-13b). En effet, le
pic correspondant a la D1 pour la CMC indique la fin du processus vers 650 °C apres une longue
stabilisation. Dans le cas des mCMC, un épaulement et une bosse apparaissent et augmentent
avec le DM. Cela pourrait potentiellement indiquer queles unités glycosidiques des mCMC se
décomposent, suivi d’une dégradation des groupements méthacrylates a une température
supérieure a 300 °C [24,25,27]. Cette dégradation est la principale perte de masse et est
comprise entre 46 et 57 % selon I’échantillon. Aucune conclusion ne peut étre faite a partir de
ces valeurs car aucune tendance n’est observée. La deuxieme dégradation (D2) correspond a la
combustion des résidus carbones [25]. Celle-ci intervient d’autant plus vite aprés la D1 que le
DM de la CMC est important, indiquant une stabilite moins importante (Figure 111-13a, b). La
température de dégradation 2 (Tpz) de la mCMC 76 % se réalise a 352 °C puis semble
augmenter avec la diminution du DM (Tpz (MCMC 50 %) = 440 °C,
To2 (MCMC 34 %) =461 °C). En conclusion, en augmentant leDM, les mCMC sont moins
organisés et moins stables.

131



Chapitre 111 - Synthése et mise en forme de formulations aqueuses de carboxyméthylcellulose méthacrylate

100 -
a
( ) —— CMC
——— mCMC 34 %
80 - —— mCMC 50 %
—_ - mCMC 76 %
& DI
2 60-
S
o
=]
2 40
S
D2
20 Y t
| ——
0 T 1 T 1
200 400 600 800

(b)

(]

n

=)

=
i

2
=

Température (°C)

Dérivé de la perte de masse (%/°C)

Figure 111-13 : (a) Courbes

100

T T T T T

200 300 400

500
Température (°C)

600 700

ATG représentant la perte de masse des échantillons de CMC et mCMC en

fonction de la température (50 — 750 °C) (b) dérivés des courbes ATG représentées dans un graphique
3 axes en fonction de la température, du DM.

132



Chapitre 111 - Synthése et mise en forme de formulations aqueuses de carboxyméthylcellulose méthacrylate

[11.4. FORMULATIONS ET MISE EN FORME D’HYDROGELS
ET DE CRYOGELS

Cette partie discute du développement de plusieurs formulations aqueuses de mCMC
synthétisées dans la section précédente avec des DM et des concentrations différentes.
L’influence de ces deux parametres sur les propriétés structurelles et physiques des matériaux
sous forme d'hydrogels ou de cryogels apres lyophilisation a été étudiée. Ces caractérisations
sont nécessaires dans le but de développer une ou plusieurs formulations imprimables par DLP,
et de déterminer les caractéristiques utiles des objets imprimés.

[11.4.2. CHOIX DES FORMULATIONS ET DES PARAMETRES DE MISE EN FORME

Trois mCMC présentant des DM respectifs de 34 + 4 % (A), 50 £ 5 % (B), et
76 + 6 % (C) ont été utilisées pour préparer huit formulations liquides photo-réticulables avec
des concentrations de mCMC comprises entre 2 et 4 %m (Tableau I11-1). En raison de sa plus
faible solubilité dans I'eau, I'échantillon C (DM = 76 + 6 %) n'a été solubilisée qu'a 2 et 3 %m.

Le photo-amorceur est primordial pour pouvoir amorcer la photo-réticulation des
groupements méthacrylates. Comme décrit dans la partie 1.5.2.2 du chapitre I, le photo-
initiateur doit étre biocompatible, absorber a 365 nm et étre soluble dans 1’eau. Trois photo-
initiateurs potentiels de type I ont été identifiés pour ces travaux de these : le LAP, 1’12959 et
le VA-086 [29]. Les dérivés du BAPO n’ont pas été retenus car ils doivent étre synthétisés.

Dans le cas des technologies de fabrication additive de type

« vat photopolymerization », nécessitant une consommation en grande quantité de formulation,
le LAP devient économiquement non viable car son prix est de 675 € pour 5 g (Sigma Aldrich).
Quant au VA-086, son prix est abordable (55 USD les 25 g), mais il libére du diazote lors de sa
décomposition. Cette réaction a été verifiée expérimentalement : des bulles restent piegees dans
la matrice lors de la photo-réticulation, entrainant une porosité plus importante et une
diminution des propriétés mécaniques des matériaux obtenus en comparaison de ceux formés
en présence d'12959. Par conséquent, 1'12959 (72 € les 10 g) a eté choisi comme photo-amorceur
car il repond a tous les critéres. Cependant, il est trés peu soluble dans I'eau (sa solubilité
maximale est de 0,5 %m). Pour la formulation C3, qui possede la quantité de matiere en
méthacrylates la plus élevée, 0,5 %m d'12959 ont été ajoutés, correspondant a un ratio molaire
12959/méthacrylates de 0,55. Ce méme rapport molaire a ensuite été appliqué pour I'ajout de
photo-amorceur dans les autres formulations afin d'obtenir des réticulations et des propriétés de
matériaux comparables (Tableau I111-1).
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Tableau I11-1 : Compositions des différentes formulations constituées de 2 a 4 %m de de mCMC
possédant un DM de 34, 50 ou 76 % et d’12959 comme photo-amorceur.

MCMC | 12959
Formulation Echantillon DM (%) Concentration (%om)  Concentration (%m)*
A2 2 0,12
A3 A 34+4 3 0,18
A3 4 0,25
B2 2 0,20
B3 B 505 3 0,30
B4 4 0,41
C2 C 76+6 2 0,32
C3 3 0,50

*[’12959 a été ajouté avec un ratio molaire 12959/méthacrylates de 0,55.

[11.4.3. VISCOSITE DES FORMULATIONS DE MCMC

Tout d’abord, 1’étude de la viscosité des formulations sans photo-amorceur en fonction
du taux de cisaillement a été réalisée entre 0,1 et 100 s (Figure 111-14). Elle correspond a une
mesure de la résistance d'un liquide a I'écoulement. Pour I'impression 3D par DLP ou SLA, la
viscosité de la formulation est importante a connaitre car elle entraine une modulation des
paramétres d’impression. Une résine trop visqueuse peut entrainer des problemes de
remplissage, des défauts de surface, des détails mal définis et un temps d'impression plus long.
Une résine peu visqueuse est généralement préférée [30].

Toutes les formulations possédent un comportement rhéofluidifiant comme celui de la
CMC, décrit dans la partie 1.3.2.3 (Figure 111-14). Sur toute la gamme de taux de cisaillement
pour un méme DM, la viscosité diminue avec la concentration (effet de dilution). De plus, la
viscosité augmente avec le DM pour une méme concentration car la masse molaire de lamCMC
et I’hydrophobie apportée par les méthacrylates augmentent avec celui-ci (Annexe II-1).
Malheureusement, la détermination des masses molaires moyennes en masse n'a pas été
possible par chromatographie d'exclusion stérique, car le recouvrement des CMC et mCMC
n'était pas intégral et diminuait a mesure que le DM augmentait.
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Figure 111-14 : Evolution de la viscosité en fonction du taux de cisaillement de 0,1 & 100 s™ a 25 °C
pour différentes formulations constituées de 2 a 4 %m de de mCMC possédant un DM de 34, 50 ou
76 % sans photo-amorceur.

I11.4.4. INFLUENCE DE LA DUREE D’INSOLATION SUR LE TAUX DE CONVERSION
DES METHACRYLATES

Les formulations ont ¢té¢ exposées a une longueur d’onde de 365 nm pour induire la
réticulation de la mCMC et former des hydrogels. Ces hydrogels peuvent ensuite étre soumis a
un processus de lyophilisation pour préparer des cryogels. Le protocole est décrit dans la section
11.3.2.1. De maniére originale, des techniques de RMN du solide du carbone *3C par polarisation
croisée et rotation a 1I’angle magique (CP-MAS) et par suppression non quaternaire (NQS) ont
été employées pour identifier les pics des carbones et déterminer le taux de réticulation des
groupements méthacrylates en utilisant les cryogels (Figure 111-15). Du fait de la difficulté de
suivre la bande de vibration des liaisons C=C des méthacrylates, masqués par le spectre de la
CMC, il n’a pas été possible d’étudier 1’évolution du spectre infrarouge de I’hydrogel en
fonction du temps de réticulation, par spectroscopie infrarouge en temps réel.

Tout d'abord, les spectres 3C CP-MAS et NQS de la mCMC (DM = 76 %) avant la
réticulation sont utilisés pour attribuer les signaux des différents carbones, comme détaillé dans
la littérature par Capitani et al. (Figure 111-15) [31]. Les signaux situés entre 55 et 90 ppm sont
attribués aux carbones hétérocycliques (C2 a C5), tandis que le pic a 104 ppm est attribué au
carbone anomérique (C1) (Figure I1l11-15a). Enfin, le pic a 176 ppm correspond aux
groupements carboxylates de la CMC. L’attribution des signaux des methacrylates a été
effectuée a I’aide du spectre *C NQS de lamCMC 76 % (Figure 111-15b). Cette méthode RMN
ne montre que les carbones quaternaires et les groupements méthyles. En conséquence,
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les signaux a 168 et 176 ppm ont été attribués respectivement aux carbones des carbonyles des
groupements méthacrylates (C9) et des groupements carboxylates (C8). Enfin, les signaux a 18
et 136 ppm ont été respectivement attribués aux carbones des méthyles (C12) et aux carbones
vinyliques (C10) des groupements méthacrylates. Par deduction, le carbone vinylique non
quaternaire (C11) est attribué au pic a 126 ppm visible sur les spectres 13C CP-MAS.

Aprés la réticulation, quelques différences sont observées dans les spectres °C
CP-MAS et NQS des cryogels C3 (Figure I11-15a et b). Pendant I'insolation de la formulation
sous rayonnement UV, les groupements méthacrylates sont progressivement convertis par
polymeérisation radicalaire vinylique, conduisant a une diminution progressive desintensités de
signaux des carbones C9 a C12. Simultanément, I'apparition de nouveaux signauxest observée
et attribuée comme suit : C9’ (163 ppm), C10’ (46 ppm), C11° (115 ppm) et C12°(28 ppm).

A partir des spectres 3C CP-MAS, le taux de conversion des méthacrylates (TCM) peut
étre calculé a partir des aires des pics des carbones C12' et C12 de la mCMC réticulée,
normalisées par I’aire du pic du carbone anomérique (C1), qui n’est pas impactée par la
réticulation (Equation I111-2). Deux carbones de 1’12959 ont également été intégrés a la méme
position chimique (28 ppm) que les C12 et C12’. Cependant, compte tenu d'un rapport molaire
constant entre Il'initiateur de photo-polymérisation et les groupes méthacrylates pour chaque
formulation (0,55), la contribution de 1’12959 ne modifie pas le calcul de CR (Annexe 111-4).

A(C12)
TCM= —— (Equation 111-2)

A(C12) + A(C12)
ou A(C12") et A(C12) correspondent respectivement aux intégrales des signaux des
carbones C12' (28 ppm) et C12 (18 ppm) de la mCMC réticulée.

Tout d’abord, 1'influence de la durée d'irradiation UV (30, 60 et 300 s) est ¢tudiée en
caractérisant des cryogels provenant de la réticulation de la formulation C3 (Figure 111-15).
Les taux de conversion des méthacrylates calculé pour les cryogels C3 en fonction du temps
sont de 45 %, 54 % et 62 %, respectivement. Ces valeurs semblent indiquer la présence d’une
valeur de TCM maximale autour de 60 % (Annexe I11-5). Sur la base de ces résultats, la
réaction de photo-réticulation est considérée terminée apres 5 minutes. Cette durée a donc été
choisie pour les expériences suivantes sur les cryogels issus des formulations A2-C2. Il semble
important de noter que I’homogénéité du taux de réticulation sur 1’épaisseur des cryogels n’a
pas éte obtenu. Les valeurs de TCM fournies sont donc des taux de conversion moyens sur tout
le matériau.
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Figure 111-15 : Spectres RMN **C CP-MAS du solide (a) et RMN **C NQS du solide (b) de la mCMC
présentant un DM de 76 % (bleu) et des cryogels C3 obtenus par insolation sous rayonnement UV
(365 nm) pendant 30 s (rouge), 1 min (vert) ou 5 min (violet). Les spectres NQS ne montrent que les
carbones quaternaires et méthyles et ont permis I'attribution des carbones aprés la réticulation de la
mCMC. *Carbones provenant de /’72959 (Annexe 111-4).
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111.5. PROPRIETES DES HYDROGELS ET DES CRYOGELS

Les 8 hydrogels et cryogels issus des formulations A2 a C3 (Tableau I11-1), formés
apres 5 minutes d’insolation sous rayonnement UV (365 nm) ont ensuite été caractérisés dans
I’objectif des relations structures/propriétés, permettant de mettre en avant le role du DM et de
la concentration de la mCMC utilisée, sur la microstructure, et les propriétés de gonflement et
de viscoélasticité des matériaux. La détermination de ces propriétés est essentielle pour
identifier des applications biomédicales potentielles.

111.5.1 MICROSTRUCTURE

111.5.1.1. Densité de méthacrylates réticulés et porosité

A partir des spectres de RMN du solide du carbone des cryogels issus des formulations
A2-C3, le taux de conversion des méthacrylates (TCM) a été calculé afin de déterminer sa
dépendance avec le DM et la concentration des mCMC dans les formulations. Le Tableau 111-2
résume les valeurs qui se situent entre 50 + 2 % et 62 + 2 %. Malheureusement, il n’est pas
possible d’établir de corrélation directe entre le TCM et le DM ou la concentration. Etant donné
le volume constant de tous les cryogels (Veryogel = 0,64 cm?), il est possible de calculer |a densité
de méthacrylates réticulés (en pumol/cm®) a partir des quantités de méthacrylates dans la
formulation (Nmet) et du TCM mesuré par RMN (Tableau I111-2, Equation 111-3).

N ppeth (MOl X TCM

Densité en méthacrylate réticulés = (Equation 111-3)
100X Vryogel (cm?)

Tableau I11-2 : Propriétés structurales des hydrogels et cryogels issus des différentes formulations
constituées de 2 a 4 %m de de mCMC possédant un DM de 34 (A), 50 (B) ou 76 % (C) et d’12959 comme
photo-amorceur.

Cryogel Hydrogel
Taux de Densité de Taille
F . conversion des méthacrylates moyenne des Paramétre de
ormulation . i 2 .
méthacrylates réticules pores maille & (nm)
(TCM, %) (umol/cmd) (um)
A2 53+2 4,3+0,29 18,9 + 6,55 54+16
A3 50+2 6,4+0,35 15,6 + 3,35 39+1.2
A4 50+ 2 8,1+041 15,3 £ 5,87 2,8+0,96
B2 58+2 6,6 £ 0,39 15,6 £ 5,33 42+1,0
B3 54 +2 9,1+0,50 14,3 + 5,36 2,8+0,50
B4 53+2 12 + 0,65 13,9 £ 5,32 0,79 £ 0,27
C2 62+2 9,9+0,62 13,9 £ 4,39 1,3+0,38
C3 54 +2 13+0,95 13,8+594 0,56 +0,14
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Cette fois-ci, la densité de méthacrylates réticulés peut étre corrélée au DM et a la
concentration en mCMC. En effet, elle augmente linéairement avec la concentration pour un
DM constant (R2> 0,98 ; Figure 111-16a), ainsi qu'avec le DM pour une concentration constante
(R2>0,99; Figure 111-16b). La densité de méthacrylates réticulés des hydrogels peutdonc étre
controlée sur une plage significative et présentant une augmentation d’un facteur 3 entre les
densités les plus faibles et les plus élevées en modulant le DM initial, mais aussi la concentration
de mCMC dans la formulation photo-réticulable.
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Figure 111-16 : Densité de méthacrylates réticulés dans les cryogels, en fonction (a) de la concentration
en mCMC dans la formulation initiale pour un DM donné et (b) du DM de la mCMC pour une
concentration initiale donnée.

La densité de méthacrylates réticulés a également une influence sur la structure du
matériau. La taille de la maille de 1’hydrogel aprés photo-réticulation, représentant la distance
moyenne entre deux nceuds de réticulation, a été évaluée pour chaque formulation a I'aide de la
théorie de Flory-Rehner présentée dans le chapitre Il (11.4.5.2) [32,33]. Comme le prédit la
théorie, la taille de la maille diminue a mesure que la concentration et le DM de la mCMC
augmente (Tableau 111-2). Plus le nombre de groupements méthacrylates dans la formulation
est éleve, plus la densité de noeuds de réticulation dans 1’hydrogel est élevée et plus la taille de
maille est petite. Cependant, ces résultats n'ont pas conduit a des variations significatives sur
les tailles des pores des cryogels déterminées par imagerie MEB (Figure 111-17,
Tableau I11-2). En effet, I'échantillon le plus réticulé (B4) a une taille de pore moyenne de
13,9+ 5,32 um et I'échantillon le moins réticulé (A2) a une taille de pore moyenne de
18,9 + 6,55 um. En géneral, la taille et la direction des pores dans les cryogels sont
principalement contrélées par le processus de lyophilisation et non directement par la densité
de noeuds de réticulation des méthacrylates du matériau [14]. En effet, lors de la congélation,
des cristaux croissent et collapsent les chaines cellulosiques entres elles. Ainsi, les variations
entre formulations pourraient plutdt se refléter dans I'épaisseur des parois constituant les
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pores [34,35]. Pour le vérifier, deux clichés MEB ont pu étre réalisés sur des cryogels possédant
des densités de méthacrylates réticulés différentes (Figure 111-17d et e). Les parois présentes
sur la Figure 111-17d sont celle d’un cryogel de mCMC non discuté dans ce travail, possédant
une densité de noeuds de réticulation de 3,5 umol/cm? et obtenu a partir d’une formulation
contenant 2 %m de mCMC et un DM de 34 % et de nanocristaux de cellulose. Ses parois
présentent une épaisseur de 0,21 + 0,054 um. Le cryogel B4, qui posséde une densité de noeuds
de réticulation 3 fois supérieure et une concentration en mCMC deux fois supérieures, présente
quant a lui des parois trois fois plus épaisses (0,61 + 0,14 um). Cette étude qui semble donner
des résultats convaincants, n’a cependant pas ét¢ menée sur I’ensemble des cryogels car
I’acquisition de telles images est difficile et longue.

En ce qui concerne la taille des pores des cryogels (= 15 um), ils sont trop petits pour
des applications d’ingénierie tissulaire telle que la réparation osseuse, pour lesquelles des pores
d'environ 100 - 200 pum sont nécessaires pour permettre aux cellules de pénétrer dans le réseau
[36,37]. Pour surmonter ce probleme, il peut étre possible de fagonner des matrices avec une
porosité adéquate par impression 3D. Il est par contre intéressant de noter que des pores de
15 pm pourrait permettre la néovascularisation car ils permettent l'infiltration des cellules
endothéliales, qui forment les vaisseaux sanguins. Cela peut favoriser la vascularisation du tissu
régenéreé [38].

A titre de comparaison avec la littérature, seuls Melilli et al. ont montré des images
MEB de la porosité de cryogels de mCMC et quantifier la taille des pores [3]. La taille des pores
déterminée dans cette publication est de I’ordre de 80 um sur leur cryogel, ce qui est 5 fois plus
que ceux mesurés dans ce travail. Cependant, aucune information n’est donnée sur leprocéde
utilisé pour la congélation des hydrogels formés, qui posséde un impact important surla taille
de ces derniers.

Enfin, pour compléter cette étude sur la porosité, des mesures BET (Brunauer-Emmett-
Teller) ont été envisagées. Cette technique permet de déterminer la surfacespécifique d'un
matériau poreux, c'est-a-dire la surface totale des pores a l'intérieur du matériaupar unité de
masse. Cette valeur aurait pu étre comparée a la taille moyenne des pores. Cependant, plusieurs
limites a la manipulation du cryogel notamment pour le découper en morceaux sans le
déstructurer ni I’écraser, n’ont pas permis de developper cette méthode.
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Figure 111-17 : Distributions en nombre des tailles de pores mesurées par MEB pour les cryogels A2
(@), B2 (b) et C2 (c). Images MEB montrant l’épaisseur de parois pour un (d) cryogel obtenu a partir
d’une formulation & 2 %m en mCMC et possédant une densité de méthacrylates réticulés de
3,5 umol/cm® et pour le (e) cryogel B4, obtenu & partir 4 'une formulation & 4 %m en mCMC et possédant
une densité de méthacrylates réticulés de 12 umol/cm?®. La taille moyenne des parois a été déterminée
apres 7 mesures. La taille moyenne des pores a été déterminée apres environ 25 mesures sur 4 images
par échantillon (100 mesures). Les pores dont les parois ont été brisées par la méthode de section lors
de la préparation de [’échantillon n'ont pas été pris en compte.

111.5.2.2. Taux de gonflement

Le taux de gonflement dans I'eau (Qm) refléte la capacité des cryogels a absorber et
retenir I'eau sans se rompre ou se déstructurer. Pour tous les cryogels obtenus aprés 5 minutes
d’insolation, 1’équilibre de gonflement a été atteint en moins de 10 heures pour tous les cryogels
dans I’eau a 25 °C (Figure 111-18). De maniere intéressante, le taux de gonflement final diminue
avec l'augmentation de la concentration. Les cryogels A2, A3 et A4, obtenuesrespectivement a
partir des concentrations en mCMC de 2 %m, 3 %m et 4 %m, ont présenté une capacité
d'absorption d'eau notable en absorbant respectivement 81 + 8,5, 63 + 0,37 et 37 + 2,9 fois
leur propre masse initiale, apres 48 heures a température ambiante. De maniére similaire, le
taux de gonflement diminue avec lI'augmentation du DM. Par exemple, les taux de
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gonflement de 81 £ 8,5, 67 + 3,8 et 46 + 1,3 ont été obtenus pour les cryogels A2 (DM = 34 %),
B2 (DM =50 %) et C2 (DM = 76 %), respectivement.
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Figure 111-18 : Evolution du taux de gonflement en fonction du temps d'immersion dans I'eau & 25 °C
pour les huit cryogels (A2-C3).

Les mémes tendances ont été observées entre le taux de gonflement et la densité de
méthacrylates réticulés. En effet, lorsque la densité en méthacrylates réticulés dans le cryogel
augmente, le réseau devient plus dense et moins extensible, absorbant ainsi moins d'eau
(Figure 111-19a). Enfin, la capacité d'absorption d'eau des cryogels semble également dépendre
de la densité de méthacrylates libres restants aprés photo-réticulation car les méthacrylates sont
hydrophobes (Figure 111-19b). 1l est cependant difficile de définir laquelle des deux densités
(méthacrylates réticulés et méthacrylates libres) est la plus influente sur le gonflement.

(a) 90 - o A2 (b) 90 4 o A2
<& A3 » & A3
-, 0O A4 e 0O A4
= 80+ @, e B2 =% %, e B2
% %, ¢ B3 % %, ¢ B3
= 70 4 ) m B4 = 704 ) m B4
| “ | 2,
5 % e C2 5 . %/ ® C2
5 60 4., * C3 5 60 3, * C3
E E E %
O\P - J‘D
(s} //&A (s} )
80 50 1 % %050 4,
3 —— & = L o:@
] . %, ] o
Z 40 1 2 Z 40 1
= - = .
304 —p— 304 %:—1
20 T T T T T T 1 20 T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 16 2 4 6 8 10 12 14 16
Densité en méthacrylates réticulés (umol/cm®) Densité des méthacrylates libres (umol/cm®)

Figure 111-19 : Influence de la densité de méthacrylates (a) réticulés et (b) libres dans les cryogels sur
le taux de gonflement du cryogel hydraté mesuré apres 48h dans [ eau.
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Les ratios de gonflement des cryogels hydratés ont ensuite été compareés a la teneur en
eau des hydrogels initiaux (Figure 111-20). Tous les cryogels ont absorbé plus d'eau que celle
contenue dans les hydrogels a la fin de la photo-réticulation, car le gonflement a été mené a sa
capacité maximale pour les cryogels hydratés, tandis que I'équilibre n'est probablement pas
atteint pour les hydrogels initiaux. De maniére intéressante, des différences de taux de
gonflement entre les deux matériaux ont été observées en fonction de I'échantillon. Par exemple,
le cryogel le moins réticulé A2 a absorbé deux fois plus d’eau que I'hydrogel initial A2, tandis
que le cryogel le plus réticulé B4 a absorbé seulement 7 % d'eau en plus que I'hydrogel initial
B4. Cela peut probablement étre expliqué par 1’étape de congélation, qui provoque I'agrégation
des chaines polymeéres pour former les parois des pores [35]. Le taux de gonflement a I'équilibre
dépend fortement de la capacité intrinséque des chaines polymeres a absorber I'eau [33,39].
Dans le cas des cryogels, les chaines polymeéres collapsées sont maintenues ensemble par des
liaisons hydrogene, ce qui les rend plus difficile a hydrater. Ce phénomene devient encore plus
observable lorsque la concentration de mCMC augmente, ce qui pourrait s’expliquer par
I'élargissement de la taille des parois des pores, comme observé par Cassanelli et al. avec des
cryogels de gomme gellane [35].

100 4

[ |Hydrogel aprés photo-réticulation
I Cryogel hydraté

Taux de gonflement

A2 A3 A4 B2 B3 B4 C2 C3

Figure 111-20 : Comparaison de la teneur en eau des hydrogels aprées photo-réticulation et du taux de
gonflement des cryogels réhydratés a I'équilibre, issus des formulations A2 a C3.

La possibilité de régler finement la capacité de gonflement des cryogels hydratés permet
d'envisager plusieurs types d'applications médicales. En effet, il a été rapporté que plus la teneur
en eau des hydrogels est élevée, plus ils fournissent un environnement fonctionnel pour les
cellules (cf. partie 1.4.2). Cette propriété, que possedent les cryogels A2 et B2 serait bénéfique
pour des applications telles que la libération de médicaments ou la cicatrisation des plaies méme
si les taux de gonflement reportés dans la littérature sont trés variables (5 — 1000) [40,41].
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Cependant, pour d'autres applications telles que la réparation de tissus mous, un taux de
gonflement plus faible est recommandé (0,1 - 30) tel que ceux des cryogels B4 et C3 [42-44].

En comparaison a la littérature, des taux de gonflement du méme ordre de grandeur ont
été obtenus pour des cryogels de mCMC (26 —81) [1,6,12]. Ces derniers diminuent avec le DM
et la concentration. En revanche, les valeurs obtenues par le groupe de recherche du docteur
Nicoll et les valeurs présentées dans ce manuscrit ne sont pas comparables car la forme du
cryogel et la méthode de photo-réticulation (durée et puissance d’insolation, quantité d’12959)
ne sont pas les mémes. Par ailleurs, des comparaisons peuvent étre réalisées lorsque la densité
en méthacrylates réticulés a été calculée. Par exemple, pour une densité de nceuds de réticulation
de 11,3 umol/cm® Gupta et al. ont mesuré un taux de gonflement de 35, alors que pour
12 pmol/cm? un taux de gonflement de 26 a été mesuré pour B4 [12]. Cependant, ce n’est pas
le cas pour Lin et al. ou les densités de noeuds de réticulation sont inférieures a celles obtenues
dans ce travail pour des taux de gonflement mesurés comparables [6]. Par exemple, pour une
densité de noeuds de réticulation de 3 pmol/cm?, ces auteurs obtenaient Qm = 75 alors que pour
A2 le taux de gonflement est de 81 pour 4,3 pmol/cm?®. Cette différence pourrait provenir de la
valeur de la densité de la mCMC utilisée faible (p = 0,52 g.cm™) dans le calcul de la densité de

noeuds de réticulation par p/ﬁc.

111.5.2. PROPRIETES VISCOELASTIQUES

L'impact de la densité de noeuds de réticulation sur les propriétés viscoélastiques des
hydrogels a été étudié par rhéologie. L'évolution du module élastique (G') et du module
visqueux (G"), sur la plage de fréquences 0,1 — 10 Hz est représentée dans la Figure 111-21a,b
et I’amortissement tan(§) en Annexe I11-6. Sur I'ensemble de cette gamme de fréquences, a
1 % de déformation et a 25 °C, G' est toujours supérieur a G", ce qui montre le comportement
majoritairement solide des hydrogels. De plus, indépendamment de leur formulation, le méme
comportement a été observé pour tous les hydrogels ; le module G’ augmente et le module G’
diminue lorsque la fréquence augmente. Les mémes résultats sont observés pour le
comportement viscoélastique des cryogels hydrates (Figure 111-21 c et d, Annexe 111-6). Par
conséquent, la comparaison des propriétes rhéologiques solides des matériaux a été effectuee
en considérant G' (1 % de déformation). La méme étude pourrait étre effectuée avec G" pour le
comportement visqueux.

Sur la gamme de fréquences 0,1 -10 Hz a 1 % de déformation, le module élastique G’
des hydrogels semble augmenter avec le DM pour une méme concentration en mCMC, et avec
la concentration pour un méme DM (Figure 111-21a). Cette observation est en accord avec les
résultats précédents, indiquant qu’avec une augmentation du DM et de la concentration, le
réseau formé est plus dense et moins déformable.
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Figure 111-21 : Modules élastiques (G") et visqueux (G") en cisaillement des hydrogels initiaux (a, b) et
des cryogels hydratés (c, d), mesurés par rhéologie plan-plan, entre 0,1 et 10 Hz, a 1 % de déformation
et a 25 °C. Les barres dincertitudes n’ont volontairement pas été mises pour une meilleure lisibilité des
graphiques.

La Figure 111-22 représente les valeurs des modules élastiques G’ avec les incertitudes
correspondantes, mesurées a 1 Hz, en fonction de la concentration initiale en mCMC dans la
formulation photo-réticulable. Pour les hydrogels, le module élastique G'¢1 Hz) augmente avec la
concentration en mCMC (Figure 111-22a). En effet, les valeurs de G’(1 1z des hydrogels de B2,
B3 et B4 sont respectivement de 1,8 + 0,51, 3,5+ 0,92 et 8,9 + 1,0 kPa. Les mémes résultats
sont observés pour les cryogels hydrates (Figure 111-22b). En effet, les valeurs de G’(1 Hz) des
cryogels hydratés de B2, B3 et B4 sont respectivement de 8,6 +2,2,13,1 +0,8 et 16,7 + 1,7 kPa.
Aucune évolution significative de G’(1 Hz) N'a été observee avec le DM, pour les deux types
d’échantillons.
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Figure 111-22 : Evolution des modules élastiques en cisaillement G' des hydrogels initiaux (a) et des
cryogels hydratés (b), mesurés a 1 Hz, 1% de déformation et a 25°C, en fonction de la concentration
initiale de mCMC dans chaque formulation photo-réticulable.

A 1 Hz, le rapport des modules élastiques (G'(cryogel hydraté)/G'(hydrogel initial)) est
supérieur a 1 pour chaque formulation comme déja observé par Heger et al. sur des hydrogels
et des xérogels hydratés d’agarose (Figure 111-23a) [45]. Il est remarquable, que méme s'ils
contiennent plus d'eau, les modules élastiques des cryogels hydratés sont plus élevés que ceux
des hydrogels initiaux (Figure 111-23b). Ce rapport diminue a mesure que la concentration en
mCMC augmente. Par ailleurs, pour une concentration de 2 %m de mCMC, le rapport de G'(1 Hz)
augmente avec la diminution du DM. Toutefois, aucune évolution significative du rapport de
G'(1Hz) avec le DM n'a été observée pour des concentrations de 3 %om et 4 %m (Figure 111-23a).
La différence observée sur les propriétés rhéologiques entre les hydrogels et les cryogels
pourrait étre due a I'étape de congélation sous azote liquide avant la lyophilisation. Comme
observé sur les images MEB en coupe transversale (Annexe I11-7), les pores des cryogels sont
orientés le long de I'axe de congélation (du bas vers le haut) aprés la lyophilisation, tandis qu'ils
pouvaient étre orientés de maniere aléatoire dans les hydrogels. 1l est concevable que cette
orientation implique une organisation du réseau plus résistante dans le cryogel que dans
I'hydrogel initial. En effet, le gonflement du cryogel n'affecte pas 1’évolution du module
élastique G'(1 Hz) des cryogels hydratés en fonction de la concentration et du DM de la mCMC
par rapport a ceux des hydrogels (Figure 111-23). Les modules élastiques des deux matériaux
augmentent avec la concentration de mCMC et n‘ont pas montré de variation significative avec
le DM. Cependant, en fonction de la concentration en mCMC dans la formulation, et d’autres
parameétres possibles (Iégére évaporation, hydrophobie des méthacrylates libres induisant la
rétractation du réseau), la quantité d'eau contenue dans 1'hydrogel initial évolue et n’est pas la
méme dans chaque hydrogel (Figure 111-19). Il est possible que lors de la congélation,
I'orientation des pores et l'organisation du réseau soient en partie régies par la quantité d'eau
dans I'nydrogel initial. En d'autres termes, les cristaux formés pourraient étre plus volumineux
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en présence de plus grandes quantités d'eau. Le réseau aurait pu se déformer plus facilement et
devenir plus robuste lors de la lyophilisation lorsque plus d'eau est piégée dans I'nydrogel initial.
En effet, le rapport G'(1 Hz) diminue avec la diminution en eau dans I'hydrogel (Figure 111-23Db).
Pour B2, B3 et B4, les rapports des G'1 Hz) sont respectivement de 4,7 = 0,10, 3,8 £ 0,61 et
2,1+ 0,10 pour une teneur en eau de I'hydrogel de 38 + 1,2, 28 + 0,43 et 24 + 0,010,
respectivement. Sur 1’évolution du rapport des modules élastiques G’ (1 Hz) des cryogels hydratés
et des hydrogels, il aurait pu étre envisagé d’étudier I’impact de 1’épaisseur des parois du réseau
induit aussi par la congélation. L’agrégation des chaines implique des épaisseurs de parois plus
importante et une meilleure résistance de ces derniéres lorsqu’elles sont soumises a une
contrainte. Ce phénomene pourrait aussi expliquer la différence entre les modules élastiques
des deux matériaux.
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Figure 111-23 : Evolution des rapports des modules élastiques des cryogels hydratés sur ceux des
hydrogels initiaux correspondants en fonction (a) de la concentration de mCMC, (b) du taux de
gonflement de I'nydrogel. Les valeurs des G’ sont prises a 1 Hz et 1 % de déformation a 25 °C.

Enfin, ces résultats montrent que le module élastique G'1 Hz) des hydrogels initiaux et
des cryogels hydratés peut étre ajusté en faisant varier la concentration de mCMC, plutdt que
le DM. De plus, la transformation des hydrogels en cryogels permet d’augmenter le module
élastique apres réhydratation. Selon I'application visée du matériau, un DM et une concentration
spécifiques peuvent étre sélectionnés pour obtenir une microstructure et des propriétés
mécaniques adaptées. 1l est difficile de comparer les résultats obtenus avec ceux obtenus dans
la littérature car les protocoles de mesures sont différents et aucune étude n’a été réalisée pour
comparer les valeurs de modules de cryogels et hydrogels issus de mémes formulations. 1l est
montré ici qu'il est possible par la lyophilisation d'augmenter les propriétés viscoélastiques des
hydrogels avec une augmentation négligeable du gonflement, comme dans le cas des cryogels
hydratés B4 et C3. Cependant, les modules élastiques obtenus sont trop faibles pour les tissus
squelettiques. Les hydrogels utilisés pour les applications de réparation osseuse sont
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géneralement résistants mécaniquement [37,46]. En revanche, les matériaux préeparés
pourraient étre considérés pour la réparation de tissus mous, tels que les poumons, les reins, le
foie, la moelle voir le tissu adipeux [47].

En comparaison avec des mesures rhéologiques sur des hydrogels de mCMC, seul le
groupe de recherche du docteur Chiappone a déterminé des valeurs de modules élastiques G’
d’hydrogels préparés a partir d’'une mCMC présentant un DM de 60%, une masse molaire en
poids de 250 kg/mol, & une concentration de 2 %m dans 1’eau [3,10]. Dans les deux
publications, les modules ¢€lastiques G’ des hydrogels obtenus sont de 0,5 et 3,3 kPaa 1 Hz et
1 % de cisaillement pour de hydrogels formés avec du BAPO et du LAP comme photo-
amorceurs. Cependant, les modules élastiques obtenus correspondent a des mesures sur des
hydrogels formés par rhéologie en temps réel, qui ne possedent pas la méme structure qu’un
hydrogel formé sans contrainte.
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111.6. CONCLUSIONS

Dans cette etude, la réaction entre la carboxyméthylcellulose et I'anhydride
méthacrylique a été étudiée de maniére approfondie pour la premiere fois afin de former la
carboxymeéthylcellulose méthacrylate (mMCMC). Le contr6le des parameétres du protocole de
syntheése a permis d'obtenir une large gamme d'échantillons de mCMC avec des degrés de
méthacrylation compris entre 0 et 76 + 6 %. Huit formulations aqueuses avec différents DM et
concentrations de mCMC ont été utilisées pour préparer des hydrogels apres photo-réticulation
sous rayonnement UV (365 nm). Ces hydrogels ont ensuite été transformés en cryogels par
Iyophilisation. Une méthode innovante utilisant la RMN *3C a I'état solide a été utilisée pour
mesurer le taux de conversion des méthacrylates (TCM, de 50 a 62 %) et en déduire la densité
de méthacrylates réticulés dans les cryogels finaux (de 4,3 & 13 pmol/cm?q). Cette derniére s'est
avérée étre corrélée a la fois au DM et a la concentration initiale en mCMC dans la formulation.
En outre, des corrélations entre la densité de méthacrylates réticulés et le taux de gonflement
des cryogels, d'une part, et la microstructure, d'autre part, ont ensuite été mises en évidence. De
plus, ces résultats permettent d'expliquer I'évolution des modules élastiques en cisaillement des
hydrogels et des cryogels hydratés, qui dépendent principalement de la concentration initiale de
mCMC dans la formulation. En conclusion, il a été mis en évidence la possibilité d'affiner la
microstructure (densité de méthacrylates réticulés ; distance entre deux points de réticulation
entre 0,56 et 5,4 nm) ainsi que le taux de gonflement des cryogels (Qm= 25 - 80) et les propriétés
rhéologiques (G’ Hz) = 2-8 kPa pour les hydrogels, 4,5-17 kPa pour les cryogels hydratés a 1 %
de déformation) des hydrogels et cryogels de mCMC, en contrblant les conditions de
méthacrylation d'une. En fonction des propriétés sélectionnées, ces hydrogels et cryogels de
mCMC réticulés pourraient servir a différents usages en biomeédecine. Par exemple,ils pourraient
étre employés comme scaffolds pour la régénération des tissus mous ou l'encapsulation de
cellules. Pour prouver la potentielle biocompatibilité nécessaire a de telles applications, des
tests de cytotoxicité auraient pu étre réalisés. Ces tests ont été réalisés par Béatrice Labat
(Université de Rouen Normandie) sur les formulations présentées dans le chapitre V. De plus,
afin de se rapprocher le plus précisément des conditions physiologiques, les caractérisations
présentés dans ce chapitre pourraient étre réalisées dans le PBS a 37 °C. Il pourrait étre
intéressant de mesurer les propriétés mécaniques des matériaux développés. Cependant,
certaines études corrélent le module élastique G* au module d’Young E en compression par
I’approximation E =~ 3G’ [48]. Avec cette derniére hypothése, le module E suitla méme évolution
que le module G’. De plus, des caractérisations par nano-indentation ont étéenvisagées sur les
hydrogels et cryogels hydratés. Cependant, les épaisseurs de parois ont été jugées trop fines
pour cette étude.

Dans ce travail, les mCMC ont été solubilisées jusqu’a la concentration maximale qu’il
est possible d’atteindre pour chaque DM, et la mCMC avec le DM maximal a été utilisée pour
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faconner les hydrogels. En conséquence, les propriétés des hydrogels et des cryogels sont
limitées par ces deux phénomenes physiques. Dans ce contexte, l'ajout de nanocristaux de
cellulose fonctionnalisés par des méthacrylates et non fonctionnalisés est envisagé dans le
chapitre IV, pour moduler davantage les propriétés rhéologiques et de gonflement des
matériaux.
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IVV.1. INTRODUCTION

Les hydrogels de mCMC exposes dans le chapitre précédent présentent des propriétés
de viscoeélasticité et de gonflement qui les rendent prometteurs pour diverses applications
médicales, telles que la délivrance de principes actifs ou la réparation de tissus mous.
Cependant, lorsque la concentration en groupements meéthacrylates dans les formulations
demeure trop faible, les hydrogels formés aprés photo-réticulation présentent une résistance
mécanique limitée. Pour améliorer cette propriété, l'idée d'incorporer des nanocristaux de
cellulose (NCC) en tant que charge dans ces hydrogels a été envisagée. Cette approche a déja
été mise en ceuvre avec succes dans différents hydrogels a base de biopolymeres, ainsi que dans
le domaine des nanocomposites en général [1,2]. De plus, les NCC peuvent étre fonctionnalisés
de maniére & participer activement a la réticulation et ainsi renforcer le réseau, ce qui permet
d'améliorer encore davantage les propriétés mécaniques. Lors de la réalisation de cette étude,
en 2022, Cafiso et al., ont publié un article ou ils ont ajouté des NCC et des NCC méthacrylate
(mNCC) dans une formulation de mCMC [3]. Dans ce dernier travail, les formulations
contenant des NCC ou des mNCC, ont conduit & la formation d'hydrogels présentant une plus
grande résistance par rapport a ceux élaborés uniquement avec de la mCMC. Ces hydrogels ont
¢été¢ imprimés par DLP et la présence des mNCC a permis d’obtenir des hydrogels avec des
parois fines. Cependant, la fidélité de leur forme était limitée en raison d'une polymeérisation
non maitrisée [3].

Ces dernieres années, plusieurs méthodes de méthacrylation des NCC ont été
développées, notamment par réaction avec I'anhydride méthacrylique (AM) [4—7]. Dans ce
chapitre, les NCC seront méthacrylés avec de I'AM dans les mémes conditions qu’avec la CMC.
Cette réaction particuliere a déja été appliquée aux nanofibrilles de cellulose (NFC) et, une seule
fois, aux NCC, mais de maniére tres peu détaillée dans ce dernier cas [7,8]. En effet, danscet
article, le protocole de méthacrylation est bien décrit mais aucune caractérisation des matériaux
fonctionnalisés obtenus n'a été présentée [7]. Dans cette étude, suite au développement de la
méthacrylation des NCC, l'influence des NCC ou des mNCC dans I'une des formulations de
mCMC présentées dans le chapitre 111, a été examinée du point de vue de I'imprimabilité et des
propriétés des hydrogels. De plus, étant donné que la CMC et les NCC sont reconnus pour leur
biocompatibilité, une évaluation de la cytotoxicité a été menée sur les cryogels de différentes
compositions, dont les résultats seront résumés. Une partie de ces travaux fait actuellement
I'objet d'un article en cours de soumission.
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IV.2. METHACRYLATION DES NCC

Cette partie est consacrée a 1’étude de la méthacrylation et la quantification du degré de
méthacrylation (DM) des mNCC produits. Dans ce contexte, il sera développé 1’influence du
nombre d’équivalent en anhydride méthacrylique (AM) ajouté par rapport aux groupements
hydroxyles en surface des NCC, sur le DM, sur la cristallinité et sur le degré de sufatation (DS)
des mMNCC. Enfin une étude cinétique de la réaction sera menee.

IV.2.1. DETERMINATION DU DEGRE DE METHACRYLATION

De la méme maniere que la fonctionnalisation de la CMC, des groupements
méthacrylates ont été greffés sur les hydroxyles en surface des NCC en utilisant la réaction
d’estérification avec l'anhydride méthacrylique (AM) (Figure 1V-1). Pour des questions de
temps, la réaction a la surface des NCC n’a pas été optimisée. Etant donné que la méthacrylation
sur les CMC n’a pas été impactée par la température, celle sur les NCC a été conduite a
température ambiante, au lieu de 50 °C comme proposé par Ma et al., seule publication
référencée sur cette réaction avec les NCC en milieu aqueux [7].

Dans ce travail, I'influence du rapport molaire entre I’ AM et les groupements hydroxyles
a la surface des NCC (AM/OHsyrf) ainsi que la cinétique de méthacrylation ont été étudiées.

Chaine cellulosique en Chaine cellulosique en
surface des NCC 0 0 surface des mNCC
OR OR;
(¢}
0 . C
o Anhydride o
HO on A méthacrylique (AM) ReO ORyh
Eau .
H oH o

~/ T=25°C,t=24h | H o .
R= */ ; /&\\o pH=8 Ry = / ; M;\\\/@/\\
‘.A'.: * ’ Q

H ©
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Figure 1V-1 : Méthacrylation des nanocristaux de cellulose (NCC) avec de I’anhydride méthacrylique
(AM) dans I'eau & 25 °C pour obtenir des nanocristaux de cellulose méthacrylate (MNCC). Etant donné
que la réaction ne se produit qu’en surface car les conditions de synthése ne sont pas celles de
gonflement ou de coupures des chaines, il n’est pas possible d’avoir simultanémentR1
= R2 = groupement méthacrylate.
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Tout d’abord, les mNCC produits ont été caractérisés par spectroscopie FT-IR et
comparés au spectre des NCC non modifiés (Figure 1V-2). Plusieurs bandes caractéristiques
sont partagées par les deux matériaux. Les bandes des liaisons C-H apparaissent autour de
2900 cm* et 1335 cm et proviennent des groupes CH. présents dans la structure de la cellulose
[9]. Les bandes de vibrations présentes entre 850 et 1200 cm™ sont caractéristiques des
monomeéres de glucose et la bande a 1060 cm™ est caractéristique de la liaison glycosidique C-
O-C. Les spectres sont normalisés par cette bande qui n’évolue pas suite a la réaction.
L'apparition de la bande & 1713 cm™ sur les spectres des mMNCC, correspond au groupement
carbonyle (C=0) du méthacrylate et prouve qualitativement le succes de la méthacrylation
[5,10]. Les bandes caractéristiques des alcenes C=C des méthacrylates, normalement situées
autour de 1600 - 1640 cm™ présentent souvent une intensité plus faible de celle des C=0. Il est
donc difficile de déterminer la présence des alcenes sur le spectre des mNCC dont le pic
caractéristique est confondu avec le signal a 1644 cm™ attribué a la vibration O-H de I'eau
absorbée [9,11]. Enfin, la bande la plus significative est celle des liaisons O-H, située dans la
plage de 3200 a 3600 cm™ avec 1’absorption maximale a 3338 cm™ correspondant aux liaisons
hydrogene intermoléculaires [12-14]. Cette bande diminue aprés la méthacrylation, prouvant
qu’un certain nombre des groupements hydroxyles ont été substitués.

1060 cm!

1335 cm!
!

Absorbance (u.a)

" 1 i 1 i I i I i 1 " 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Nombre d'onde (cm™)
Figure 1V-2 : Spectres FT-IR des nanocristaux de cellulose (NCC, en noir) et des nanocristaux de

cellulose méthacrylate (mNCC, en rouge). Sur cet exemple, la méthacrylation a été realisée avec un
ratio molaire en anhydride méthacrylique par groupement hydroxyle de la surface des NCC égal a 12.

Tous les MNCC synthétisés ont été caractérisés par spectroscopie RMN *C CP-MAS a
1'état solide et comparés aux NCC d’origine pour déterminer le degré de méthacrylation (DM)
(Figure 1V-3). D'apres la littérature, les carbones des NCC (C1-C6) se situent entre 56 ppm et
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110 ppm (Figure 1VV-3a) [15]. Le carbone C1 présente le déplacement chimique le plus élevé a
104 ppm, et le dédoublement du pic a son sommet correspond a la structure monoclinique I
du réseau des chaines de cellulose au sein des NCC de coton [16]. Le signal a 89 ppm est
attribué aux carbones C4 situés a l'intérieur de la structure cristalline des NCC, tandis que le
signal & 84 ppm correspond aux carbones C4 a la surface des NCC [17]. Les signaux des
carbones C2, C3 et C5 sont situés entre 68 et 80 ppm, et le signal du C6 a 65 ppm. Pour ce
dernier, comme pour le C4, un signal correspondant aux zones amorphes de surface apparait
sous la forme d’un épaulement a droite du signal a 65 ppm. Il nécessiterait d’effectuer une
déconvolution du signal pour mieux les identifier. Dans le cas des mNCC, quatre pics
supplémentaires correspondant aux carbones des carbonyle (C7 : 167 ppm), vinyle
(C8: 136 ppm et C9 : 127 ppm) et méthyle (C10 : 18 ppm) des groupes méthacrylates ont
également été observés apres purification, ce qui indique que la méthacrylation s'est produite
en surface dans les conditions expérimentales réalisées comme 1’ont démontré Wang et al. sur
la méthacrylation des NCC avec ’acide méthacrylique (Figure 1V-3b) [10]. Enfin, a partir de
ces spectres de RMN C CP-MAS, en utilisant I'intégration du carbone C1 comme référence
avec une valeur de 1, l'intégration du carbone C4 a été évaluée a une aire de 1 et celle des
carbones C2, C3, C5 et C6 entre 50 et 94 ppm a conduit a une aire de 4, ce qui indique une
optimisation de la polarisation de ces carbones selon les paramétres d’acquisition. Le degré de
méthacrylation (DM) des échantillons de mMNCC est ensuite calculé a partir du signal C10. Le
carbone C10 correspondant aux CHs des groupements méthacrylates, répond a son maximum
d’intensité dans les conditions de mesures et par conséquent est le plus adapté a la quantification
du DM que les carbones insaturés C7-9 (Annexe 1V-1) [18].

(a) Chaine cellulosique en surface des mNCC
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Figure 1V-3 : Spectres RMN **C CP-MAS a I'état solide (a) des MNCC obtenus aprés méthacrylation

avec du bas vers le haut, 3,0, 6,0, 12 et 24 équivalents en anhydride méthacrylique par groupement
hydroxyle présent en surface des NCC et (b) des NCC.
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Le seul parametre qui a été varié pour la réaction de méthacrylation des NCC est le
rapport molaire Neqg AM/OHsurr. En augmentant ce rapport de 0 a 24, une augmentation continue
des intégrales de tous les pics du méthacrylate (C7-10) est observée, conduisant a une
augmentation linéaire du DM (Figure 1V-4; Rz = 0,99). Une valeur maximale du DM atteint
12,6 £ 0,50 % pour les mMNCC obtenus en utilisant un rapport Neq AM/OHsyrt de 24. D'aprés ces
résultats et étant donné qu'aucune valeur plateau n'a été atteinte, il est tres probable qu'un DM
plus élevé puisse étre obtenu en utilisant un rapport AM/OHsys initial plus important.
Cependant, I'étude de rapports molaires supérieurs a 24 n'a pas été entreprise étant donné que
ce nombre d'équivalents excéde déja ce que I'on pourrait qualifier de chimie respectueuse de
I'économie d'atome. En effet, il correspond a un volume d’AM d’un tiers (32 mL) par rapport a
celui des NCC en suspension dans 1’eau (100 g~ 100 mL). A titre de comparaison avec la méme
réaction réalisée sur les NFC, Kelly et al. ont obtenu un maximum de 0,07 groupe méthacrylate
par anhydroglucose (DM = 7 %) aprés méthacrylation avec I’AM en milieu aqueux, tandis que
Brusentsev et al. ont obtenu un DM de 3 % dans le DMF [8,19]. Ma et al. sont les seuls a avoir
appliqué un tel protocole de méthacrylation aux NCC. Malheureusement,les auteurs n'ont pas
fourni d'informations sur le DM obtenu [7]. En revanche, en utilisant la 4-
diméthylaminopyridine (DMAP) dans le diméthylsulfoxyde (DMSO), Bai et al. ont obtenu un
DM de 0,68 % [5].

R?=0,998

Degré de méthacrylation (%)

0 5 10 15 20 25
Neg AM/OHg¢

Figure 1V-4 : Evolution du degré de méthacrylation (DM) des mNCC en fonction du rapport molaire
entre /’AM et les groupements hydroxyles en surface des NCC apres 24 heures de réaction.

IV.2.3. TAUX DE CRISTALLINITE

Dans ces travaux, la cristallinité des nanocristaux a été caractérisée par RMN 3C
CP-MAS du solide sur les NCC ainsi que sur les mMNCC possédants un DM de 6,3 % et 12,6 %.
Cette méthode consiste a éetudier le pic caractéristique du C4 a 89 ppm correspondant
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a la partie cristalline des NCC et celui a 84 ppm correspondant a la partie amorphe. Le taux de
cristallinité (TC) peut étre calculé par I’Equation 1V-1 [20,21]:

_ _lor
TC= : (Equation 1V-1)
ICr"‘lam

Ou lcrest la valeur de I’intégration du signal du C4 cristallin (85 — 92 ppm) et lam est la
valeur de I’intégration du signal du C4 amorphe (79 — 85 ppm). L’intégration est effectuée en
considérent le carbone anomérique C1 comme référence (intégrale = 1). La superposition des
spectres des différents nanocristaux n’indique aucune modification visuelle sur la cristallinité.
Cette constatation est confirmée en calculant le TC. En effectuant directement I'intégration sur
les spectres, les taux de cristallinité sont estimés a 73 % pour les NCC et les mNCC avec un
DM de 12,8 % et de 75 % pour les MNCC (DM = 6,3 %). Cependant, cette intégration peut étre
biaisée en raison du chevauchement des deux pics du C4. En utilisant la déconvolution du
logiciel TopSpin pour isoler et intégrer separément les deux pics du C4, les TC sont évalués a
68 % pour les NCC, 67 % pour les mNCC (DM = 12,6 %) et de 69 % pour les mMNCC
(DM = 6,3 %) (Figure 1V-5). Il est intéressant de noter que le calcul du TC n'a pas mis en
évidence de variation significative du rapport amorphe/cristallin des NCC, ce qui indique que
la structure cristalline n'a pas été modifiée au cours de la méthacrylation. De plus, les taux de
cristallinité obtenus sont cohérents avec ceux déterminés dans la littérature pour les
nanocristaux de cellulose issus du coton [20,22]. Ce résultat indique que le rapport surface sur
volume des particules a été préservé au cours de la réaction. Autrement dit, la réaction de
méthacrylation ne s’opére qu’en surface des NCC. Quantitativement, la fraction amorphe
(32 %) correspond au pourcentage de chaine cellulosiques en surface des NCC par rapport au
nombre de chaines total. Cette valeur permet la détermination du DM surfacique (DMsurf). En
rapportant la valeur du DM a un DMyt par I’Equation 1V-2, 39 % des unités glycosidiques en
surface ont éte fonctionnalisées avec Neq AM/OHsurr = 24 soit 26 % des hydroxyles présents en
surface (1,5 OH par unité). 1l est probable que la réaction se fasse préférentiellement sur les
groupements hydroxyles primaires du C6 qui sont plus réactifs, puislorsque tous ces hydroxyles

sont consommeés, 1’estérification peut se poursuivre sur les alcoolssecondaires en C2 et C3.

DM
DM, = 032 (Equation 1V-2)
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C4.

90 80
Déplacement chimique (ppm)

Figure 1V-5 : Déconvolution effectuée sur le carbone C4 des NCC utilisés, entre 74 et 94 ppm pourla
guantification des phases cristalline (C4) et amorphe (C4am) du C4.

IV.24. EVOLUTION DU DS

Il est intéressant de noter que la méthacrylation des NCC semble, dans certaines
conditions, diminuer leur stabilité colloidale dans 1'eau comme le témoigne I’observation d’un
précipité lors de la dialyse (Annexe 1V-1). Plusieurs facteurs peuvent expliquer cet effet. La
dispersion des nanocristaux est possible grace aux répulsions électrostatiques entre les groupes
ester-sulfates chargés négativement présents a la surface des NCC et greffés de maniere
covalente sur les OH du C6 lors du processus d'hydrolyse [23]. Ainsi, toute diminution du taux
de sulfate au cours du processus de méthacrylation est nuisible a une dispersion sous forme de
particules individuelles et pourrait conduire & la formation d’agrégats. De plus, les
méthacrylates greffés en surface des NCC sont hydrophobes et pourraient favoriser des
interactions attractives entre NCC. Dans ce contexte, le dosage conductimétrique a été utilisé
pour déterminer la teneur en groupement esters sulfates présents a la surface des NCC et des
MNCC. Les NCC ont un degré de sulfatation (DS) de 3,40 £ 0,21 % (DSsurf = 21,2 %). Apres
méthacrylation, le DS diminue progressivement avec I’augmentant du rapport molaire en
AM/OHsyr (Figure 1V-6). A titre d'exemple, pour des nombres d’équivalents en AM/OHsurf de
3,0 et 24, une perte de 35 % (DS = 2,20 + 0,07 %) et 77 % de sulfates (DS = 0,78 £ 0,03 %) est
constatée. Il a été montré que I'ajout de NaOH pouvait désulfater les NCC [24]. Kloser et Gray
ont ajouté 1,7 M de NaOH a 85 °C pendant 72 h a une dispersion de NCC concentrée a 2,8 %m
et ont observé une diminution de 83 % de la teneur en sulfate [25]. Pour vérifier I'impact de
I'ajout de NaOH sur le DS et par conséquent sur la stabilité de la suspension de nanocristaux
pendant le processus de méthacrylation, 0,05 M de NaOH a été ajouté a 100 mL d'une dispersion
aqueuse de NCC a 2,3 %m jusqu'a atteindre pH = 10 puis laissé pendant 24 h sous agitation.
Apres purification, le DS final était de 1,80 £ 0,07 %, soit 47 % de moins que le DS initial. Lors
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de la méthacrylation, plus le rapport molaire Neqg AM/OHsurt est éleve, plus le volume de NaOH
nécessaire pour realiser la réaction est important, et donc plus le DS final est faible. Ceci prouve
la libération des sulfates avec ’ajout de soude et donc I’instabilité des mNCC résultant. Une
quantification par analyse ¢lémentaire a été testée mais les incertitudes €élevées obtenues n’ont
pas permis de conclure. Enfin, pour un rapport molaire en AM par rapport aux groupements
hydroxyles en surface des NCC de 24, le DS en surface (DSsurf) est de 4,5 % et le DMsyrs de
78 %, ce qui équivaut en moyenne a 55 % des hydroxyles en surface qui sont substitués.
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Figure IV-6 : Evolution du degré de sulfatation (DS) des mNCC en fonction du rapport molaire entre
[’AM et les hydroxyles de surface des NCC aprés 24 heures de réaction.

IV.2.5. CINETIQUE DE METHACRYLATION

Afin de mieux comprendre I'évolution du DM et du DS au cours de la réaction, une
étude cinétique a été realisée lors de la méthacrylation des NCC en utilisant un rapport
Neq AM/OHsurs de 12 (Figure 1V-7). Tout d'abord, dans les conditions de synthése utilisées, le
DM maximal (6,3 + 0,34 %) est atteint lorsque la réaction est arrétée apres 24 heures. Le DM
augmente rapidement au cours des 2 premieres heures pour atteindre 4,4 £ 1,0 %, puis la vitesse
de méthacrylation diminue. En conséquence, aprés 5 h de réaction, la quantité de NaOH a
ajouter pour maintenir le pH a 8 diminue. De méme, le DS diminue rapidement les 2 premiéres
heures en perdant 32 % de sulfates puis plus lentement ensuite. 1l y a donc une corrélation
directe en I’évolution du DS et la quantité de soude ajoutée au cours du temps. Pour éviter la
perte de sulfates et conserver la stabilité dans I'eau des mMNCC, il pourrait étre envisagé de
greffer en amont des carboxylates a la surface des NCC via une oxydation TEMPO par exemple
[19,26]. Par ailleurs, on peut remarquer qu'a un temps de réaction court (< 2 h), avec le rapport
molaire Neg AM/OHsurf de 12, malgré un DM plus faible, le DS peut étre suffisamment élevé
pour une stabilisation des mNCC. En utilisant cette stratégie et un rapport Neq AM/OHsyrt de
3,0, des MNCC avec un DM de 0,83 £ 0,040 % (DMsurt = 5,5 %) et un DS de 2,9 % ont été
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obtenus en arrétant la méthacrylation aprés 30 min. Ce constat renforce l'idée que 24 heures de

réaction ne sont pas indispensables, d'autant plus que le DM atteint aprés cette période est
seulement de 1,1 %.
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Figure IV-7 : Evolution des degrés de méthacrylation (DM) et de sulfatation (DS) des mMNCC pendant
la méthacrylation, en utilisant un rapport en AM/OHsy de 12. Les valeurs des DS et DM ont été

mesurées par titrations conductimétriques et par spectroscopie RMN du solide 13C CP-MAS,
respectivement.
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IVV.3. DISPERSIONS DES NCC ET MNCC

Cette section aborde I'étude de la dispersion des mMNCC et des NCC a différentes
concentrations dans l'eau gréce a des mesures de diffusion dynamique de la lumiere (DLS) et
par microscopie électronique a transmission (TEM). Ensuite, les NCC seront incorporés dans
des solutions de mCMC a une concentration de 2 %m et des DM de 34 % et 50 %. Enfin, la
détermination de la composition optimale en mCMC et NCC sera entreprise en vue de créer
ultérieurement des formulations contenant des mNCC. Des analyses de viscosité seront
réalisées dans cette perspective.

IV.3.1. DISPERSION DES NANOCRISTAUX DANS L’EAU

La plupart des mNCC synthétisés ont subi une agrégation partielle suivie d'une
sédimentation lors de la purification par dialyse (Annexe 1V-1) en raison de la diminution du
taux de charges de surface et du greffage de groupements hydrophobes. Seuls les mMNCC avec
des DM de 1,1 % et de 4,4 % et un DS de 2,05 % et de 2,3 %, respectivement, n'ont pas été
affectés par ce phénomene. Cependant, lors de la lyophilisation apres la dialyse, tous les MNCC
n'ont pas pu étre redisperses (Figure 1V-8a). En effet, lors des étapes de congélation puis de
Iyophilisation, les nanocristaux s'agrégent les uns aux autres en raison des liaisons hydrogene
qu'ils établissent avec les contre-ions H* présents en fin de dialyse. En revanche, les mMNCC
synthétisés apres 30 minutes de reaction (DM = 0,83 % et DS = 2,9 %) ont pu étre redispersés
apres la lyophilisation (Figure 1\VV-8c). Dans ce cas particulier, la phase de dialyse a été menée
suffisamment longtemps pour éliminer les sous-produits de réaction, mais pas assez longtemps
pour éliminer tous les contre-ions Na*. Pour remettre en dispersion les mNCC lyophilisés sous
forme acide, Beck et al. ont augmenté le pH jusqu'a 7,0 en utilisant de la soude [27]. Cependant,
en ajoutant 5 mM de NaOH jusqu'a atteindre un pH de 7,0 dans une solution de mNCC
(DM = 1,1 % et DS = 2,05 %), la dispersion a été partielle (Figure 1V-8b). Par ailleurs, en
conservant une partie des mNCC avec un DM plus élevé en dispersion apreés la dialyse, il aurait
été possible de les conserver dans cet état. Cependant, avant ces découvertes, les MNCC 0,83 %
ont éteé etudiés dans des formulations de mMCMC et suffisamment menée pour la recommencer
avec d’autres mMNCC.
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Figure 1V-8 : (a) Sédimentation des mMNCC possédants un DM de 6,3 % et un DS de 1,2 % apres
lyophilisation, (b) dispersion partielle des MNCC possédants un DM de 1,1 % et un DS de 2,05 % aprés
Iyophilisation suivi d 'un ajustement a pH = 7, (c) dispersion des mNCC possédants un DM = 0,83 % et
un DS = 2,9 % apres lyophilisation.

Avant d'étre ajoutées aux formulations de mCMC, les dispersions de mNCC avec un
DM de 0,83 % ont été caractérisées par MET et DLS. Les images MET n‘ont montré aucune
différence entre la morphologie des nanocristaux avant et aprés la méthacrylation
(Figure 1V-9 a et b). Dans les deux cas des nanocristaux bien individualisés ont été observés.
Ils sont constitués de quelques cristallites élémentaires accolées latéralement et présentent une
longueur inférieure a 200 nm, en accord avec la littérature [28,29]. Les mesures par DLS ont
indiqué des diamétres hydrodynamiques (dn) comparables de 98 nm et 91 nm, ainsi que des
indices de polydispersité (PDI) de 0,14 et 0,24, pour les dispersions de NCC et mNCC,
respectivement (Figure 1V-9c). Les résultats de DLS concordent ainsi parfaitement avec les
observations MET et valident la bonne dispersion des mNCC sélectionnés.
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Intensité (%)
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Figure IV-9 : Image MET des (a) NCC, (b) mNCC et (c) distribution de taille en intensité par DLS des
NCC et MNCC. Les NCC et les mMNCC ont respectivement des DS de 3,4 % et 2,9 % et des DM de 0 %
et de 0,83 %. Les mesures de DLS sont réalisées a 25 °C sur des dispersions de 0,1 %m de nanocristaux
dans I'eau. Pour les images MET, les dispersions des nanocristaux ont été diluées de maniére a obtenir
une densité évitant la superposition des particules.

Les deux techniques précédentes ayant nécessité une dilution des suspensions, les
hypotheses émises peuvent étre vérifiées par de 1’absorbance UV-visible dans le cas d’une
concentration en nanocristaux plus élevée. Une augmentation de I'absorbance dans I'UV-visible
d'une dispersion de nanocristaux de cellulose dans I'eau peut indiquer plusieurs phénomeénes.
Tout d’abord, une augmentation de la concentration affecte I'absorbance mesurée qui augmente
[30]. Ceci est observé Figure 1V-10, ou I’absorbance augmente avec la concentration en NCC
et en mNCC sur toute la plage de longueurs d’ondes étudiée (350 - 800 nm). De plus, une
augmentation de lI'absorbance peut indiquer une taille moyenne de nanocristaux plus importante
[30]. Cependant, il n'y a pas de différence notable dans la taille et la polydispersité entre les
NCC et les mMNCC. En revanche, la dispersion des NCC présente une absorbance plus élevée
que celle des mNCC a concentration égale, sur toute la gamme des longueurs d'ondes,
potentiellement attribuable a une différence de diffusion liée a la présence des méthacrylates
(Figure 1V-10). Ces deux suspensions de NCC et de mNCC ont ensuite été utilisées dans
différentes formulations de mCMC.
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Figure IV-10 : Spectres UV-vis dans la gamme de 350 a 800 nm pour des NCC et mNCC

(DM = 0,83 %) dispersés dans I'eau a des concentrations de 0,2 et 0,5 %m.

IV.3.2. DISPERSION DES NCC DANS UNE SOLUTION DE MCMC

Tout d’abord, les NCC ont été ajoutés dans deux solutions de mCMC concentrées a
2 %m dans I’eau et possédant des DM 34 % et 50 %. Ces concentrations ont €té sélectionnées
en raison de leur viscosité moindre par rapport aux autres formulations examinées dans cette
section 111.4.3. Une proportion massique en NCC équivalente a celle de la mCMC (2 %m) a
d’abord été étudiée. Les mélanges obtenus sont blanchatres, ce qui peut indiquer une mauvaise
dispersion des NCC dans le milieu. La viscosité de ces mélanges a été comparée aux viscosités
des solutions de mCMC pures (Figure 1V-11). Dans les deux cas, le comportement
rhéofluidifiant est conserveé en ajoutant les NCC et la viscosité des deux formulations augmente
largement comme l'ont déja observé Hassan et al. et da Fonséca et d'Avila avec I'incorporation
de NCC dans une solution de CMC [31,32]. Cette augmentation est d'autant plus marquee
lorsque le DM des mCMC est élevé. Par exemple, a un taux de cisaillement de 1 52, la différence
de viscosité d’une formulation de 2 %m mCMC (DM = 34 %) avec et sans NCC est de 229
alors qu’elle est de 335 pour un DM de la mCMC de 50 %. En moyenne, sur toute la gamme
de taux de cisaillement, le rapport des viscosités pour les mélanges concentrés a2 %m
(DM =50 %) avec et sans NCC est de 1,89 fois supérieur au rapport des viscosités des melanges
avec un DM de la mCMC de 34 % avec et sans NCC.

Dans une solution combinant de la CMC et des NCC, différents phénomeénes physico-
chimiques complexes se déploient en raison des interactions intimes entre ces deux matériaux
et expliquant ces différences de viscosité. Tout d’abord, les nanocristaux de cellulose (coton)
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utilisés ont une longueur moyenne de 150 nm. Les chaines de mCMC solubilisées sont toutes
dans leur forme ionique (pH > pKacaroxyte) €t le rayon de giration (Rq) des pelotes statistiques
des chaines est inférieure a la longueur des NCC. En effet, pour une CMC (Mw = 90 kg/mol),
le rayon de giration est de 40 nm [33]. Par ailleurs, de par le caractére hydrophobe des
méthacrylates, les chaines de mCMC sont certainement plus recroquevillées lorsque le DM
augmente pour une concentration égale, diminuant le rayon de giration. En présence de NCC,
les chaines de mCMC peuvent s’adsorber sur le long des nanobéatonnets via des interactions de
Van der Waals et des liaisons hydrogenes. La forme hexagonale des nanocristaux de cellulose
présente un caractére amphiphile [34,35]. Sur les zones en surface ou les C-H sont majoritaires,
les chaines de mCMC peuvent s’y adsorber grace a la présence des groupements méthacrylates.
Par ailleurs, la présence des carboxylates sut les chaines de mMCMC et celle des sulfates sur les
NCC a probablement tendance a faire se repousser les deux matériaux cellulosiques. Les
nanocristaux de cellulose possédent également une propension a agir comme des points de
jonction intrinseques. Dans une solution de mCMC, les NCC pourraient catalyser la formation
de réseaux structurés par des ponts de chaines de mCMC. Enfin, le phénoméne d’intérét
majoritaire observé par Oguzlu et al. dans un mélange CMC/NCC est I'effet de déplétion rendu
possible par le rayon de giration des mCMC inférieure a la longueur des NCC [33]. En raison
de leur volume stérique excluant, les nanocristaux ont la capacité a provoquer une separation
entre les chaines polymeres de la carboxyméthylcellulose. Ces séparations peuvent conduire
localement & des systémes biphasiques ou les NCC s’organisent en phase nématique [33].

Au vu de la viscosité des systemes mCMC/NCC présentés, il semblerait que
I’augmentation du DM indique une moins bonne affinité des NCC dans une solution de mCMC.
En effet, le taux de méthacrylates (hydrophobes) étant plus important, les mCMC s’adsorbent
plus difficilement a la surface des NCC qui sont donc regroupés et proches entres eux, pouvant
former des agrégats ou des zones de concentrations élevés amenant des phases cristallines
liquide par une organisation des nanocristaux [33]. Ces deux phénomeénes, potentiellement plus
présents avec un DM de 50 % que de 34 %, impliquent une augmentation de la viscosité [36,37].
Par ailleurs, pour le vérifier des mesures par diffusion des neutrons aux petits angles devraient
étre réalisées.
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Figure 1V-11 : Evolution de la viscosité en fonction du taux de cisaillement de 0,1 & 10 s & 25 °C des
solutions de mMCMC (DM = 34 % et 50 %) a 2 %m dans /’eau et de ces mémes solutions auxquelles ont
été ajoutés 2 %m de NCC.

Afin d’obtenir une meilleure dispersion des NCC dans la solution de mCMC, le DM de
34 % et des concentrations plus faibles en NCC ont été privilégiées (0,2 %m, 0,5 %m et
1,0 %m) (Figure 1V-12). Les courbes de viscosité conservent le comportement rhéofluidifiant.
La viscosité augmente en fonction du taux de cisaillement lorsque la concentration en NCC
augmente. Par ailleurs, de 0 %m a 0,5 %m en NCC, la viscosité des mélanges augmente de
maniére monotone puis augmente de maniére importante a 1 %m. Par exemple, a 152, les ratios
entre la viscosité des formulations avec NCC par rapport a celle uniquement composée de
mCMC sont de 5,5, 18,4 et 129 pour des concentrations en NCC de 0,2, 0,5 et 1 %m,
respectivement. Cette différence d’évolution peut s’expliquer par un changement local de phase
des NCC, plus concentrés au méme endroit et qui s’alignent (phase nématique) au lieu d’étre
dans un ordre quelconque (phase isotrope) [33]. Dans ce contexte, les concentrations de 0,2 et
0,5 %m ont été choisies pour la suite de 1’é¢tude ou les NCC sont potentiellement mieux
dispersés dans la solution de mCMC [38].

171



Chapitre IV — Renforcement d hydrogels de mMCMC par [ ’ajout de nanocristaux de cellulose avec et sans méthacrylates

A 2 %mmCMC 34 %
® 2 %m mCMC 34 % + 0,2 % m NCC
10 B 2 %mmCMC 34 % + 0,5 % m NCC

*o e .o ¢ 2%mmCMC 34 %+ 1 % m NCC
’.’
0.‘
*e
w *ee,
éi 1 0.
8 [
g lll.....
3 ....l
L2 LA |
> ] LN
01 ..'°°000.oooooo
A 4 R ® o © O
A L.,
A
A ALL440040444a2aa
0,01 ——— —
0,1 1 10

Taux de cisaillement (s?)

Figure 1V-12 : Evolution de la viscosité en fonction du taux de cisaillement de 0,1 4 10 s* a 25 °C de
différentes solutions de 2 %m mCMC (DM = 34 %) contenant des concentrations de 0,2, 0,5 ou 1 %m
de NCC.

IV.3.3. FORMULATIONS DE MCMC AVEC NCC OU MNCC

Sur la base de la précédente étude, une formulation photo-réticulable composée de
mCMC a 2 %m avec un DM de 34 % a été choisie comme référence pour sa faible viscosité et
son faible DM permettant des interactions avec les nanocristaux hydrophiles (Tableau 1V-1).
Les NCC et mNCC ont ensuite été ajoutés a deux concentrations différentes (0,2 et 0,5 %m)
dans la formulation de référence afin d'étudier I'influence de leur intégration sur les propriétés
des hydrogels obtenus apres réticulation aux UV (Tableau 1V-1).

Tableau 1V-1 : Caractéristiques des composants et composition des formulations mCMC / (m)NCC.

Caractéristiques des mCMC NCC mNCC Irgacure 29592
composants
DS 0% 3,4 % 2,9 %
DM 34 % 0% 0,83 %
Formulation Concentration (%om)
A2 2 - - 0,12
FNCCo, 2 0,2 - 0,12
FNCCo;s 2 0,5 - 0,12
FmMNCCo 2 - 0,2 0,13
FMNCCoqs 2 - 0,5 0,14

2 Le pourcentage de masse d'l2959 est déterminé par rapport a la concentration totale de
methacrylate dans chaque formulation.

Tout d’abord, la viscosité de chaque formulation a été mesurée de 0,1 a 100 s et toutes les
courbes obtenues présentent un comportement rhéofluidifiant (Figure 1V-13). L'ajout de NCC
ou de mNCC augmente la viscosité des formulations sur 1’entiéreté de la plage de taux de
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cisaillement. A titre d'exemple, & 1 s, la formulation de référence (A2) présente une viscosité
de 20,0 £ 7,0 mPa.s, tandis que les formulations FNCCo s et FmMNCCo,5 affichent respectivement
une viscosité de 280 £ 66 mPa.s et 1600 + 390 mPa.s. La viscosite de la formulation augmente
également avec la concentration en NCC ou en mNCC. A 1 s%, la viscosité de la formulation
est de 86,0 £ 3,7 mPa.s avec 0,2 %m de NCC, et de 280 + 66 mPa.savec 0,5 %m de NCC. De
plus, les formulations contenant des mMNCC présentent une viscositéplus élevée que celles
contenant des NCC non modifiés, vraisemblablement en raison d'interactions plus complexes
entre les MNCC et les mCMC. En effet, plusieurs interactions pourraient étre impliquées dans
ces formulations, expliquant ce phénomeéne. Tout d'abord, desinteractions de van der Waals et
des liaisons hydrogene entre la mCMC et les NCC ou les mNCC pourraient survenir, méme en
présence charges négatives apportées par les groupes carboxylates sur le squelette de lamCMC
[39-41]. La moindre teneur en sulfate de surface desmNCC pourrait probablement faciliter
I’absorption en surface de la mCMC, par rapport aux NCC. Les interactions hydrophobes sont
envisageables en raison de la présence de groupes méthacrylates sur lamCMC et les MNCC, ce
qui pourrait augmenter la possibilité d'adsorptionde la mCMC sur les mNCC. L'adsorption de
chaines de CMC sur les mNCC peut induire une structure en réseau reliant les deux types
d'objets, entrainant ainsi une augmentation de la viscosité de la suspension par rapport a celle
contenant des NCC, ou ce phénomeéne serait moinsmarqué (car défavorisé a la fois par les
interactions électrostatiques et des interactions hydrophobes plus faibles). Enfin, les NCC ou
les mMNCC se repoussent mutuellement en raisonde la répulsion électrostatique provoquée par la
présence de groupes sulfate. La déstructurationdes interactions sous I'effet du cisaillement, ainsi
que l'orientation des nanocristaux, pourraient probablement expliquer les propriétés de
fluidification sous cisaillement de toutes les formulations étudiées.
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Figure 1V-13 : Viscosité en fonction des taux de cisaillement de 0,1 & 100 s™ mesurée a 25 °C pour la
formulation de référence de mCMC (DM = 34 %, A2) et pour les formulations de mCMC contenant des
NCC et des mNCC a 0,2 et 0,5 %m (Tableau IV-1).
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I1 est difficile d’obtenir des informations sur la qualité¢ de la dispersion des NCC et des
mNCC dans la solution de mCMC. Des mesures par DLS ou par TEM nécessitent une dilution
des formulations qui ne sont donc plus représentatives de la réalité. Par conséquent, les spectres
d'absorbance des formulations ont été mesures (Figure 1V-14). L'incorporation de NCC et de
mMNCC dans des solutions de mCMC induit une augmentation significative de I'absorbance. De
méme, celle-ci augmente également avec la concentration en nanocristaux. Contrairement aux
suspensions dans I'eau, I'absorbance des mMNCC dans la formulation de mCMC est plus élevée
que celle des NCC, ce qui pourrait indiquer une meilleure stabilité de la formulation contenant
des NCC [42]. Cette augmentation de I'absorbance n'est pas apportée par I'ajout supplémentaire
de méthacrylates provenant des mNCC puisque ces derniers absorbent en dessous de 250 nm et
que la formulation A2 ne montre aucune absorbance significative dans la gamme de longueur
d’onde étudiée [43].
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Figure 1V-14 : Spectres UV-vis réalisés entre 350 et 800 nm pour les formulations sans photo-amorceur
de A2, FNCCy 2, FNCCys, FMNCCy2, et FMNCCqys composées de mCMC (DM = 34 %) sans et avec 0,2
ou 0,5 %m de NCC ou de mNCC.
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IV.4. PROPRIETES DES HYDROGELS ET CRYOGELS DE
MCMC / (M)CNC

L'objectif de cette section consiste a examiner I'impact de la présence des NCC et des
mNCC sur les caractéristiques structurales et physiques des hydrogels ainsi que des cryogels de
mCMC. Pour ce faire, apres I'exposition aux rayons UV des formulations A2, FNCCop.,
FNCCos, FMNCCo2 et FMNCCos pendant une durée de 5 minutes, des mesures de capacité de
gonflement et de rhéologie sont entreprises. Ensuite, ces propriétés sont mises en corrélation
avec la densité de méthacrylates réticulés et la porosité des matériaux.

IV.4.1. MICROSTRUCTURE

1IV.4.1.1. Densité de méthacrylates réticulés et porosité

De maniére similaire au chapitre précédent (section 111.4.4), le taux de conversion des
méthacrylates (TCM) a été étudié sur les cryogels apres 5 minutes d’insolation Sous
rayonnement ultraviolet et déterminé par RMN 3C CP-MAS du solide. Tout d'abord, le réseau
réticulé des cryogels pour les formulations avec mNCC est représenté schematiquement
Figure 1V-15a. Lors de la photo-réticulation, les groupements méthacrylates présents sur la
mCMC et les mMNCC réagissent entre eux pour former un réseau 3D. Cette réaction conduit &
la réticulation des chaines de mCMC entre elles, mais également a leur greffage de maniére
covalente a la surface des mMNCC. Enfin, les nanocristaux de cellulose méthacrylate peuvent
réticuler entre eux. En ce qui concerne la formulation A2 de référence contenant 2 %m de
mCMC (DM = 34 %) et celles des formulations contenant des NCC, le schéma correspond a
celui présenté Figure 111-15 étant donné que les NCC ne participent pas de maniere covalente
au réseau. Dans le cas des formulations avec NCC, seuls quelques chaines de mCMC sont
éventuellement adsorbées a la surface des nanocristaux.

Quelques différences sont observées dans les spectres de RMN 3C CP-MAS du solide
des cryogels apres I'ajout de NCC et de mNCC par rapport a celui de A2 seulement composee
de mCMC (Figure 111-15). En effet, les carbones C4 (84 ppm) et C6 (65 ppm) des mNCC (ou
NCC) sont observés, preuve de leur présence dans le réseau mCMC (Figure 1V-15 b et c).
L’attribution des carbones est réalisée a 'aide du spectre des cryogels de FmNCCos contenant
2 %m de mCMC (DM = 34 %) et 0,5 %m de mNCC (Figure 111-15, Figure 1V-15b).
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Figure 1V-15 : (a) Schéma du réseau réticulé prenant en compte la participation de la mCMC et des
mNCC, (b) spectre de RMN *C CP-MAS du solide des cryogels de FMNCCo s contenant 2 %m de mCMC
(DM = 34 %) et 0,5 %m de mNCC et (c) Spectres de RMN **C CP-MAS solide des cryogels de A2,
FNCCo2, FNCCoyset FMNCCo contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %) sans et avec 0,2 ou 0,5 %m de
NCC ou mNCC.

le taux de conversion des méthacrylates (TCM) peut étre calculé a partir des aires des
pics des carbones C12' et C12 de la mCMC réticulée, normalisées par 1’aire du pic du carbone
anomerique (C1), qui n’est pas impactée par la réticulation (Equation 111-2). L air des carbones
C12 et C12’ contiennent la participation des mNCC lorsqu’ils sont présents. Les propriétés
chimiques des cryogels obtenus aprés 5 minutes d'exposition sont présentées dans le
Tableau 1V-2 pour chaque formulation. L'intégration des NCC non-méthacrylés diminue le
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TCM, car ils ne participent pas a la réticulation et leur présence limite certainement la mobilité
des chaines de mCMC et la probabilité de rencontres. Cependant, le TCM augmente avec
I'intégration des mMNCC et avec l'augmentation de leur concentration, ce qui prouve leur
participation au réseau. Le volume des cryogels étant constant (0,64 cm?®), il est possible de
calculer la densité de groupements méthacrylates réticulés (umol/cm?3) a partir des valeurs de
TCM (Tableau 1V-2). La méme évolution que pour le taux de réticulation est observée avec
I'intégration des NCC dans la formulation et avec leur concentration (Figure 1V-16a). Dans
leurs travaux, Cafiso et al. ont montré que la densité de méthacrylates réticulés augmente avec
l'ajout de NCC et de mNCC, a partir d’un calcul prenant en compte la valeur du module G'
obtenue au plateau des mesures de rhéologie en temps réel [3]. Or, il est difficile de prendre en
compte la valeur de ce module qui ne dépend pas uniquement de la densité de noeuds de
réticulation mais aussi de la présence des NCC, qui par essence, permettent de renforcer le
réseau sans pour autant nécessairement participer a la réticulation. L'augmentation de la densité
de méthacrylates réticulés avec les mMNCC est expliquée dans leur article par leur participation
covalente au réseau. Cependant, aucune explication n’est fournie pour l'augmentation de la
densité de noeuds de réticulation avec I'ajout de NCC qui ne participe pas au réseau. L’analyse
par RMN du solide réalisée dans ce travail est plus directe et donc plus fiable.

Les groupements méthacrylates non polymérisés génerent des fonctions méthacrylates
libres dans le matériau. La densité de groupements méthacrylates libres augmente avec I'ajout
des NCC, ainsi qu'avec l'augmentation de leur concentration. Au contraire, elle diminue avec
I'ajout des mMNCC, puisque les méthacrylates sont davantage utilisés pour la réticulation
(Tableau 1V-2, Figure 1V-16b).

La taille de la maille de la structure des hydrogels, représentant la distance entre deux
noeuds de réticulation, n’a pas été calculée par la théorie de Flory-Rehner. En effet, la présence
des nanocristaux implique des adaptations supplémentaires pour prendre en compte les
interactions spécifiques entre les nanoparticules et le réseau polymére. Comme pour les
cryogels constitués de mCMC présentés dans le partie 111.5.1.1, la taille moyenne des pores n’a
pas eu de variation significative avec 1’ajout des NCC et mNCC (Tableau V-2,
Tableau I11-2). Les mémes conclusions et hypothéses peuvent étre émises : la taille et
I’orientation des pores dans les cryogels sont principalement contrdlées par le processus de
lyophilisation et non directement par la densité de noeuds de réticulation du matériau. Les
variations seraient plutdt reflétees dans I'épaisseur des parois constituant les pores qui
pourraient augmenter avec I’agrégation des nanocristaux sur les parois (cf. section I11.5.1.1).
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Tableau 1V-2 : Propriétés morphologiques des cryogels aprés 5 minutes d'insolation pour chaque
formulation contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %) sans et avec 0,2 ou 0,5 %m de NCC ou mNCC.

con-\l;sgs)i(oie des Densité de méthacrylates Densité de Taille
Formulation ] réticulés méthacrylates libres moyenne des
méthacrylates 3 3
(TCM, %) (umol/cm?) (umol/cm3) pores (Um)
A2 53+2 4,3+0,29 3,8+£0,20 18,9+ 6,55
FNCCo, 43+ 2 35+0,15 46+0,24 14,1+ 424
FNCCos 40+ 2 3,2+0,13 4,8+0,19 14,6 £2,94
FMNCCo, 55+2 4,5+0,25 3,7+£0,25 14,1+ 4,42
FMNCCos 58 +2 4,9+0,29 3,6+0,26 15,4 + 4,61
(a) (b)
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Figure 1V-16 : Influence de la concentration en NCC ou des mNCC dans les formulations photo-
réticulables de mCMC (DM = 34 %) sur les densités de méthacrylates réticulés (a) et de méthacrylates
libres (b) dans les matériaux photo-réticulés, estimées a partir du taux de conversion des méthacrylates
(TCM) mesurés par spectroscopie RMN du solide **C CP-MAS (Figure IV-15).
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Figure 1V-17 : Images MEB montrant les morphologies des cryogels et les distributions de taille de
pores correspondantes pour (a) A2, (b) FNCCop, (¢) FNCCops, (d) FMNCCo, et FMNCCos. La taille
moyenne des pores a été déterminée aprés environ 25 mesures sur 4 images par échantillon (100
mesures). Les pores dont les parois ont été brisées par la méthode de section de coupe n'ont pas été pris
en compte.

1V.4.1.2. Taux de gonflement

Tout d’abord, les taux de gonflement (Qm) des hydrogels sont étudiés. La mesure du
gonflement immédiatement apres la formation de I'nydrogel permet d'évaluer sa performance
initiale en termes de capacité de gonflement et de propriétés de rétention d'eau. Cela peut étre
important pour des applications telles que les pansements medicaux ou les dispositifs de
libération de médicaments.
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L'équilibre de gonflement est atteint en moins de 10 heures pour tous les hydrogels
(Figure 1V-18). Le taux de gonflement a 1’équilibre aprés 24 h de 1'hydrogel diminue avec
I'ajout des NCC et des mNCC (Figure 1V-18, Tableau 1V-3). De plus, le Qm diminue avec
I’augmentation de la concentration en mNCC, ainsi qu’avec une concentration de NCC de
0,5 %m. Le Qmest plus faible avec les mMNCC qu'avec la référence sans nanocristaux (A2) car
la densité de méthacrylates réticulés est plus élevée et le réseau plus difficile a étirer Pour les
NCC, la densité de méthacrylates réticulés est inférieure a celle de la formulation A2 contenant
uniquement de la mCMC, entrainant une plus grande quantité de méthacrylates libres qui, du
fait de leur caractére hydrophobe, limitent I'absorption d'eau (Tableau 1V-2). Enfin, la Iégere
disparité dans le gonflement entre les hydrogels renfermant des NCC et des mNCC a des
concentrations identiques pourrait résulter d'un effet conjoint entre la réduction du gonflement
due a une densité de noeuds de réticulation accrue et la diminution du gonflement due a
I'augmentation des méthacrylates libres (Tableau 1V-2, Figure 1V-16). Des résultats similaires
ont été observés par Cafiso et al. qui ont étudiés le gonflement d’hydrogels issus de
formulations contenant des concentrations de 2 %m mCMC (DM = 60 %) et de 1 %m de NCC
ou de mNCC [3].

La comparaison de la masse séche des cryogels dérivés des hydrogels et des hydrogels
gonflés a 1’équilibre permet d'évaluer I’effet du gonflement sur la densité de matiere
(concentration) lorsque des NCC ou mNCC sont présents (Tableau 1V-3). Les cryogels issus
des hydrogels initiaux de la formulation A2 contenant 2 %m de mCMC (DM = 34%) affichent
une masse de 13,6 £ 0,36 mg, tandis que celle des cryogels dérivés des hydrogels gonflés
présentent une masse de 13,0 mg. Cette variation peut étre attribuée a la manipulation des
hydrogels gonflés et a une possible libération de chaines de mCMC non réticulées lors du
gonflement. Par ailleurs, pour les formulations contenant des NCC, la perte de masse entre les
deux types de cryogels est plus marquée. Par exemple, dans le cas de la formulation FmMNCCo
contenant 0,2 %m de NCC, la masse initiale des cryogels issus des hydrogels est de
15,9 £ 0,21mg, tandis qu'elle diminue a 12,9 mg pour les cryogels issus des hydrogels gonflés,
représentantune perte de masse de 20 %. Au cours du processus de gonflement, une fraction
des NCC se libére et se diffuse dans le milieu aqueux environnant, ce qui entraine une réduction
de la masseseche des hydrogels. En revanche, la différence de masse entre les cryogels
provenant des hydrogels initiaux de la formulation FMNCCo;s contenant 0,5 %m de mNCC et
ceux dérivés des hydrogels indique une diminution de seulement 6 %, similaire a celle observée
pour la formulation A2. Cette observation suggere que les mNCC sont maintenus pendant le
gonflement grace a leur co-réticulation avec les chaines de mCMC. Enfin, la différence de
gonflement des hydrogels avec NCC et avec mNCC peut étre expliquee par la densité de
méthacrylates réticulés des hydrogels qui est plus élevée avec la présence des mNCC, ce qui
rend le réseau plus difficile a étirer. De plus, les groupements méthacrylates étant hydrophobes,
limitent la pénétration de I'eau dans le réseau des hydrogels contenant NCC (Tableau 1V-2).
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Figure 1\VV-18 : Evolution du taux de gonflement (Qrm) en fonction du temps d'immersion dans I'eau a 25 °C pour
les differents hydrogels issus des formulations A2, FNCCo2, FNCCos, FMNCCo2, FMNCCos contenant 2 %m
de mCMC (DM = 34 %) sans et avec 0,2 ou 0,5 %m de NCC ou mNCC.

Tableau 1V-3 : Taux de gonflement pour chaque formulation des hydrogels a l’équilibre aprés 24 h a
25 °C et masses des cryogels obtenus a partir des hydrogels initiaux aprés photo-réticulation et celles
des hydrogels gonflés. Trois cryogels de chaque condition ont été pesés. La masse des cryogels issus
des hydrogels gonflés correspond a la masse totale de trois cryogels divisée par 3.

. Cryogels des hydrogels aprés Cryogels des hydrogels gonflés
Formulation Qnm photo-réticulation (mg) (mg)
A2 34+014 13,6 + 0,36 13,0
FNCCo, 3,2+0,070 159+0,21 12,9
FNCCos 3,0+£0,19 17,3+0,16 14,3
FMNCCo, 3,1+0,12 15,7+0,14 n.d.
FMNCCojs 2,8+0,12 17,7+0,32 16,7

Ensuite, les taux de gonflement des cryogels issus des différentes formulations ont été
mesurés. Ces expériences ont été réalisées par Flavie Pradalié au cour de son stage de M1.
Comme dans le cas des hydrogels, le Qm maximal est atteint avant 10 heures (Figure 1V-19).
De maniére similaire, le taux de gonflement diminue avec I’intégration des NCC et des mNCC
dans la formulation de mCMC (Figure 1V-19, Tableau 1V-4). Le taux de gonflement est
moindre avec les mMNCC qu'avec les NCC car la densité en méthacrylates réticulés est plus
élevee et le réseau plus difficile a étirer. Pour les formulations contenant des NCC, la densité
de méthacrylates réticulés est inférieure a A2 contenant seulement la mCMC. Cette particularité
a pour effet de favoriser un gonflement plus prononcé. Toutefois, la teneur en méthacrylates
libres s'avere plus élevée, ce qui contribue a exclure I'eau du systeme (Tableau 1V-2). Enfin, la
congélation suivie de la lyophilisation entraine I'agrégation des chaines entre elles (cf. section
[11.5.1.1). Les NCC et mNCC présents dans le réseau peuvent egalement s’agréger, formant des
liaisons de type van der Waals et probablement des liaisons hydrogene avec les parois
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constituées par les chaines de mCMC. En effet, en comparant les masses des cryogels issus des
hydrogels aprés photo-réticulation et celles des cryogels issus des cryogels hydratés apres 48 h
de gonflement, seule une faible perte de masse est observée pour A2, FNCCoset FMNCCops
contenant respectivement la mCMC seule et avec 0,5 %m de NCC et mNCC (Tableau 1V-4).
Cette différence peut étre expliquée par des effets liés a la manipulation des matériaux. De plus,
la perte de masse des cryogels provenant des cryogels hydratés contenant 0,5 %m de NCC est
plus faible qu’aprés gonflement des hydrogels, ce qui prouve que les NCC sont restés dans le
réseau, probablement au niveau des parois des pores. Dans le cas du gonflement des cryogels,
I’hydratation des chaines est plus difficile car les interactions entre objets/macromolécules ne
sont pas remplacées par des interactions avec 1’eau. De méme 1’hydratation est d’autant plus
difficile que la quantité des matériaux agrégés (concentration) est importante, expliquant alors
que le gonflement est équivalent pour les cryogels contenant des NCC et ceux contenant des
MNCC a concentration égale. Cette hypothese peut aussi expliquer la différence de gonflement
entres les hydrogels et les cryogels. En effet, les cryogels hydratés ont un taux de gonflement a
I’équilibre inférieur a celui des hydrogels gonflés pour une méme formulation. Par exemple, les
rapports des masses de 1’hydrogel gonflé sur celui du cryogel hydraté a 1’équilibre sont de
2,7+0,31,2,9+0,63,3,1+0.10, 3,0+ 0,11 et 2,6 £ 0,46 pour les formulations A2, FNCCo,_,
FNCCos, FMNCCo2 et FMNCCos, respectivement. Ces résultats prouvent que le gonflement et
donc que I’hydratation des chaines est moins important dans le cas des cryogels.

A titre de comparaison, les taux de gonflement obtenus pour une concentration de
0,2 %m de NCC et mNCC sont similaires a celui de la formulation C2 (2 %m mCMC 76 %)
discutée dans la section 111.5.2.2. De méme, les taux de gonflement des cryogels contenant des
concentrations de 0,2 et 0,5 %m de NCC et mNCC sont similaires a ceux des formulations A4
et B3 (4 %m mCMC DM = 34 % et 3 %m mCMC DM = 50 %). Enfin, le gonflement des
cryogels contenant les NCC et mNCC correspond a une masse de 16 % supérieure a celles des
hydrogels initiaux, ce qui en font des bons candidats pour des applications comme l'ingénierie
des tissus mous [44].

182



Chapitre IV — Renforcement d hydrogels de mMCMC par [ ’ajout de nanocristaux de cellulose avec et sans méthacrylates

8801 aa a4 A
© ]
9 Ak
E\ 70 4
2 1
2 60
o
S
o ]
(5] E ° [ ]
© [ BB
= 40 1m0 - . =
[«5) y n [m] O [m}
| |
S oo A A2
= ® FNCC,,
20 ® FNCCy;
g 1 o FmNCC,,
X 10 - o FmNCCys
(3] ]
|_
O 5 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Temps (h)
Figure 1V-19 : Evolution du taux de gonflement (Qm) en fonction du temps d'immersion dans I'eau a 25 °C pour
les differents cryogels issus des formulations A2, FNCCo2, FNCCos, FMNCCo 2, FMNCCos contenant 2 %m de
mCMC (DM = 34 %) sans et avec 0,2 ou 0,5 %m de NCC ou mNCC.

Tableau V-4 : Taux de gonflement pour chaque formulation des cryogels a I’équilibre apres 48 h a
25 °C et masses des cryogels obtenus a partir des hydrogels initiaux aprés photo-réticulation et celles
des cryogels hydratés. Trois cryogels de chaque condition ont été pesés. La masse des cryogels issus
des hydrogels gonflés correspond a la masse totale de trois cryogels divisée par 3.

. Cryogels des hydrogels aprés Cryogels descryogels hydratés
Formulation Qm photo-réticulation (mg) (mg)
A2 81+6 13,6 £ 0,36 13,3
FNCCo 50+ 4 159+0,21 n.d.
FNCCos 37+1 17,3+0,16 16,6
FMNCCo, 48 +2 15,7+0,14 n.d.
FMNCCos 38+2 17,6 £ 0,32 17,5

IV.4.2. PROPRIETES VISCOELASTIQUES

L'impact de la présence des NCC et des mNCC dans les hydrogels de mCMC sur les
propriétés rhéologiques des différents matériaux (hydrogels, hydrogels gonflés et cryogels
hydratés) a été etudie. Les mesures d'oscillation en fréquence permettent de déterminer le
module élastique (G'), le module visqueux (G") et I’amortissement tan(8) ou o est le déphasage
et est caractéristique des proprietés viscoélastiques du matériau. Des valeurs de tan(o)
supérieures a 1 signifient que le matériau est visqueux et dissipe facilement de 1’énergie.
Inversement, une valeur proche de O indique que le matériau possede des caractéristiques
élastiques solides et conserve I’énergie. Etant donné que 1’évolution des modules G’ et G’ n’est
pas similaires selon la formulation pour chaque matériau (Annexe 1V-1, Tableau IV-5), le
comportement viscoélastique de ces derniers est évalué avec tan(d). Cette valeur est tracée sur
toute la gamme de fréquences (0,1 a 10 Hz) a 1 % de déformation et a 25 °C (Figure 1V-20).
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Les valeurs de tan(8) des hydrogels sur lagamme de fréquence de 0,1 a 10 Hz diminuent
avec l'ajout des NCC et des mNCC, ce qui est la signature d’une augmentation de 1’¢lasticité
de la structure (Figure 1V-20a). En effet, a 1 Hz, la moyenne des tan(d) est de 0,054 + 0,0033
pour A2 contenant seulement de la mCMC, 0,016 + 0,0088 pour FNCCqs et de 0,025 £ 0,0051
pour FMNCCos contenant respectivement 0,5 %m de NCC et de mNCC. Cependant, aucune
variation significative de tan(d) n'est observée en fonction de la concentration ou du type
(fonctionnalisé ou non) des NCC ajoutés (Tableau 1V-5). Toutes ces valeurs sont trés proches
de 0, ce qui indique que les hydrogels possédent un comportement solide élastique. Les NCC
et mNCC agissent bien comme des renforts structurels. En effet, 1’ajout des nanocristaux
augmente la densité en matériau ce qui entraine des interactions entre eux plus importantes, se
traduisant ainsi par une augmentation de I'¢lasticité de I'hydrogel. L’étude sur les hydrogels de
mCMC purs ont montré que la concentration est le paramétre le plus essentiel pour expliquer
les variations des propriétés viscoélastiques (Figure 111-22, cf. section 111.4.2). Cependant, cela
pourrait ne pas étre le seul paramétre influent, car aucune différence significative sur les valeurs
de tan(8) n'a été mesurée entre les hydrogels contenant différentes concentrations de NCC et de
MNCC. Cette observation pourrait étre attribuée a une éventuelle hétérogénéite lors de la
dispersion des nanocristaux de cellulose au sein de I'nydrogel a mesure que la concentration
augmente. Cette situation entrainerait une modification de I'agencement du réseau réticulé. En
conséquence, les propriétés mécaniques de I'hydrogel sont impactées, limitant I'amélioration
continue de I'élasticité de I'nydrogel, comme observé par Yang et al. sur des hydrogels a base
de poly(éthylene glycol) renforcés avec des NCC [45].

L'étude rhéologique est également menée sur les hydrogels gonflés a I'équilibre (apres
24 h) par comparaison des valeurs de tan(d) (Figure 1V-20b). Comme attendu, les hydrogels
gonflés affichent des valeurs de tan(d) plus élevées sur toute la gamme de fréquences que les
hydrogels originaux puisqu'ils contiennent plus d'eau. Cependant, 1'évolution des tan(d) des
hydrogels avec et sans NCC différe de celle des hydrogels initiaux (Tableau 1V-5). En effet, a
1 Hz, une moyenne de tan(d) de 0,61 + 0,055, 0,64 + 0,10 et 0,56 + 0,094 est mesurée pour A2,
FNCCo2et FNCCojs respectivement. Ces valeurs moyennes de tan(d) pour les hydrogels gonflés
avec et sans NCC suggerent ainsi une quasi-égalité du comportement visqueux et élastique des
hydrogels. D'autre part, les hydrogels contenant des mNCC montrent un tan(d) deux fois plus
faible et qui diminue avec la concentration, ce qui indique une meilleure préservation des
propriétés de conservation de 1’énergie des hydrogels initiaux que les autres. A 1 Hz, les
formulations contenant respectivement 0,2 et 0,5 %m de mNCC tan(d) possedent des valeurs
moyenne de tan(d) de 0,25 + 0,097 et 0,19 + 0,083. Cette différence s’explique par la libération
des NCC dans le bain d'eau pendant le gonflement des hydrogels FNCCo2 et FNCCo;, mise en
évidence par la mesure de la variation de masse des hydrogels gonfles aprés sechage par rapport
a lamasse des cryogels provenant des hydrogels apres réticulation (Tableau 1V-3). D'autre part,
les méthacrylates des mMNCC sont réticulés de maniere covalente au réseau de mCMC et ne
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peuvent pas étre libérés. Ils contribuent donc a la rigidité de I'nydrogel gonflé. Cette propriété
a été observée par Cafiso et al. sur les modules de compression des hydrogels de mCMC
contenant des NCC et des mNCC [3].

Enfin, I'étude rhéologique a également été menée sur les cryogels hydratés a I'équilibre
(aprés 48 h) par comparaison des valeurs de tan(d) (Figure 1V-1c). Le rapport des modules
visqueux et élastique n’a pas de variation significative en fonction de la composition des
formulations (Tableau 1V-5). Cela peut s’expliquer par le processus de lyophilisation qui
entraine une réorganisation du réseau poreux et une agrégation des chaines. De méme,
l'augmentation de la concentration en matériaux induit par I'ajout de NCC et de mNCC et
conservée apres gonflement, indique que les nanocristaux s'agregent le long des parois du
réseau (Tableau 1V-4). Cette observation seule impliquerait une plus grande élasticité des
cryogels gonflés a mesure que la concentration de nanocristaux augmente, ce qui n’est
cependant pas le cas. Il semble donc qu'un équilibre délicat existe entre la densité de matériau
et la structure du réseau apres la lyophilisation. En effet, I'nétérogénéité de la dispersion des
nanocristaux de cellulose au sein de I'hydrogel initial a entrainé une altération dans la
configuration du réseau réticulé. Lors de la phase de congélation, la croissance inégale des
cristaux aurait pu perturber la structure des hydrogels congelés en présence de nanocristaux, ce
qui aurait ensuite réduit les propriétés élastiques des cryogels obtenus. Enfin, dans tous les cas,
les valeurs de tan(d) sont supérieures a celles des hydrogels initiaux et inférieures a celles des
hydrogels gonflés. Cela peut s’expliquer par le fait que les cryogels hydratés contiennent plus
d’eau que les hydrogels initiaux et moins que les hydrogels gonflés (cf. partie 1V.4.1.2).

Enfin, comme mentionné dans la section 111.4.2, il est difficile de comparer ces résultats
a ceux de la littérature étant donné les différents protocoles utilisés. Cependant 1’ajout des
mNCC dans la formulation de mCMC permet d’augmenter les propriétés viscoélastiques et de
les conserver avec le gonflement. Par exemple, I'ajout de 0,5 %m de mNCC dans la formulation
a permis a I'nydrogel de gonfler légérement tout en gardant la méme viscoélastique, ce qui est
souhaitable pour la réparation de tissus biologiques [46,47].
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Tableau V-5 : Propriétés viscoélastiques des hydrogels, hydrogels gonflés et cryogels hydratés mesurés a 1 Hz, 1 % de déformation et a 25 °C pour les
formulations A2, FNCCo2, FNCCgs, FMNCCo2, FMNCCy s contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %) sans et avec 0,2 ou 0,5 %m de NCC ou mNCC.

Formulation Hydrogel Hydrogel gonflé Cryogel hydraté
G’ (kPa) G”’ (kPa) Tan () G’ (kPa) G”’ (kPa) Tan (8) G’ (kPa) G”’ (kPa) Tan ()
A2 1,4 £ 0,055 0,064 £ 0,048 0,054 £ 0,0033 0,83 + 0,062 0,51+0,13 0,61+0,17 96+£1,7 1,2+0,2 0,13+£0,031
FNCCao. 1,6 £ 0,062 0,026 £ 0,0020 0,016 £0,0013 0,71+ 0,053 0,46 £ 0,11 0,64 £ 0,10 7,3+£0,74 1,0 £ 0,067 0,14 £ 0,016
FNCCaos 1,9+0,33 0,031 £ 0,0040 0,016 £ 0,0088 0,88 + 0,15 0,49 + 0,034 0,56 + 0,094 7,2 £0,65 1,2+0,19 0,17 £ 0,016
FMNCCo, 1,5+0,30 0,027 + 0,0020 0,018 £ 0,00076 1,3+£0,39 0,34 £0,11 0,25 = 0,097 75+1,6 1,2 +£0,27 0,15+ 0,030
FMNCCos 1,9+£0,27 0,048 £ 0,0086 0,025 £ 0,0054 2,0£0,19 0,38+0,12 0,19 + 0,083 6,9 £ 0,46 1,0+£0,15 0,14 £ 0,021
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Figure 1V-20 : Evolution des tan(d) des (a) hydrogels, (b) hydrogels gonflés et (c) cryogels hydratés entre 0,1 et 10 Hz, a 1 % de déformation et a 25 °C pour

les formulations A2, FNCCg2, FNCCqs, FMNCCo,, FMNCCy s contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %) sans et avec 0,2 ou 0,5 %m de NCC ou mNCC.
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IV.4.3. CYTOCOMPATIBILITE

La biocompatibilitt d’un matériau est évaluée par différentes propriétés
I’immunocompatibilité, I’interaction avec les protéines, la perméabilité, 1’adhésion et la
viabilité cellulaire. Ces deux derniéres peuvent étre obtenues par des tests de cytotoxicité. Les
groupements méthacrylates non polymérisés génerent des fonctions meéthacrylates libres dans
le matériau. Cela n'est pas souhaitable pour les applications biologiques, car la présence des
méthacrylates pourrait étre une cause indésirable de cytotoxicité [48]. La densité de
méthacrylates libres augmente avec I'ajout de NCC, ainsi qu'avec l'augmentation de leur
concentration. Au contraire, elle diminue avec I'ajout de mNCC, puisque qu’ils sont davantage
utilisés pour la réticulation. L’évaluation de la cytotoxicité a été réalisée sur les cryogels des
cing formulations par Béatrice Labat (Université Rouen Normandie) avec des fibroblastes de
souris L929 (Annexe 1V-4). Les fibroblastes L929 sont souvent choisis comme modéle
cellulaire en raison de leur sensibilité a divers stimuli et de leur similitude avec les fibroblastes
humains. Ces cellules sont en mesure de proliférer et de former des réseaux de communication
cellulaire, imitant ainsi les processus biologiques naturels. La cytotoxicité des différentes
formulations a été évaluée conformément a la norme ISO 10993-5 2009 avec quelques
adaptations [49]. En bref, deux tests ont été réalisés : I'élution in situ et le contact direct. Les
tests d'adhérence cellulaire et de migration ont aussi été utilisés pour évaluer I'impact des
cryogels hydratés sur les comportements cellulaires clés.

Les cing cryogels hydratés provenant des formulations A2, FNCCo2, FNCCop,
FMNCCo2, FMNCCos contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %) sans et avec 0,2 ou 0,5 %m de
NCC ou mNCC ne présentent pas de cytotoxicité. Les cellules en contact avec le matériau et
celles relarguées restent vivantes dans le temps. En revanche, les cellules ont des difficultés a
adhérer correctement au réseau de mCMC. En effet, la forme étroite et allongée des pores des
cryogels hydratés, dont la taille moyenne est d'environ 25 um, et la faible épaisseur de leurs
parois présentent des dimensions qui ne sont pas compatibles avec I'étalement ou I'invasion des
cellules (Annexe 1V-4). Les cellules L929 ont un diameétre d'environ 20 um lorsqu'elles sont
arrondies et d'environ 80 - 100 um lorsqu'elles sont étalées, ce qui démontre la difficulté de
pénétrer le réseau dans ce dernier état. Pour atteindre des applications telles que les hydrogels
dédiés a la matrice extracellulaire (ECM) ou les scaffolds pour I'ingénierie des tissus mous pour
lesquels la croissance des cellules est nécessaire, la taille des pores devra étre augmentee
[50,51]. Dans cette perspective, les formulations sont destinées a étre imprimeées par fabrication
additive de type « vat photopolymerization ». Néanmoins, en I'état, ces cryogels pourraient
trouver des applications dans les systémes d'administration de médicaments [52,53]. Enfin, la
non-cytotoxicité établie est cohérente avec celle déterminée sur les hydrogels de mCMC

[54,55].
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IV.5. IMPRIMABILITE DES FORMULATIONS

Cette partie est consacrée a I’étude de I’imprimabilité des cinq formulations présentées
dans le Tableau 1V-1. Les techniques d'impression 3D de type « vat photopolymerization » ont
été proposées pour améliorer la complexité de la forme des hydrogels de mCMC [54].
Cependant, les hydrogels obtenus ont une faible résolution pour I'impression DLP (environ
0,5 mm). Pour améliorer cette propriété, ces technologies impliquent souvent I'ajout d'un photo-
absorbeur pour limiter la transmission de la lumiére UV a travers toute la formulation pendant
I'impression [56-58]. Dans le cas des formulations aqueuses de mCMC pour la biomédecine,
le photo-absorbeur idéal doit étre biocompatible, soluble ou dispersible dans I'eau et absorber a
une longueur d'onde spécifique (généralement 365, 385 ou 405 nm). Or, les photo-absorbeurs
connus répondant a ces deux derniers critéres ne sont pas biocompatibles [56]. Certains d'entre
eux sont méme suspectés d'étre toxiques, notamment les colorants alimentaires comme la
tartrazine utilisée pour la coloration jaune des aliments [59,60].

Sans ajouter de photo-absorbeurs UV, il est intéressant de connaitre le comportement
des formulations contenant des NCC et mNCC sur la diffusion de la lumiéere a travers la
formulation. Pour cela, le temps de gélification et I’épaisseur de couche réticulée en fonction
de la durée d’insolation sont des caractéristiques importantes a déterminer. Ces deux propriétés
dépendent de la viscosité et de 1’absorbance déja présentées dans la partie 1V.3. Elles sont
nécessaires pour déterminer les paramétres d’impression des différentes couches.

IV.5.1. ETUDE DU TEMPS DE GELIFICATION

Le temps de gélification (tger) des différentes formulations a été caractérisé par rhéologie
en temps réel. Il est bien établi que pour les résines réticulables aux UV utilisées dans les
techniques de polymérisation en cuve, le durée d’insolation pour chaque couche doit étre au
moins égal a tgel pour que la couche soit suffisamment rigide pour tenir [61]. De plus, la
détermination du temps de gélification est nécessaire afin d’adopter le durée d’insolation par
couche optimal pour obtenir la résolution souhaitée avec une vitesse d'impression maximale.
Dans cette partie, seuls les résultats obtenus avec les formulations a 0,5 %m en NCC et mNCC
ainsi qu’avec référence seront présentes.

Contrairement aux résultats obtenus par Cafiso et al., I'intégration des NCC n’a pas
réduit le temps de réticulation de la mCMC [3] (Figure 1V-21). En effet, des temps de
gélification de 22 + 1,0 s, 20 £ 0,90 s et 19 £+ 1,1 s sont respectivement mesurés pour les
formulations A2, FNCCog. et FNCCo5 contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %) sans et avec
0,5 %m de NCC et mNCC. De maniére intéressante, l'intégration de mNCC accélére
significativement la cinétique de photo-réticulation des formulations de mCMC. Des temps de
gélification de 16 + 1,2 s et méme 9,6 £ 1,5 s sont mesurés pour les formulations contenant
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0,2 %m de mMNCC (FmMNCCo_) et 0,5 %m de mMNCC (FmMNCCops), respectivement. On peut
expliquer ce phénomene par la présence de groupes méthacrylates a la surface des mNCC qui
permettent une co-réticulation et au final une densité de noeuds de réticulation supérieure. Ces
résultats demontrent clairement le potentiel de I'ajout de mNCC dans des formulations photo-
réticulables et imprimables en 3D pour réduire le temps d'impression.
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Figure IV-21 : Temps de gélification (tg) en fonction de la concentration en NCC ou mNCC des
formulations contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %) sans et avec 0,2 ou 0,5 %m de NCC ou mNCC.

IV.5.2. RESOLUTION SPATIALE DES HYDROGELS

Il est important de limiter la diffusion du faisceau UV dans la direction Z dans les
formulations d'impression afin d'améliorer la résolution [62]. En effet, la diffusion du faisceau
UV a un impact direct sur I'épaisseur de chaque couche imprimée. En général, une épaisseur de
couche plus fine permet d'obtenir une meilleure résolution. L'absorption UV-vis est une
caractéristique essentielle qui définit la capacité d'un composé a limiter la pénétration de la
lumiére en profondeur. A la longueur d'onde spécifique de photo-réticulation de 365 nm, les
formulations avec les mMNCC possedent une absorption plus importante que celles avec des
NCC (A365 (A2) = 0,095, A365 (FNCCos) =1,99 et A365 (FMNCCo;s) = 2,61) (Figure 1V-14).

En corrélation avec I'augmentation de leur absorbance UV a 365 nm, les formulations
avec des mNCC présentent les avantages d'un temps de gélification réduit. Cela est prouveé en
mesurant la profondeur de réticulation dans la direction Z des différentes formulations en
fonction du temps d'exposition (Figure 1V-22a). La profondeur de réticulation a été étudiée
pour A2, FNCCopset FMNCCos contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %) sans et avec 0,5 %m
de NCC et de MNCC, respectivement. Pour toutes ces formulations, la résistance de I'hydrogel
est trop faible aprés un temps d'exposition égal a tge car celui-ci s’effondre. Aucune mesure
d'épaisseur ne peut donc étre réalisée. D'autre part, plus le tge est petit, plus un hydrogel qui se
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tient mécaniquement se forme rapidement. Pour A2, 32 s sont nécessaires pour obtenir des
hydrogels pouvant étre manipulés, alors que seulement 25 s et 15 s sont suffisantes pour les
formulations FNCCop s et FMNCCos contenant 0,5 %m de NCC et de mNCC. Pour ces temps
d'irradiation, les épaisseurs des hydrogels réticulés sont également cohérentes avec I'absorbance
des formulations. Pour la formulation de référence A2, une épaisseur de 3,4 £ 0,4 mm est
mesurée (32 s d'exposition), tandis que des hydrogels de 2,4 + 0,4 mm et 1,6 + 0,4 mm
d’épaisseur sont formés apres 25 s d'exposition et 15 s pour FNCCqs et FMNCCops. Pour toutes
les formulations, I'épaisseur de couche réticulée augmente linéairement avec le durée
d’insolation (R? > 0,98). Enfin, pour un méme temps de photo-réticulation, I'épaisseur de
I'nydrogel obtenu est la plus élevée pour A2 et la plus faible avec FMNCCos. Aprés 60 s
d'exposition aux UV, I'nydrogel présente une épaisseur de couche réticulée de respectivement
6,9+ 0,3mm, 5,2+ 0,3mm et 4,9+ 0,3 mm, lorsqu'il est issu des formulations A2, FMNCCops,
et FMNCCos, respectivement. En conséquence, la présence des NCC ou des mNCC réduit
clairement 1’épaisseur de couche réticulée en moins de temps que pour la formulation de mCMC
de référence. Ce type de résultat n'a pas été rapporté par Cafiso et al. [3]. Cependant, une
augmentation de la diffusion dans les directions X et Y est observée avec l'intégration de NCC
et mMNCC, conduisant a un diamétre d des hydrogels formés non conforme a celui du pochoir
(d =12 mm) (Figure 1V-22b). Pour des durées d’insolation proche de tgel, la largeur réticulée
est plus faible que celle du pochoir pour les formulations contenant les nanocristaux. Par
exemple, apres 25 et 15 secondes d’insolation, le diamétre des hydrogels de FNCCops et de
FMNCCos est de 11 £ 0,5 mm. Ensuite, le diametre des hydrogels formés augmente avec le
durée d’insolation jusqu’a 15 + 0,2 mm et 16 + 0,2 mm apres 60 secondes d’insolation pour les
formulations FNCCqss et FMNCCos contenant 0,5 %m de NCC et de mNCC. Cependant, un
durée d’insolation aussi important n’est pas nécessaire pour la fabrication d’une couche par
impression 3D. La résolution en X et Y peut néanmoins étre contrdlée par le temps d'irradiation
jusqu'a I'obtention d'une diffusion négligeable (25 s pour FMNCCo ;). Malgré une diffusion du
faisceau UV avec la présence des nanocristaux, I’absorbance plus importante de ces
formulations permet I’obtention d'une résolution accrue dans les trois directions de I'espace
(x, Yy, 2), ce qui a permis une conception plus précise des objets a imprimer (Figure 1V-22c).
Enfin, aprés lyophilisation, la forme des cryogels est restée la méme que celle des hydrogels.
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Figure 1V-22 : (a) Evolution de I'épaisseur de couche réticulée (direction Z) en fonction du temps
d'irradiation UV pour A2, FNCCoset FmMNCCoys. (b) détermination de la résolution X et Y par photo-
réticulation d'une étoile pour les formulations A2, FNCCos et FMNCCos par photo-réticulation d'une
épaisseur de 3 mm et (c) lllustration de I'influence de l'intégration de 0,5 %m de NCC ou de mNCC
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IVV.6. CONCLUSIONS

Dans ce chapitre, la méthacrylation des nanocristaux de cellulose (NCC) a été réalisée
en suivant le protocole de méthacrylation de la CMC. Le contrble de la synthése a permis
d'obtenir une large gamme d'échantillons de NCC méthacrylée (MNCC) avec un degré de
méthacrylation (DM) compris entre 0 et 12,6 %, ce qui représente une substitution maximale
de 78 % des groupes hydroxyle en surface. De plus, les mMNCC obtenus possedent les mémes
dimensions et la méme cristallinité que les NCC initiaux. Cependant, un inconvénient de ce
protocole est I'ajout de soude, qui élimine les sulfates présents en surface des NCC et déstabilise
la suspension. Pour remedier a ce probléme, il aurait été envisageable de procéder a la
carboxylation des NCC en amont. De plus, une étude plus approfondie de l'influence des
différents parameétres sur les DM et DS obtenus aurait pu étre réalisée afin de déterminer les
conditions optimales permettant d'obtenir une suspension stable avec le DM le plus élevé
possible. Néanmoins, des mNCC avec un DM de 0,83 % ont pu étre stabilisées dans I'eau. Ces
derniéres, ainsi que des NCC, ont été ajoutées a des concentrations de 0,2 %m et 0,5 %m dans
une solution de mCMC a 2 %m contenant de 1'12959.

Les interactions entre les différents matériaux entrainent une augmentation de la
viscosité des formulations ainsi que de I'absorbance. Ces propriétés augmentent également avec
la concentration en nanocristaux. L'ajout de NCC a entrainé une diminution significative du
taux de conversion des méthacrylates et de la densité de noeuds de réticulation, tandis que I'effet
inverse s'est produit avec I'ajout de mMNCC, démontrant ainsi leur participation au réseau de
réticulation. Par conséquent, la viscoélastique des hydrogels aprés gonflement est presque
préservée en présence des MNCC. De méme, par rapport a I'ajout de NCC, celui de mNCC aux
mémes concentrations a réduit le temps de réticulation et I'épaisseur de couche réticulée dans
la direction Z, ce qui représente une évolution importante des propriétés pour optimiser la
résolution des objets imprimés. Cependant, une diffusion du faisceau UV dans les directions X
et Y causée par les nanocristaux a été observee, mais elle peut étre contrdlée en ajustant le temps
d'exposition aux UV. Enfin, les cryogels obtenus ont montré une bonne cytocompatibilité vis-
a-vis des fibroblastes L929, ce qui est positif pour I’emploi de ces derniers a des fins
biomédicales. Ces formulations développees sont trés innovantes et pourraient étre envisagées
pour I'impression 3D par SLA et par DLP pour la fabrication d'objets destines a des applications
médicales.
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V.1. INTRODUCTION

Les hydrogels étudiés dans les deux chapitres précédents ont été prépares en insolant
pendant une durée définie, une formulation de mCMC contenue dans une cuve. L'analyse
approfondie des caractéristiques de ces hydrogels a permis de mettre en avant des relations
structure-propriétés, ouvrant ainsi des perspectives en termes d'applications biomédicales telles
que la réparation de tissus biologiques et la libération contrélée de principes actifs. Cependant,
pour exploiter pleinement les propriétés des hydrogels dans ces différentes applications, une
mise en forme spécifique est souvent nécessaire. Pour cela, la fabrication additive est considerée
comme une méthode de fabrication prometteuse [1]. La DLP et la P2P permettent ainsi
I’impression d’hydrogels avec une morphologie adaptée et des résolutions de quelques dizaines
de micromeétres et de quelques centaines de nanometres, respectivement. Ces deux techniques
ont deja eté utilisées avec succes pour la mise en forme d’hydrogels de polysaccharides [2—6].

Dans ce chapitre, les technologies DLP et P2P sont étudiées afin d’imprimer des
hydrogels de formes complexes & partir de formulations de mCMC. L’objectif de ces travaux
est d’identifier les avantages et les limitations de chacune des deux techniques, dans le but de
concevoir un échafaudage (scaffold) de dimensions appropriées pour favoriser la croissance
cellulaire nécessaire a la réparation des tissus mous (100 — 200 um). Dans ce cadre, les
propriétés des hydrogels imprimés sont comparées a celles des hydrogels formés en une seule
insolation. Enfin, la dégradation enzymatique de ces matériaux est évaluée pour assurer une
résorption du matériau au fur et & mesure de la croissance tissulaire. Une partie de ces travaux
font I’objet d’un article en cours de rédaction.
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V.2. ETUDE DE L’INFLUENCE DU PHOTO-AMORCEUR ET
DE LA LONGUEUR D’ONDE DU RAYONNEMENT UV

L’imprimante Asiga MAX (Asiga, Australie), utilisée dans ce chapitre, est spécialement
congue pour offrir une fabrication additive de haute qualité, notamment dans les domaines
dentaire et médical. Elle propose une résolution maximale de 62 um dans les axes X et Y, et
fonctionne avec une longueur d'onde de 385 nm et une irradiance maximale de 18 m\W/cm2. En
conséquence, les formulations étudiées dans les chapitres précédents ne peuvent pas étre
imprimeées avec cette imprimante, car 1'12959 n'absorbe pas a la longueur d'onde de 385 nm [7].
Un changement de photo-amorceur a donc été nécessaire, et le LAP a été sélectionné en raison
de ses propriétés déja développées dans la section 1.5.2.2.

Tout d’abord, des formulations de mCMC contenant de 1’12959 ou du LAP ont été
préparées afin de comparer les propriétés des hydrogels correspondants. Dans chaque
formulation, le photo-amorceur a été ajouté en respectant un rapport molaire de 0,55 entre ce
dernier et les méthacrylates (Tableau V-1)

Tableau V-1 : Composition des formulations de mCMC contenant de /’12959 ou du LAP comme photo-
initiateur.

mCMC Photo-amorceur Eau
Formulation Concentration Concentration Concentration

DM (%) (%m) Nom (%m) (%m)

A2 2 0,12 97,88
A3 ea 3 12959 0,18 96,82
FA2 - 2 LAP 0,15 97,85
FA3 3 0,22 96,78
B2 12959 0,20 97,80
FB2 50+5 2 LAP 0,25 97,75
C2 12959 0,32 97,68
FC2 766 2 LAP 0,40 97,60

V.2.1. INFLUENCE DE LA NATURE DU PHOTO-AMORCEUR SUR LES CINETIQUES
DE PHOTO-RETICULATION

L’influence du photo-amorceur sur I’imprimabilité des formulations est discutée dans ce
paragraphe. Cette étude a été realisee sur les formulations A2 et FA2, composees de 2 %m de
mCMC (DM = 34 %), et de 0,12 %m d’12959 ou 0,15 %m de LAP, respectivement. A cet effet,
les deux formulations ont été comparées a travers des mesures de rhéologie en temps réel, visant
a établir leurs temps de gélification (tgel) respectifs pour chacune. Par la suite, les épaisseurs des
couches réticulées ont été évaluées en fonction de la durée d'exposition aux rayons UV. De plus,
une analyse approfondie du temps nécessaire pour atteindre un taux de conversion maximal, a
été réalisée a l'aide de la RMN du solide CP-MAS du carbone, conjuguée a la rhéologie plan-
plan. Toutes ces évaluations ont été menées avec des intensités lumineuses de

202



Chapitre V : Fabrication additive d hydrogels & partir de formulations cellulosiques photosensibles

82 et 18 mW/cmz?, associées a des longueurs d'onde de 365 et 385 nm pour les formulations
contenant respectivement de I'12959 et du LAP. Ces parametres sont ceux des imprimantes
Prodways et Asiga, respectivement, utilisées dans ces travaux de theése.

V.2.1.1. Evolution des temps de gélification mesurés par rhéologie en temps réel

Les temps de gélification des formulations A2 et FA2 ont été mesurés par rhéologie en
temps réel (Figure V-1). Apres 60 s de stabilisation de la formulation étudiée, la photo-
réticulation des méthacrylates des mCMC commence avec l'application de la lumiere UV et
conduit & une augmentation progressive des valeurs de G’ et G’ jusqu'a atteindre un
comportement de type solide (G” > G”*). Le temps de gélification (tger) €St ensuite déterminé a
l'intersection des courbes de G' et G". Malgré une puissance surfacique d’insolation plus
importante pour la réticulation de A2, le tqgel est plus important que dans le cas de FA2. En effet,
le temps de gélification est de 22 + 1 s pour A2 et de 2,7 £ 0,10 s pour FA2. Cela peut étre
expliqué par une meilleure absorbance du LAP a 385 nm que celle de 1’12959 a 365 nm. Les
coefficients d’absorption molaire (£2) calculés pour les deux photo-amorceurs a partir de leur
courbe d’étalonnage en absorbance, sont en effet de €385 = 162 L.mol™.cm™ pour le LAP, et
€365 = 3,00 L.molt.cm™ pour 1’'12959. En comparaison, Melilli et al. ont mesuré un temps de
gélification de 2 s avec une formulation de 2 %m de mCMC (DM = 60 %, Mw
(CMC =250 kDa) avec du LAP comme photo-amorceur avec une concentration de 0,04 %m
et une irradiance de 30 mW/cm? [8]. Cette valeur est en phase avec le temps de 2,7 smesuré
pour la formulation FA2.

Le temps de gélification plus faible avec le LAP comme photo-amorceur, devrait
permettre de réduire considérablement le temps d’impression d’une couche et donc le temps
total d’impression d’un hydrogel.
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Figure V-1 : Evolution des modules élastiques et visqueux en cisaillement (G' et G") en fonction de la
durée d'insolation UV lors de mesures en rhéologie en temps réel a 0,1 Hz et 5 % de déformation, pour
les formulations A2 et FA2 contenant 2%m en mCMC (DM = 34 %) dans I’eau avec de 1’12959 ou du
LAP comme photo-amorceurs. L’insolation UV démarre au temps t = 60 s. Des longueurs d’onde de
365 nm et 385 nm ainsi que des irradiances de 82 mW/cm?2 et 18 mW/cm? ont été utilisées pour les
formulations A2 et FA2, respectivement.

V.2.1.2. Imprimabilité des résines

En complément des mesures de temps de gélification, 'imprimabilité des résines A2 et
FA2 a été vérifiée, en étudiant 1’évolution de 1’épaisseur (dans la direction Z) de la couche
photo-réticulée de 1’hydrogel formé, en fonction de la durée d’insolation. Ces mesures
permettent notamment de définir I’épaisseur minimale de chaque couche lors de I’impression
d’un hydrogel. Il est évident d’observer que la durée minimale d’insolation nécessaire pour
obtenir un hydrogel qui se tient mécaniquement, est bien plus faible dans le cas de laformulation
FA2 que pour la formulation A2 (Figure V-2). Ces durées minimales, respectivement de 3 s et
32 s pour les formulations FA2 et A2, sont cohérentes avec les temps de gélification mesurés
précédemment (respectivement 2,7 + 0,10 s et 22 + 1 s pour FA2 et A2). Pour ces durées
minimales, les épaisseurs des hydrogels obtenus sont de 3,4 £ 0,4 mm pour A2 et de 2,9 + 0,19
mm pour FA2. Ensuite, 1’épaisseur de la couche réticulée augmente linéairement avec la durée
d’insolation pour les deux formulations (Figure V-2). Cette augmentation est toutefois plus
rapide dans le cas de la formulation FA2. Ce résultat est en accord avec I’initiation du LAP plus
efficace que celle de 1’12959 dans leurs conditions d’utilisation respectives. En revanche, il
parait important de noter que pour chacune des deux formulations, les épaisseurs minimales des
couches photo-réticulées sont elevées (de I’ordre de3 mm). Ceci représente un inconvénient
majeur pour la fabrication additive d'hydrogels résolus
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en Z par des techniques de type « vat photopolymerization ». En effet, ce phénomeéne pourrait
induire une polymérisation indésirable de la formulation dans 1’épaisseur, au travers des
différentes couches.
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Figure V-2 : Evolution de I'épaisseur de la couche photo-réticulée (direction Z) en fonction de la durée
d'insolation UV pour les formulations A2 et FA2, contenant 2 %m de mCMC et 0,12%m d’12959 ou
0,15 %m de LAP, respectivement.

V.2.1.3. Temps de conversion maximale des méthacrylates

Dans les chapitres précédents, la durée d’insolation nécessaire pour atteindre un taux de
conversion maximal (TCM) des méthacrylates lors de 1’insolation a été déterminée par RMN
13C CP-MAS a partir de cryogels de 3,6 mm d’épaisseur, issus de formulations contenant de
1’12959 (section 111.4.4). Pour ces formulations il a été démontré que le TCM maximal est atteint
apres 5 minutes d’insolation. Cette technique a été envisagée pour étudier le comportement de
la formulation FA2, contenant du LAP sur des cryogels insolés 3 minutes pour commencer. De
facon intéressante, le spectre RMN 3C CP-MAS des cryogels FA2 présente des différences par
rapport au spectre des cryogels A2 (Figure V-3). En effet, contrairement au spectre de A2, le
carbone C11° issu du carbone C11 du groupement vinylique des méthacrylates apres
réticulation est confondu dans la zone d’intégration entre 122 et 144 ppm comprenant les
carbones C10 et C11, ainsi que les carbones des cycles aromatiques du LAP (Annexe V-1). De
méme, les carbones des fonctions carbonyles C9 et C9’ présents a 168 et 163 ppm pour les
cryogels de A2 sont confondus de 165 a 171 ppm pour les cryogels de FA2. De plus, le signal
du carbone C12’ du méthyle des méthacrylates apres réticulation est confondu avec le C12
correspondant aux méthyles des méthacrylates libres. Ces deux carbones possedent des
déplacements séparés a 28 ppm (C12’) et 18 ppm (C12) dans le cas du spectre du cryogel A2,
permettant le calcul du TCM (Equation 111-2). Dans le cas du cryogel FA2, la superposition des
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signaux C12 et C12’ ne permet pas de les utiliser pour quantifier le taux de conversion des
méthacrylates. L’étude du taux de conversion en fonction du temps n’a donc pu étre réalisée
par le biais de cette méthode de RMN (Figure V-3). Enfin, ces différences entre les deux
spectres peuvent étre expliquées par des environnements chimiques différents, apportés par la
présence de parties greffés des photo-amorceurs sur le C11 du méthacrylate.
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Figure V-3 : Spectres RMN *C CP-MAS des cryogels de A2 aprés 5 minutes de photo-réticulation & 82
mW/cm?2 et avec A = 365 nm, et de FA2 aprés 3 minutes de photo-réticulation a 18 mW/cm2 et avecl =
385 nm. Une déconvolution est réalisée sur le spectre de FA2 entre 10 et 30 ppm. Les deux signauxa 23
et 24 ppm correspondent aux carbones du LAP (Annexe V-1).

Dans ce contexte, le taux de conversion des méthacrylates peut étre suivi par une mesure
des modules de conservation (G’) et de perte (G’”) en cisaillement en fonction de la durée
d’insolation. Tout d’abord, pour confirmer la possibilité d’utiliser cette méthode, 1’¢tude est
réalisée sur des hydrogels de A2 de 3,6 mm d’épaisseur formés apres 1, 3, 5 et 6 minutes
(Figure V-4a). A mesure que la réaction de réticulation progresse, le TCM augmente, ce qui se
traduit par une augmentation des modules G’ et G’ de I'hydrogel. En effet, apres 60 secondes
d’insolation, les modules G’ et G”* mesurés a 1 Hz sont respectivement de 501 + 85 Pa et
38 + 8,0 Pa, puis de 1039 + 53 Pa et 65 * 48 Pa apreés 3 minutes. En augmentant la durée
d’insolation & 5 et 6 min, ces modules ne varient plus. En effet, les modules G’ et G’” des
hydrogels sont respectivement de 1351 = 59 Pa et 61 + 48 Pa apres 5 min d’insolation et de
1468 + 136,0 Pa et 76 £ 29 Pa aprés 6 min. Cette évolution permet de confirmer le TCM
maximal de 5 minutes obtenu par RMN *C CP-MAS du solide.

La méme ¢étude est donc reproduite sur des hydrogels de FA2 de 3,6 mm d’épaisseur
formés apres 1, 3 et 6 minutes sous rayonnement UV (Figure V-4b). Comme observé sur les
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hydrogels de A2, a mesure que la réaction de réticulation progresse, le TCM augmente, ce qui
se traduit par une augmentation des modules G’ et G’ de I'hydrogel. En effet, aprés 60 secondes
d’insolation, les modules G’ et G’> mesurés a 1 Hz sont respectivement de 1190 + 272 Pa et
149 + 30,0 Pa alors qu’aprés 3 minutes, I’hydrogel posséde des modules G’ et G’ de
2310 + 195 Pa et 406 + 102 Pa respectivement. Par ailleurs, aprés 6 minutes d’insolation, ces
modules ne varient plus (G* = 2310 + 456 Pa et G’* = 422 + 129 Pa). Dans ces conditions, il est
estimeé que la réticulation maximale des méthacrylates pour une couche de 3,6 mm est atteinte
avant 3 minutes d’insolation. Comme réalis¢ par le groupe de recherche du Dr. Chiappone, il
peut étre envisagé d’utiliser les valeurs finales des modules G’ et G’’ obtenues, dans ces
conditions, lors de mesures de temps de gélification par rhéologie en temps réel. Cependant,
I'nydrogel se forme simultanément avec la déformation appliquée au matériau, ce qui a un
impact sur la structure réticulée et, par conséquent, sur ses propriétés rhéologiques qui peuvent
étre différentes de celles d’un hydrogel formé sans déformation [8,9]. Néanmoins, dans les
conditions de réticulation et de mesure utilisées dans ces travaux, le TCM maximal est atteint
aprés 3 minutes d’insolation alors qu’il est de 60 secondes pour une formulation de 2 %m de
mCMC (DM = 60 %) d’apres les études de Melilli et al. (Figure V-1) [8]. Dans tous les cas, le
LAP permet une réticulation plus rapide que 1’'12959.
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Figure V-4 : Modules élastiques (G') et visqueux (G") en cisaillement mesurés entre 0,1 et 10 Hz, a 1 %
de déformation et a 25 °C, pour des hydrogels d’une couche unique de 3,6 mm d’épaisseur (@) insolés
pendant 1, 3, 5 et 6 min et préparés a partir d’une formulation A2 contenant 2 %m de mCMC
(DM = 34 %) et 0,12 %m d’12959 et (b) insolés pendant 1, 3 et 6 min et préparés a partir d’une
Jformulation contenant 2 %m de mCMC (DM =34 %) et 0,15 %m de LAP. Les tan(d) sont présentés en
Annexe V-2.
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V.2.2. INFLUENCE DU PHOTO-AMORCEUR SUR LES PROPRIETES DES
HYDROGELS

Cette section traite de I'étude des propriétés de gonflement et viscoélastiques des
hydrogels dérives de formulations contenant 2 %m de mCMC avec des DM de 34 %, 50 % et
76 %, ou 3 %m de mCMC avec un DM de 34 %. Tous les hydrogels issus de formulations
contenant du LAP sont caractérisés apres 3 minutes d’insolation.

V.2.2.1. Propriétés viscoélastiques

Dans le chapitre 111, il a été montré a partir de formulations contenant de 1’12959, que
le module élastique G' des hydrogels ne varie pas de facon significative avec le DM de la
mCMC (Figure 111-21), mais augmente avec la concentration en mCMC dans la formulation.
De la méme facon, la caractérisation rhéologique des hydrogels issus des formulations
contenant du LAP permet de mettre en avant les mémes évolutions des modules G’ et G’” en
fonction du DM et de la concentration en mCMC. En effet, sur I'ensemble de la gamme de
fréquences étudiées (0,1 a 10 Hz), a 1 % de déformation et a 25 °C, tous les hydrogels présentent
un comportement majoritairement solide élastique, avec des valeurs de G'(r toujours supérieures
aux valeurs de G"(n (Figure V-5a) et représenté par des tan(d) < 1 (Annexe V-3). De plus, le
méme classement des modules élastiques et visqueux des hydrogels est observé en fonction de
la concentration et du DM de la mCMC dans les formulations. Par conséquent, la comparaison
des propriétés rhéologiques des matériaux a été effectuée en considérant G'.

Pour comparer les modules élastiques G’ des hydrogels formés par initiation de 1’12959
et du LAP, les valeurs discutées sont prises a 1 Hz. Tout d’abord, comme les hydrogels formés
par initiation de 1’12959, le module élastique G’ augmente lorsque la concentration en mCMC
34 % augmente pour les formulations amorcées par le LAP (Figure V-5a). En effet, a 1 Hz, les
modules ¢élastiques G’ des hydrogels issus des formulations contenant respectivement 2 %m et
3 %m de mCMC (DM = 34 %) sont de 2,3 £ 0,19 kPa (FA2) et G’ = 3,8 + 0,25 kPa (FA3). En
revanche, pour les hydrogels obtenus a partir des formulations contenant du LAP, le module
élastique G'(1 Hz diminue avec le DM (Figure V-5b). En effet, pour les formulations FA2
(DM = 34 = 4 %), FB2 (50 = 5 %) et FC2 (76 £ 6 %), les modules G'¢1 Hz) des hydrogels
correspondants sont de 2,3 £ 0,19 kPa, 1,6 £ 0,041 kPa et 1,2 + 0,079 kPa respectivement.
L’apparition d’un gradient de densité de nceuds de réticulation sur I’épaisseur de 1’hydrogel
pourrait expliquer ce phénomene. En effet, le LAP permet une réticulation plus rapide que
1’12959, et donc une densité de nceuds de réticulation plus importante sur la face de I’hydrogel
en contact avec le faisceau UV. Plus cette partie polymérise, plus la diffusion du faisceau peut
devenir difficile dans le reste de la formulation, diminuant la possibilité de réticulation le long
de 1’épaisseur [10]. Ce phénomeéne est d’autant plus important que le DM augmente, car la
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quantité de méthacrylates est plus importante. Cela engendre la formation de zones faiblement
réticulées, réduisant la résistance de la structure finale. En revanche, du fait de cinétiques de
photo-réticulation plus faibles avec I'12959, une réticulation homogene a travers I'épaisseur est
potentiellement favorisée grace a la diffusion compléte du faisceau au sein de la formulation.
Afin de Vérifier cette hypothése, une démarche intéressante consisterait a examiner la
transmission et la diffusion d'un faisceau UV a travers les divers hydrogels par le biais de la
spectroscopie UV-vis, utilisant une configuration avec une sphére d'intégration. Cette approche
serait employée en utilisant les longueurs d'onde spécifiqgues de 365 nm et 385 nm,
correspondant aux propriétés d'initiation du LAP et de I'12959 respectivement, pour les
hydrogels formés.
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Figure V-5 : (a) Modules élastiques (G") et visqueux (G") en cisaillement des hydrogels issus des
formulations FA2, FA3, FB2 et FC2, mesurés par rhéologie plan-plan, entre 0,1 et 10 Hz, a 1 % de
déformation et a 25 °C (b) Evolution des modules élastiques G' des hydrogels a 1 Hz, 1% de déformation
et a 25°C en fonction du degré de méthacrylation (DM) de la mCMC et du type de photo-amorceur
utilisés.

V.2.2.2. Taux de gonflement

D’apres la théorie de Flory Rehner, la densité de nceuds de réticulation a une influence
sur le taux de gonflement des hydrogels [11,12]. Ainsi, I'analyse du taux de gonflement des
cryogels a été réalisée sur les échantillons issus des formulations FA2, FB2 et FC2. Ces
formulations ont été élaborées a partir de mCMC présentant des DM de 34 %, 50 % et 76 %,
respectivement. Cette demarche vise a mettre en évidence une éventuelle corrélation entre le DM
de la mCMC considérée et 1'évolution de la densité de noceuds de réticulation aprés 3 minutes
d’insolation. Pour ces 3 cryogels comme pour ceux des formulations A2, B2 et C2, 1’équilibre
de gonflement dans I’eau a 25 °C est atteint apres 10 h (Figure V-6a, Figure 111-18). De facon
intéressante, les cryogels issus de la formulation de FA2 gonflent moins que ceux issus des
formulations FB2 et FC2, présentant tous deux un Qm équivalent. En effet, apres 48 h de
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gonflement, les Qm a 1’équilibre sont respectivement de 40,85 + 1,25, de 47,8 £ 2,1 et de
46,6 £ 1,1 pour les cryogels de FA2, FB2 et FC2. Enfin, le cryogel FA2 absorbe deux fois moins
d’eau que le cryogel A2, alors que le cryogel FC2 absorbe autant d’eau que le C2 (Figure V6b).
De facon intéressante, le ratio entre les quantités d’eau absorbées par les cryogels réticulés avec
le LAP d’une part, et 1’12959 d’autre part, évolue linéairement avec le DM de la mCMC (Rz =
0,99), sur la gamme de DM étudiée. En résume, les résultats obtenus suggerent que le taux de
réticulation moyen des méthacrylates diminue a mesure que le DM augmente dans les
formulations contenant du LAP. De plus, les parties les moins réticulées présentent une quantité
de groupements méthacrylates libres plus importante, augmentant le caractére hydrophobe des
matériaux. Cette observation explique la différence de gonflement relativement faible entre les
cryogels formes via l'initiation du LAP. En effet, I'augmentation du gonflement, induite par un
TCM moyen plus faible lorsque le DM augmente, est compenséepar I'élévation concomitante
de I'hydrophobicité.
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Figure V-6 : (a) Evolution du taux de gonflement (Qm) en fonction de la durée d'immersion dans l'eau
a 25 °C, pour les cryogels obtenus a partir des formulations FA2, FB2 et FC2 et (b) Evolution des
rapports des Qmdes cryogels formés par initiation du LAP et par celle de 1’12959, en fonction du degré
de méthacrylation des mCMC.
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V.3. IMPRESSION D°’HYDROGELS PAR DLP

Ce paragraphe présente les essais d’impression 3D réalisés a partir de la formulation
FA2 composée de 2 %m de mMCMC (DM = 34 %) et de 0,15 %m en LAP, avec la DLP Asiga
MAX. Les paramétres d’impression permettant d’obtenir les hydrogels les plus résolus dans les
directions X, Y et Z sont étudiés.

En fabrication additive, la résolution dans les directions X et Y se référe a la qualité
d'impression horizontale (de surface) et est déterminée par la finesse des détails que
I'imprimante 3D peut reproduire sur la surface des couches de I'objet & imprimer [13]. Dans le
cas de laDLP Asiga MAX utilisée, la résolution maximale en X et Y est de 62 um, et correspond
a la taille d’un pixel de I’image projetée. La résolution dans la direction Z fait référence a
I’épaisseur des couches successives qui composent I'objet a imprimer. Dans le cas de I’Asiga
MAX, la résolution Z maximale est de 1 pum et correspond a la distance minimale de
déplacement du plateau. La durée d’insolation et 1’épaisseur de chaque couche sont des
parametres essentiels a maitriser pour optimiser la résolution d’objets imprimés par DLP. Dans
le cas de I’impression d’hydrogels de mCMC, il est aussi possible de faire varier le DM et la
concentration de la mCMC. Cependant, dans ces travaux de thése, seule la formulation
constituée de 2 %m de mCMC présentant un DM de 34 % a été sélectionnée pour réaliser les
premiéres impressions. En effet, une étude préliminaire a permis de montrer en utilisant les
formulations FA3 contenant 3 %m de mCMC (DM = 34 %) et FB2 contenant 2 %m de mCMC
(DM =50 %), que I’épaisseur de couche réticulée augmente pour une méme durée d’insolation
lorsque la concentration ou le DM augmentent (Figure V-7). Par exemple, pour une durée
d’insolation sous UV de 4 s, des hydrogels ayant une épaisseur de 3,5+ 0,20 mm, 4,5+ 0,19 mm
et 4,7 £ 0,15 mm ont été obtenus & partir des formulations FA2, FA3 et FB2, respectivement.
Pour toutes les formulations, des épaisseurs des couches formées augmentent avec la durée
d’insolation. De plus, les formulations FA3 et FB2 permettent d’obtenir un hydrogel qui se tient
mécaniquement, plus rapidement qu’avec FA2. En effet, 2 secondes d'insolation suffisent pour
les formulations FA3 et FB2, tandis qu'il faut attendre 3 secondes pour FA2. A ces durées
d’insolation respectives, les épaisseurs des hydrogels obtenus sont de 2,9 = 0,20 mm,
2,6 £ 0,20 mm et 2,6 £ 0,15 mm pour les formulations FA2, FA3 et FB2 respectivement. Ces
résultats peuvent étre expliqueés par la présence d’une plus grande concentration en groupements
méthacrylates dans la zone d’insolation, lorsque la concentration et le DM sont plus éleves. De
méme, les concentrations en méthacrylates trés proches (A = 2%) pour les formulations FA3 et
FB2, permettent d’expliquer les évolutions d’épaisseurs de couches réticulées similaires en
fonction du temps d’irradiance. Malgré la possibilité de réduire les durée d’insolation pour les
formulations FA3 et FB2, la pénétration plus profonde du faisceau UV avec le temps engendre
généralement des couches plus épaisses par rapport a celles pouvant étre obtenues avec la
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formulation FA2 (section V.3.1). C'est pourquoi la formulation FA2 a été sélectionnée pour les
prochaines étapes de I'étude.

e
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— e FB2 0
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Figure V-7 : Evolution de I'épaisseur de la couche photo-réticulée (direction Z) en fonction de la durée
d'insolation UV pour les formulations FA2, FA3 et FB2.

V.3.1. RESOLUTION DANS LES DIRECTIONS X ET Y

Une pyramide a quatre étages possedant 4 étages de 2 mm de hauteur (Z) chacun, et 14,
10, 6 puis 2 mm de cOté respectivement (X = Y), est le premier objet étudié dans le but de
déterminer I’influence des différents parametres d’impression sur la qualité de I’impression en
XetY (Figure V-8a).

En se basant sur le temps de gélification de 2,7 s mesuré précédemment (§ V.2.1.1) et
sur les mesures des épaisseurs de couches réticulées pour la formulation FA2, la durée
d’insolation de la premiere couche de la pyramide a été fixée a 5 s, de maniere a obtenir un
hydrogel suffisamment rigide pour adhérer au plateau durant I’impression, et capable de
supporter la structure finale aprés décollement. Les autres couches ont été insolées 4 s, durée
minimale permettant d’éviter I’effondrement de la structure imprimée (Tableau V-2).
Indépendamment de I’épaisseur de couche réticulée, il a ét€ observé qu’une durée d’insolation
de 10 s provoque une polymérisation périphérique, qui se traduit par la formation de zones
réticulées en dehors de la zone insolée. Cette polymérisation périphérique est graduelle sur
I’épaisseur d‘une méme marche, et de moins en moins visible de la premicre a la dernicre
couche. Cela peut s’expliquer par le fait que le faisceau UV traverse les couches déja reticulées
lors de la formation d’une couche. En effet, des épaisseurs de couches de 100 a 500 um ont eté
imprimées dans le cas de ces pyramides (Tableau V-2). Or, il a été observé qu’une insolation
de seulement 4 s sans limitation de 1’épaisseur a insoler, permet de réticuler des couches de
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3,5 mm d’épaisseur (Figure V-2). Ainsi, lors de I’insolation d’une nouvelle couche d’une
épaisseur maximale de 500 pum, les couches inférieures vont également étre insolées. Par
exemple, lors de I’impression d’'un méme étage de la pyramide avec une épaisseur de couche
de 500 um, la premiére couche (5 s) sera également insolée durant 1I’impression de 3 couches
suivantes. En ce sens, pour une durée d’insolation de 10 s par couche, les durées d’insolation
totale subies par les couches 1 & 4 sont donc de 35 s, 30 s, 20 s et 10 s, respectivement. La
polymerisation périphérique est donc plus importante sur la couche 1 et décroit ensuite avec les
différentes couches. Avec des épaisseurs de couche de 500 um et des durées d’insolation de
4 s, la polymérisation périphérique est quasiment négligeable sur I’épaisseur d’un méme étage.
Le phénomene est toutefois 1égérement observable a I’interface entre deux couches de surface
différentes, c’est-a-dire entre la derniére couche d’un étage N et la premiere couche d’un étage
N+1. Par ailleurs, le phénomeéne de polymérisation périphérique s’accentue si I’épaisseur de
couche est plus faible car le temps d’insolation est multiplié par le nombre de couches. Pour
atténuer ce phénomene, il est envisageable de diminuer la durée d’insolation pour des épaisseurs
de couches plus faibles. Cependant, avec un temps de 3 s, I’épaisseur de couche réticulée n’est
pas suffisamment résistante pour maintenir la couche qui s’affaisse lors de 1’aller-retour du
plateau dans la formulation avant la formation de la couche suivante (Tableau V-2, série 5).

A T’issue de ces essais, les parametres optimaux pour imprimer des hydrogels de
structure pyramidale avec les mémes dimensions que le modéle CAO (Figure V-8a), ont été
définis. Des durées d’insolation respectives de 5 s puis de 4 s, pour la premiére couche, puis les
couches suivantes, ainsi qu’une épaisseur de couche de 500 um (Figure V-8b), permettent ainsi
de d’obtenir un hydrogel fid¢le au modéle, tout en permettant de minimiser le temps de
fabrication. En imprimant une structure pyramidale de plus petites dimensions, il est possible
de déterminer la capacité de I'imprimante a reproduire des détails précis avec la formulation a
imprimer. La limite dimensionnelle atteinte de maniére a obtenir une pyramide correspondant
au modéle sans affaissement et sans modification de la géomeétrie, est de 480 um par hauteur
de marche avec des parameétres d’impression correspondants a la fabrication 4 (Tableau V-2).
Enfin, la structure macroscopique et les dimensions de 1’hydrogel imprimé est conservée apres
lyophilisation (Figure V-8d).
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Tableau V-2 : Influence des différents parametres d impression sur la structure des hydrogels imprimés
sous la forme de pyramides, a partir de la formulation FA2 contenant une concentration de 2 %m de
mCMC (DM = 34 %) et 0,15 %m de LAP. Les dimensions de la structure, constituée de 4 étages, sont
constantes (L x | x h = 14x14x8 mm®, avec une hauteur et une largeur de marche de 2 mm).

Série Durée d’insolation Durée d’insolation Epaisseur de couche Etat final de ’hydrogel
de lacouche 1 (s) = desautrescouches (s)  réticulée en Z (um)* imprimé
1 5 3 500 Affaissement
2 5 10 500 Sur-polymérisation
3 5 5 500 Légere sur-polymérisation
4 5 4 500 Figure V-8c
Sur-polymérisation
5 5 4 100 Figure V-8b
6 5 4 250 Sur-polymérisation
7 5 3 100 Affaissement
8 10 4 500 Sur-polymeérisation a la
base

* Correspond au pas de déplacement en Z du plateau

(a) (b)

Figure V-8 : (a) Modéle CAO de la structure de la pyramide de dimensions 14x14x8mm3 (L x I x h) a
imprimer avec une formulation de FA2 contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %) et 0,15 %m de LAP.
Hydrogels imprimés avec des durées d’insolation de 5 s pour la premiére couche, puis 4 s pour les
couches suivantes, et avec des épaisseurs de couches en Z de 100 um (b) et 500 um (c), respectivement ;
et (d) Cryogel obtenu par lyophilisation de /'hydrogel représenté en (c).

Dans le but de déterminer la résolution maximale qu’il est possible d’atteindre avec la
formulation FA2 et la DLP utilisée, des objets coniques ont été imprimés de maniere a limiter
la réticulation périphérique sur les bords en eévitant d’imprimer les mémes surfaces
(Figure VV-9a). Les cOnes possédent une hauteur de 3 mm et la base a un diametre de 3 mm et
une hauteur de 1 mm. Dans toutes les expériences, la base servant de support aux cones a été
imprimées avec des durées d’insolation de 5 s pour la premiére couche puis 4 s pour les couches
suivantes, et avec une épaisseur de couche de 500 um. Ensuite, une durée d’insolation de 4 s
est appliquée pour imprimer les cones. Une €paisseur de couche de 500 um pour I’impression
des cones, conduit a des objets mal définis et des pointes grossieres (Figure V-9b). Les pointes
possédant une hauteur de 3 mm, seulement 6 couches sont nécessaires, ce qui ne permet pas
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d’obtenir une bonne résolution. En diminuant I’épaisseur de couche a 200 um, les cones sont
mieux définis et présentent une structure plus résistante aprés impression car la durée totale
d’insolation est plus importante. Cependant, les pointes sont toutefois arrondies
(Annexe V-4a). Avec une épaisseur de couche de 100 pum, les pointes sont moins arrondies et
possedent un diamétre de 200 um environ (Annexe V-4b). En revanche, avec une épaisseur de
couche de 50 um, la derniere couche insolée de 1’hydrogel présente un diamétre de surface de
84 £+ 3 um, proche de la taille d’un pixel de la DLP (62 um). Cette différence de diametre traduit
un léger affaissement de la pointe (Figure V-9c, d). En Annexe V-4c, une photo de la base de
la pointe permet d’observer la réticulation périphérique graduelle sur une épaisseur lorsque
plusieurs couches de méme surface sont ensuite imprimeées. Cela n’est pas le cas que la pointe,
étant donné que chaque couche possede une surface différente. Enfin, la structure
macroscopique de I’hydrogel imprimeé est conservée aprés lyophilisation. Une légére expansion
verticale de la pointe, liée a la congélation par azote liquide du bas vers le haut et orientant les
pores dans 1’axe verticale d’environ 300 pum, est toutefois observée (Figure V-9e). Cette
structure conique pourrait envisager 1I’impression par DLP de systémes de microaiguilles
(Annexe V-5). Pour terminer, une autre structure conique correspondant a une montagne
(Cervin) a été imprimée pour évaluer visuellement la qualité des impressions possibles
d’obtenir (Annexe V-6).

(a)

3mm

AAAA

(b)

Figure V-9 : (a) Modéle CAO de la structure conique sur une base plane de dimensions
19,82x10,48x9,75 mm3 (L x | x h) a imprimer avec une formulation de FA2 contenant une concentration
de 2 %m de mCMC (DM = 34 %) et 0,15 %m de LAP. (b) Hydrogel conique imprimé avec une épaisseur
de couche (Z) de 500 um et une durée d’insolation de 4 s par couche. (C) Hydrogel conique imprimé
avec une épaisseur de couche (Z) de 50 um et une durée d’insolation de 4 s par couche. (d) Evaluation
de la résolution en X et Y sur la derniére couche imprimée de I’hydrogel représenté en (c). (€) Cryogel
obtenu par lyophilisation de [’hydrogel représenté en (c).

L’un des objectifs de ces travaux étant d’imprimer des hydrogels possédant des cavités
de dimensions contrblées, pouvant étre utilises comme scaffolds permettant la croissance
cellulaire, la possibilité d’imprimer ce type de piéce a été étudiée. Dans un premier temps, un
engrenage avec un trou de 7,5 mm a été imprimé de maniére a vérifier si I’impression permet
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I’obtention d’un objet avec un trou, sans affaissement de 1’hydrogel (Figure V-10a). Le trou
est imprimé dans la direction de I’impression et 1’hydrogel résultant est conforme au modele et
se tient sans affaissement aprés impression (Figure V-10b). L’objet étant volumineux, 15
couches successives de 500 um d’épaisseurs et de méme surface sont nécessaires. De ce fait,une
modification des dimensions du trou est observée, avec un diametre intérieur évoluant de
6,7 mm au niveau des premiéres couches, a 7,5 mm au niveau de la derniére couche. Enfin, la
structure macroscopique de I’hydrogel imprimé est conservée apres lyophilisation
(Figure V-10c).

De la méme facon, de petites grilles planes ont été imprimées de maniére a déterminer
les dimensions minimales qu’il est possible d’obtenir pour le diamétre de trou et 1’épaisseur de
parois (Figure V-10d). Les plus petites dimensions atteintes sans rupture de 1’hydrogel et sans
réticulation périphérique apparente dans les trous, sont de 340 um de diamétre intérieur pour
les canaux, et de 200 um pour les parois (Figure V-10e). La dimension des canaux obtenus
correspondent a celles souhaitées pour la croissance de la plupart des cellules (100 — 200 pum)
[14-16]. Cependant, I’hydrogel imprimé n’est pas suffisamment résistant et il est impossible de
le décoller du plateau sans le détériorer.

En somme, pour imprimer des hydrogels de mCMC possédant des cavités avec une
résolution d’une centaine de micrometres, il semble nécessaire de trouver un compromis entre
les dimensions de I’objet et ses propriétés mécaniques, de maniere a ce que I’hydrogel se tienne,
tout en évitant la réticulation périphérique.

Figure V-10 : (a) Modele CAO de I’engrenage de 22,97 mm de diamétre extérieur et de 11,00 mm de
hauteur a imprimer avec la formulation FA2 contenant une concentration de 2 %m de mCMC
(DM = 34 %) et 0,15 %m de LAP. (b) Hydrogel imprimé sous la forme d’un engrenage avec une
épaisseur de couche en Z de 500 um et une durée d’insolation de 5 s pour la premiére couche puis de
4 s pour les couches suivantes, et (c) cryogel correspondant. (d) Modéle CAO d’une grille plate de
dimensions 5,4x5,4x0,81 mm?® (L x I x h), et présentant 81 canaux de 340 um de diametre et des
épaisseurs de parois de 200 um, & imprimer avec la formulation FA2. (e) Hydrogel imprimé sous la
forme de grille avec une épaisseur de couche en Z de 500 um et une durée d’insolation de 5 s pour la
premiere couche puis de 4 s pour les couches suivantes.
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Mellili et al. ont imprimé des hydrogels avec une imprimante DLP de méme modéle que
celle utilisée dans ces travaux de thése, & partir d’une formulation aqueuse contenant 2 %mde
mCMC présentant un DM de 60 %, ainsi que du LAP comme photo-amorceur a une
concentration de 0,04 %m [8]. Curicusement, I’irradiance reportée pour ces impressions est de
30 mW/cm?, soit plus que ce que peut fournir la DLP pour laquelle I’irradiance maximale est
de 22,5 mW/cm2, Dans leurs travaux, 1’épaisseur de couche paramétrée est de 50 um et la durée
d’insolation n’est pas mentionnée car elle est variable. Les hydrogels imprimés présentent une
résolution supérieure a 1 mm car les couches subissent une surexposition. En revanche, la
résolution obtenue avec les hydrogels de mCMC (85 um) dans ce travail est comparable a celles
obtenue par DLP pour des hydrogels d’acide hyaluronique thiol-norbornéne (100 pm) ou de
chitosane méthacrylate (50 um) [4,6].

V.3.2. RESOLUTION DANS LA DIRECTION Z

Comme observé par Mellili et al., la difficulté réside dans la capacité a pouvoir imprimer
des hydrogels avec des cavités dans la direction de I’axe Z, a partir d’une formulation
majoritairement composée d’eau et sans photo-absorbeur [8]. En effet, sans ajout de photo-
absorbeur, le faisceau UV traverse toute la formulation et polymérise les parties normalement
vides. Le défi est de trouver un objet permettant d’obtenir une cavité tout en conservant la
structure du modele. Pour le vérifier, un parallélépipede possédant une cavité a été imprimeé
dans différentes dimensions (Figure V-11a). Plusieurs contraintes apparaissent alors.

(1) Si la partie supérieure du parallélépipéde est trop épaisse, la polymérisation
périphérique dans I’axe Z entraine 1’obturation de la cavité.

(2) Si la partie supérieure du parallélépipede est trop fine (Figure V-11a), il n’y a pas
suffisamment de couches imprimées pour que la paroi supérieure se tienne. Il faut donc des
parois hautes et trouver un compromis sur 1’épaisseur de la paroi supérieure pour éviter la
réticulation périphérigue, tout en présentant des propriétés mécaniques suffisantes.

(3) De plus, si les parois dans I’axe Z sont trop hautes, I’hydrogel s’effondre. 11 faut
donc trouver une largeur suffisante pour ces parois, qui permettent de maintenir la forme de
I’hydrogel imprimé.

(4) Cependant, les dimensions de la cavité en X et Y doivent étre suffisantes pour éviter
que la polymérisation périphérique ne referme la cavité (Figure V-11b).

En somme, le dimensionnement de la piéce est difficile pour imprimer un hydrogel qui
se tient et qui posséde une cavité perpendiculaire a I’axe Z. L’impression de scaffold par DLP
n’est pas donc pas possible a partir de la formulation FA2. Une concentration en mCMC plus
importante pourrait améliorer la résistance mécanique de la partie supérieure du
parallélépipéde, afin que I’hydrogel ne s’écroule pas. Cependant, la résolution en Z pourrait ne
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pas étre améliorée puisqu’il a été montré qu’une augmentation de la concentration en mCMC
conduit a des épaisseurs de couches plus importantes (Figure V-7).

(@) (b)

Figure V-11 : (a) Modéle CAO du parallélépipéde de dimensions 10,13x15,10x15,00 mm® (L x | x h) &
imprimer avec une formulation de FA2 contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %) et 0,15 %m de LAP.
(b) Hydrogel imprimé sous la forme d’un parallélépipede avec une épaisseur de couche de 500 pum et
une durée d’insolation de 5 s pour la premiére couche puis de 4 s pour les couches suivantes.

L’ajout d’un photo-absorbeur, absorbant a la longueur d’onde d’insolation, peut étre
envisagé afin d’améliorer la résolution dans la direction Z et la complexité de pieces imprimées
par DLP [23], en réduisant la profondeur de pénétration des UV dans la résine. Actuellement,
les photo-absorbeurs hydrosolubles, absorbant dans la gamme de longueurs d’onde visée, sont
toxiques ou suspectés de I’étre. C’est notamment le cas de certains colorants alimentaires
comme la tartrazine [24,25]. Ces photo-absorbeurs ne peuvent donc pas étre utilisés pour des
applications médicales, pour lesquelles il est nécessaire de disposer de photo-absorbeurs
biocompatibles. Dans ce contexte, Mellili et al. ont remplacé 1’eau de leur formulation de
mCMC par un milieu de culture cellulaire absorbant a 385 nm [8]. Des hydrogels creux et mieux
résolus ont pu étre imprimés par DLP a partir de cette nouvelle formulation. En revanche, les
gels obtenus ont une résistance mécanique plus faible que les hydrogels imprimés dans 1’eau.
Des nanocristaux de cellulose (NCC) ont donc été intégrés dans la formulation pour renforcer
mécaniquement les hydrogels imprimés. En revanche, les NCC peuvent diffuser les faisceaux
UV et limiter la résolution. Un photo-absorbeur « vert brillant » a été ajouté dans la formulation.
Cependant, ce photo-absorbeur n’est pas biocompatible et ne peut donc pas étre utilisé pour
I’impression 3D d’hydrogels destinés a des applications biomédicales [26].

Lors de ces travaux de theése, une molécule naturelle, biocompatible, soluble dans 1’eau
et qui absorbe dans I’'UV, et notamment a 365 et 385 nm a été utilisée. Cette molécule a été
envisagée comme photo-absorbeur pour la premiére fois dans une formulation photo-réticulable
pour la fabrication additive de type « vat-photopolymerisation ». Elle a été ajoutée dans une
formulation contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %) et 0,15 %m de LAP et/ou 0,5 %m de
NCC. Ces travaux font I’objet d’une demande de brevet et ne seront donc pas développés
dans ce chapitre.
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V.4. PROPRIETES D’HYDROGELS IMPRIMES PAR DLP

Cette section se concentrera sur I'étude des caractéristiques des hydrogels fabriqués a
partir de la formulation contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %) et 0,15 %m de LAP. Tous les
hydrogels sont imprimés avec une épaisseur totale de 4 mm et un diametre de 15 mm. La
premiére couche est de 500 pm.

V.4.1. PROPRIETES VISCOELASTIQUES ET EFFET DU POST-TRAITEMENT UV

Les propriétés viscoélastiques des hydrogels imprimés par DLP avec différentes
épaisseurs de couches ont été étudiés. La réduction de I'épaisseur de chaque couche entraine
une augmentation du nombre de couches, étant donné que I'épaisseur des hydrogels reste
constante (cf. section 11.3.4). Les épaisseurs de couches choisies sont de 100, 250 et 500 um, ce
qui correspond respectivement a des durées d'insolation totales de 145, 61 et 33 s. Ces valeurs
d'épaisseur impliquent d’imprimer 36, 15 et 8 couches, respectivement. L’évolution des
modules de conservation (G’) et de perte (G’’) en cisaillement des différents hydrogels, sur
I'ensemble de la gamme de fréquences étudiées (0,1 a 10 Hz), a 1 % de déformation et a 25 °C,
est reportee dans la Figure V-12 et les tan(d) associés en Annexe V-7. Quel que soit I’hydrogel
considéré, G' est toujours supérieur a G", ce qui traduit un comportement majoritairement solide
¢lastique des hydrogels. Il est intéressant de noter que le classement des modules G” et G’ est
identique en fonction du nombre et de 1’épaisseur des couches insolées et du post-traitement.
Par conséquent, la comparaison des propriétés rhéologiques des hydrogels a été effectuée en
considérant uniqguement G' (Figure VV-12a). La méme étude pourrait étre effectuée avec G" pour
le comportement visqueux.

Tout d’abord, le module élastique G augmente avec le nombre de couches sur lagamme
de fréquences étudiées (0,1 a 10 Hz) (Figure V-12a). Par exemple, pour une fréquence de
sollicitation de 1 Hz, des modules élastiques G’ de 737 £ 336 Pa, 2351 + 306 Pa et
4085 + 442 Pa ont été mesurés pour les hydrogels constitués respectivement de 8, 15 et 36
couches. Cela peut étre expliqué par I’augmentation du temps de réticulation total induit par la
diminution de 1’épaisseur de couche et donc une potentielle augmentation du taux de
réticulation. De plus, tous les hydrogels imprimés ont eté isolés 3 minutes aux UV a 6 mW/cm?
pour terminer la réticulation. Ce temps a été déterminé en considérant qu’aprés 3 minutes, le
module ¢lastique G’ des hydrogels imprimés en plusieurs couches n’évolue pas et donc que la
conversion maximale des groupements méthacrylates est atteint (Figure V-12a). Ceci a été
verifié en faisant subir une post-réticulation de 10 minutes a un hydrogel imprimé en 15
couches. Ce dernier a un module élastique G’(1 Hz) de 5856 + 398 Pa, alors qu’aprés 3 minutes,
G’ Hz) est de 5597 + 891 Pa. De méme, les modules ¢€lastiques G’ obtenus apres 3 minutes de
post traitement pour les hydrogels imprimés en 8, 15 et 36 couches atteignent la méme valeur.

219



Chapitre V : Fabrication additive d hydrogels & partir de formulations cellulosiques photosensibles

En effet, dans ces conditions, les hydrogels ont respectivement un module élastique G’ de
5726 + 874 Pa pour 8 couches, de 5597 + 891 Pa pour 15 couches et de 5934 + 513 Pa pour 36
couches. Notons cependant qu’il n’a pas été vérifié si un temps de post réticulation plus faible
pouvait suffire. Ces résultats montrent que le module élastique G' des hydrogels ne dépend pas
du nombre de couches lorsqu’ils ont subi un post-traitement suffisant pour atteindre le taux de

réticulation maximal.

Il est difficile de comparer les résultats obtenus avec ceux répertoriés dans la littérature
car les protocoles de mesures sont différents et aucune étude n’a comparé les valeurs des
modules pour un méme hydrogel avec deux protocoles différents. Cependant, il est tout de
méme possible de positionner ces hydrogels vis-a-vis de certaines applications. Ainsi, aprés
post-traitement, les hydrogels imprimés pourraient étre considérés pour une utilisation en tant
que matrice extracellulaire (MEC) pour la réparation des tissus mous, tels que le cerveau, le

foie ou la moelle [17].

Dans la suite, seuls les hydrogels imprimés avec 15 couches et ayant subi un post-
traitement aux UV de 3 minutes sont étudiés étant donné que le post-traitement homogénéise
les modules G’ et G’” indépendamment du nombre de couches.

(a) o 8couches ® 8 couches+ 3 min post traitement (b) o Scouches B 8 couches+ 3 min post traitement
@ 15couches ® 15 couches+ 3 min post traitement @ 15couches ® 15 couches+ 3 min post traitement
10000 4 < 36couches B 36 couches + 3 min post traitement @ 36couches ® 36 couches+ 3 min post traitement
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Figure V-12 : Modules de conservation (G') (a) et de perte (G*’) (b) en cisaillement, mesurés entre 0,1
et 10 Hz et a 1 % de déformation a 25 °C, pour des hydrogels de 4 mm d’épaisseur imprimés a partir
de la formulation FA2 avec des durées d’insolation de 5 s pour la premiére couche et 4 s pour les
couches suivantes, et des épaisseurs de 500 um pour la premiére couche et de 500 um (8 couches),
250 um (15 couches) et 100 um (36 couches) pour les couches suivantes, respectivement, avant et apres
un post-traitement de 3 min aux UV (365 nm + 405 nm, 6 mW/cm?).
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V.4.2. PROPRIETES EN MILIEU PHYSIOLOGIQUE

Les comportements des hydrogels imprimés par DLP et des cryogels correspondants ont
été étudiés dans un milieu physiologique (PBS, 37 °C). A cette fin, les taux de gonflement et
les propriétés viscoélastiques des hydrogels dans ces conditions ont été comparés avec ceux
obtenus dans I'eau. Par ailleurs, la dégradation des cryogels au moyen de cellulases a été étudiée.

V.4.2.1. Taux de gonflement et propriétés viscoélastigues

Lors de la lyophilisation, les hydrogels imprimés transformés en cryogel conservent
leurs dimensions (cf. V.3.1). La taille moyenne des pores observés par MEB pour un cryogel
obtenu a partir d’une formulation FA2, contenant 2 %m de mCMC avec un DM de 34 % et
0,15 %m de LAP, est de 25,5 + 8,83 um (Figure V-13). Dans I’objectif de développer des
matériaux permettant la croissance cellulaire pour la réparation de tissus biologiques, cette taille
moyenne de pores n’est pas adaptée et devrait étre autour de 100 — 200 um [18,19].
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Figure V-13 : (a) Image MEB d’un cryogel obtenu par lyophilisation d’un hydrogel imprimé a partir
d’une formulation aqueuse FA2, contenant 2 %m de mCMC avec un DM de 34% et 0,15 %m de LAP.
(b) Distribution de taille des pores correspondante. La taille moyenne des pores a été déterminée a
partir de 100 mesures réalisées sur 4 images différentes. Les pores dont les parois ont été brisées durant
la préparation de [’échantillon n'ont pas été pris en compte. Les cryogels sont issus d’hydrogels
imprimés avec des couches de 250 um insolées 4 s (500 um et 5 s la premiere) puis passés 3 min en
post-traitement aux UV.

Dans le cas d’une application biologique, les tests présentés dans cette partie doivent
étre réalisés dans le PBS a 37 °C. Cette solution tampon est utilisée dans de nombreux
protocoles expérimentaux pour reproduire les conditions du milieu physiologique. Ces
conditions font référence a I'environnement chimique et physique dans lequel les cellules et les
tissus d'un organisme fonctionnent normalement. 1l s'agit d'un ensemble de parameétres tels que
la température, le pH, les concentrations en sels et en nutriments, qui sont optimaux pour le bon
fonctionnement des processus biologiques. La solution tampon PBS a ainsi été formulée de
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maniere a imiter les conditions du milieu physiologique, en maintenant un pH stable autour de
7,4 et des concentrations en sels inorganiques similaires a celles présentes dans I'organisme.
Cela permet de préserver l'intégrité des échantillons biologiques lors des expériences, en évitant
les variations brutales de conditions environnementales qui pourraient altérer les résultats.

Tout d’abord, les hydrogels aprés impression ont été placés dans une solution tampon
de PBS a 37 °C de maniére a remplacer progressivement I’eau par le PBS. L’évolution du taux
de gonflement de 1’hydrogel dans ce milieu est alors suivi et comparé a celui dans 1’eau
déionisée (Figure V-14). Ce suivi est réalisé sur plusieurs jours afin de se rapprocher des
conditions d’utilisation d’hydrogels dans des applications biomédicales implantables.

De fagon intéressante, sur toute la durée de I’expérience, le gonflement de I’hydrogel
dans I’eau est supérieur a celui de I’hydrogel dans le PBS (Figure V-14). Dans les deux cas,
I’équilibre de gonflement est atteint quelques minutes apres leur introduction dans leur milieu
respectif, jusqu’a atteindre des taux de gonflement de 2,02 = 0,11 et 1,06 £ 0,040
respectivement dans 1’eau et le PBS (Figure V-14a). De fagon intéressante, les hydrogels
imprimés gonflent peu dans les conditions physiologiques et conservent donc leur forme initiale
contrairement a lorsqu’ils sont immergés dans ’ecau. Cette différence de gonflement peut
s’expliquer par un écrantage possible des chaines de mCMC dans le milieu salin PBS limitant
I’étirement du réseau et donc le gonflement. En revanche, lorsque 1I’hydrogel est immergé dans
I’eau, les chaines de mCMC attirent et retiennent les molécules d'eau par des interactions
hydrophiles. Cela entraine un gonflement plus important de I'hydrogel, augmentant son volume.
De plus, un équilibre osmotique peut avoir lieu entre le PBS contenant des ions et 1’eau contenue
dans I’hydrogel et le milieu de gonflement. Enfin les hydrogels immergés dans 1’eau gonflant
plus que ceux immergés dans le PBS, ils sont mécaniquement moins robustes et donc plus
difficiles @ manipuler.

Des mesures rhéologiques ont été réalisées sur les hydrogels gonflés et a 1’équilibre dans
le PBS a 37 °C (Annexe V-8). Ces hydrogels ont été sollicités en cisaillement, durant un
balayage en fréquences (de 0,1 a 10 Hz) a 1% de déformation et a 37 °C. Aucune différence
n’est observable sur les modules de conservation G’ par rapport a ceux de I’hydrogel apres
impression. Par exemple, @ 1 Hz, des modules élastiques G’ de 5,6 + 0,89 kPa et de
5,2 £ 0,085 kPa ont en effet éte mesurés pour I’hydrogel avant et apres gonflement dans le PBS,
respectivement. L hydrogel inséré dans des conditions physiologiques conserve donc la méme
forme ainsi que des propriétés visco€lastiques équivalentes a celles mesurées aprés 1’étape
d’impression. Ces résultats sont essentiels pour envisager une utilisation d’hydrogels de mCMC
directement apres impression par DLP, pour la réparation de tissus biologiques ou de délivrance
de principes actifs par exemples.
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Figure V-14 : Evolution du taux de gonflement des hydrogels en fonction des temps d'immersion courts
(a) et longs (b) dans /’eau et le PBS a 37 °C, pour des hydrogels imprimés par DLP avec des épaisseurs
de couches de 500 um pour la premiéere couche puis 250 um pour les couches suivantes, et des durées
d’insolation de 5 s pour la premiére couche et de 4 s pour les couches suivantes et post-réticulés 3 min
dans une enceinte UV, a partir d 'une formulation FA2, contenant une concentration de 2 %m de mCMC
(DM = 34 %) et 0,15 %m de LAP.

Pour conserver 1’hydrogel imprimé avant son utilisation, il peut étre nécessaire de le
Iyophiliser, le cryogel étant plus stable. Cela nécessite toutefois de pouvoir controler le
gonflement du cryogel, pour retrouver idéalement les dimensions et les propriétés de I’hydrogel
initial. L évolution du taux de gonflement des cryogels en milieu physiologique et dans 1’eau
déionisee & 37 °C, a donc été étudiée (Figure V-15). Tout d’abord, contrairement au gonflement
des hydrogels, celui des cryogels est plus important dans le PBS que dans 1’eau sur tout
I’intervalle de temps. Enfin, I’équilibre de gonflement est atteint plus rapidement dans le PBS
que dans I’eau. En effet, 1’équilibre est atteint aprés 24 h dans le PBS (Qm= 33,9 £ 0,52) et est
atteint entre 3 et 7 jours dans I’eau (Qm = 32,0 £ 0,75). Ceci est potentiellement dii a la présence
de sels tels que le phosphate et le chlorure dans le PBS. Ces ions peuvent interagir avec les
groupements carboxylates présents dans I'hnydrogel de mCMC, ce qui peut faciliter I'absorption
d'eau sur les parois des pores de I'hydrogel et accélérer le gonflement.

Il est intéressant de noter que le gonflement du cryogel dans I’eau a 37 °C permet de
retrouver a 1’équilibre, une quantité en eau et un volume équivalents a ceux de ’hydrogel initial.
En effet, un rapport massique de 31,9 + 0,45 entre I’hydrogel initial et le cryogel, et un taux de
gonflement du cryogel dans ’eau de 32,0 £ 0,75, ont ainsi ét¢ mesurés. De méme, aucune
différence n’est observée entre le gonflement des hydrogels et des cryogels dans le cas du
gonflement dans le PBS. En effet, le rapport massique entre 1’hydrogel gonflé et le cryogel est
de 33,8 + 0,47 alors qu’il est de 33,9 + 0,52 entre le cryogel hydraté et le cryogel. Dans tous les
cas, a I’équilibre, les cryogels réhydratés retrouvent ainsi un volume d’eau équivalent a celui

présent dans 1’hydrogel initial aprés impression.
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Enfin, la cinétique de gonflement des cryogels est plus rapide dans le PBS
potentiellement du fait de la présence de sels tels que le phosphate et le chlorure. Ces ions
peuvent interagir avec les groupements carboxylates présents dans I'hydrogel de CMC, ce qui
peut faciliter I'absorption d'eau sur les parois des pores de I'nydrogel et accélérer le gonflement.
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Figure V-15 : Evolution du taux de gonflement des cryogels en fonction de la durée d'immersion dans
l'eau ou le PBS a 37 °C, pour des cryogels issus d’hydrogels imprimés par DLP avec des couches de
250 pum insolées 4 s (500 pum et 5 s la premiére) puis post-réticulés 3 min, a partir d’'une formulation
FA2 contenant une concentration de 2 %m de mCMC (DM = 34 %) et 0,15 %m de LAP.

V.4.2.2. Dégradation enzymatigue

Au cours de la croissance cellulaire sur la structure tridimensionnelle d’un hydrogel de
mCMC, celui-ci doit progressivement se résorber pour laisser sa place au tissu en croissance.
Or, la cellulose et la CMC sont acceptés par le corps humain, mais ne sont pas résorbés. Pour
cela, il est nécessaire d’apporter une enzyme permettant la dégradation de ce matériau [20,21].
Les cellulases de Trichoderma reesei sont des enzymes produites par le champignon
filamentaire du méme nom, qui sont largement utilisées pour la dégradation de la
carboxymeéthylcellulose [22]. En effet, la CMC est un dérivé de la cellulose couramment utilisé
en tant que substrat modéle pour évaluer l'activité des enzymes [23]. De plus, Trichoderma
reesei est particulierement connu pour sa production abondante de cellulases, ce qui en fait une
source précieuse pour les applications industrielles de dégradation de la CMC [24]. Les
cellulases de Trichoderma reesei comprennent plusieurs types d'enzymes, dont des
endoglucanases, des exoglucanases et des PB-glucosidases [25]. Les endoglucanases sont
responsables de la rupture des liaisons internes dans les chaines de cellulose, tandis que les
exoglucanases clivent les molécules de cellulose a partir des extrémités. Les B-glucosidases
jouent ensuite un réle dans la conversion des produits de dégradation en glucose.
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Tout d’abord, la degradation de cryogels en présence de cellulases de Trichoderma a été
étudiée dans un milieu physiologique (PBS) a 37 °C. Ces essais ont été réalisés sur cryogels car
ils sont plus résistants et plus faciles & manipuler que les hydrogels. L’évolution de la masse
des cryogels hydratés est ainsi suivie lors de leur gonflement en fonction du temps d’immersion
dans des solutions contenant différentes concentrations de cellulases, comprises entre 0 et
1 U/ml (Figure V-16a). De facon intéressante, la masse des matériaux est plus élevée dans un
milieu contenant des cellulases que dans le PBS pur. Il est possible d’expliquer ce phénomeéne
par la dégradation de la structure du cryogel qui devient moins rigide et plus étirable. Le cryogel
en cours de dégradation est alors capable d’absorber un volume plus important (Figure V-16b).
Ce gonflement est d’autant plus important que la concentration en cellulases augmente. De
méme, au fur et a mesure de sa dégradation, le cryogel hydraté devient de plus en plus difficile
a manipuler, ce qui explique les incertitudes conséquentes sur les masses pesées. Avec une
concentration de 1 U/mL de cellulases, la structure des cryogels est dégradée en moins de 48 h
(Figure V-16b), alors que 15 jours sont nécessaires pour les dégrader entiérement avec une
concentration de 0,2 U/mL. Apres 20 jours, les cryogels hydratés sont toujours uniformes avec
une concentration en cellulases de 0,05 U/mL.
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Figure V-16 : (a) Evolution de la masse des cryogels en fonction du temps d'immersion dans des
solutions de cellulases dans le PBS & 37 °C avec des concentrations de 0, 0,2, 0,5 et 1 U/mL. Les cryogels
sont issus d’hydrogels imprimés avec des couches de 250 um insolées 4 s (500 um et 5 s la premiére)
puis passés 3 min en post-traitement aux UV, a partir d’une formulation FA2, contenant une
concentration de 2 %m de mCMC (DM = 34 %) et 0,15 %m de LAP. (b) Morphologie des cryogels
hydratés aprés immersion dans le PBS et dans une solution de cellulase & 1 U/mL en fonction du temps.

En somme, ces résultats prouvent que la dégradation des matériaux imprimes est
possible en milieu physiologique, lorsque des cellulases sont présentes en concentration
suffisante. Afin d’apporter la capacité a étre biodégradé a un hydrogel implantable, plusieurs
possibilités peuvent étre envisagées. La premiére consiste a greffer des enzymes sur les
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fonctions de la mCMC réticulées (hydroxyles, carboxylates, méthacrylates libres) par des
liaisons covalentes réversibles, par exemple par des réactions de Diels-Alder [26]. Cette
technique permettrait de libérer de maniére controlée les enzymes, sous I’action de la
température. Cependant, la température a fixer pour relarguer les enzymes pourrait ne pas étre
supportée par le corps (> 60 °C) et pourrait impacter négativement 1’activité de la cellulase dont
I’activité diminue drastiquement avec 1’augmentation de la température [27,28]. De plus, le
nombre de groupements disponibles sur les cellulases pouvant permettre la fonctionnalisation,
estimeés a seulement 10 amines primaires portées par les lysines présentes dans une molécule
de cellulase de Trichoderma Ressei, n’est pas suffisamment important pour réaliser une
fonctionnalisation.

L’encapsulation des cellulases dans une matrice polyester biocompatible (e.g. PCL)
greffée ensuite sur le cryogel, pourrait également permettre d’introduire les cellulases dans le
matériau. La libération de I’enzyme pourrait ensuite se faire par hydrolyse de I’encapsulant
dans le milieu biologique [29].
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V.5. IMPRESSION D°’HYDROGELS DE MCMC PAR P2P

Etant donné que la taille des pores des matériaux imprimés est trop faible pour permettre
la croissance cellulaire et que la DLP ne permet pas d’imprimer des hydrogels sous la forme
des scaffolds a partir des formulations développées, la fabrication additive par photo-
polymerisation a deux photons (P2P) a été envisagée. Cette technique utilise un faisceau
lumineux de longueur d’onde 532 nm. A cette longueur d’onde, la polymérisation n’est amorcée
qu’au niveau du point focal. La P2P utilisée, développée par Microlight3D, permet d'obtenir
une résolution spatiale maximale de 0,2 um, permettant de fabriquer des structures avec une
architecture précise et controlée, essentielle pour certaines applications biomédicales [30]. Dans
ce paragraphe, la P2P a donc été envisagée pour améliorerla résolution des hydrogels, dans le
but d’imprimer des scaffolds avec des dimensions compatibles avec des applications nécessitant
une croissance cellulaire. Les formulations testées avec cette méthode d’impression sont
mentionnées dans le Tableau V-3.

Les premiers essais ont eté réalisés a partir de formulations contenant 2, 3 ou 4 %m de
mCMC avec un DM de 34 %, ainsi que du LAP comme photo-amorceur a 0,15, 0,22 et
0,31 %m. Cependant, aucune polymérisation n’a été observée dans les conditions d’impression
utilisées (Tableau V-3). Afin de favoriser la polymérisation, il est nécessaire d’augmenter la
puissance lumineuse ou de diminuer la vitesse de polymeérisation. Cependant, en augmentant le
temps et la puissance recue par la résine, une dégradation de celle-ci est observée et
s’accompagne de la formation de bulles correspondant a une ébullition locale. Ce phénomene,
qui existe pour toutes les formulations photo-réticulables, est appelé le « seuil de dommage »
de la résine. En revanche, dans le cas des formulations de mCMC étudiées, aucune
polymérisation n’est observée avant d'atteindre ce seuil. Deux paramétres peuvent expliquer
I’apparition précoce du seuil de dommage. La faible concentration en groupements
méthacrylates dans les formulations constituées d’une grande quantité d’eau (95,69 —
97,85 %m) peut d’abord rendre la réticulation difficile dans le volume du voxel. Le choix du
LAP comme photo-amorceur peut également étre mis en cause. En effet, au point focal, 1’énergie
recue par la formulation dans le voxel correspond a une longueur d’onde de 266 nm. A cette
longueur d’onde, le LAP est en limite d’absorbance, et nécessiterait donc un gain laser plus
important pour amorcer une polymérisation des méthacrylates. En revanche, 1’12959 absorbe
davantage que le LAP a cette longueur d’onde, et pourrait permettre d’amorcer la
polymerisation avec un gain laser plus faible que le seuil de dommage des formulations [7].

Des formulations équivalentes ont donc été testées en utilisant 1’12959 comme photo-

initiateur (Tableau V-3). La premiére formulation contenant 2 %m de mCMC ne polymérise
pas, probablement car la concentration en méthacrylates est trop faible. Pour la formulation
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contenant 3 %m de mCMC, il est possible d’observer une Iégére polymérisation, en fonction
des parameétres utilisés (Tableau V-3). Cependant, celle-ci est insuffisante pour imprimer des
objets complexes. Enfin, pour la formulation contenant 4 %m de mCMC, il est possible
d’obtenir une polymérisation convenable entre le seuil de polymeérisation et le seuil de
dommage, en fonction de la durée d’insolation. Cependant, la polymérisation n’est pas
suffisante pour obtenir une tenue mécanique suffisante de I'hydrogel imprimé. Pour améliorer
les propriétés mécaniques des hydrogels imprimés par P2P, la concentration en groupements
méthacrylates nécessite donc d’étre augmentée. Une formulation contenant 4 %m de mCMC
avec un DM de 50 % est donc utilisée dans la suite des essais.

Tableau V-3 : Composition des formulations de mCMC contenant de 1’12959 ou du LAP comme photo-
initiateur, utilisées lors des essais d’impression par P2P.

mCMC Photo-amorceur Impression
Formulation | DM  Concentration Concentration Puissance (mW) e
(%) (%m) Nom (%m) / Polymérisation
vitesse (Um/s)
FA2 2 0,15 11/187,5
FA3 34 3 LAP 0,22 7,2193,8 Non
FA4 4 0,31 6.7/31.5
: 6,7 /18,7
9,7/187,5 Non
A2 ? o2 | erre
9,1/187,5
A3 3 0,18 8,6/94 Faible
34 12959 | 86/37
471875 Insuffisante pour un
A4 4 0,25 4511875 et oo
5/187,5 ydrogel stable
B4 50 4 12959 0,41 4/1875 Oui

Deux modeles représentant une grille de dimensions 160x120x60 pm? (L x | x h) et un
puits de dimensions 50x50x50 pum3 (L x I x h) ont été sélectionnés pour définir les paramétres
d’impression et évaluer la résolution qu’il serait possible d’obtenir pour des hydrogels
mécaniquement stables (Tableau V-4). Comme les scaffolds, les puits pourraient trouver des
applications dans le domaine biomedical. Ils pourraient par exemple étre utilisés pour
encapsuler des cellules ou des particules spécifiques.

Tout d’abord, la polymérisation est possible avec la formulation sélectionnée
(Tableau V-4). Les hydrogels imprimeés sont bien définis sans défaut de forme, malgré un léger
effet de bord observable sur le puits. En revanche, le développement des hydrogels
s’accompagnent de plusieurs difficultés. L’étape de développement consiste a récupérer
I’hydrogel et éliminer le surplus de formulation non réticulée. Le lavage est fait dans le PBS
afin d’éviter le gonflement de I’hydrogel imprimé et de conserver les propriétés mécaniques et
la stabilité de la structure. Le séchage du PBS restant s’accompagne ensuite d’une
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déshydratation de I’hydrogel de petites dimensions, qui fait collapser la structure sur elle-méme.
A ce stade, I’hydrogel est donc moins bien défini et difficile a caractériser. Afin d’éviter ce
phénomene, apres déshydratation, les objets ont été réhydratés avec du PBS. Cependant, lors du
séchage, des liaisons intermoléculaires supplémentaires, telles que des liaisons hydrogene, des
liaisons ioniques ou des interactions hydrophobes peuvent étre créées entre les chaines de
mCMC. Ces nouvelles liaisons peuvent modifier la structure de I'hydrogel de maniére
irréversible, ce qui rend difficile le retour de I’hydrogel a sa forme initiale lors de sa
réhydratation avec du PBS. Afin d’éviter la déshydratation de 1’hydrogel pendant le séchage,
une autre procédure consistant a éliminer délicatement I’excés de PBS avec du papier absorbant
tout en évitant la déshydratation, a été envisagée. Cette méthode nécessite donc d’étre
minutieux. Néanmoins, elle permet de conserver la structure imprimée, apres 1’étape de
développement. En revanche, les microscopes utilisés pour observer les hydrogels et prendre
les photos ne le permettent pas lors de I’inclinaison du support. L hydrogel étant constitué d’eau
a 95,59 %m, il est quasiment transparent lorsque la lumiere se propage a travers les hydrogels
dans une direction spécifique. Pour pallier ce probléme, il est envisagé d’ajouter dans le PBS
un colorant lors du lavage post-polymérisation. En utilisant un colorant alimentaire vert, il est
possible d’observer 1’hydrogel incliné et de visualiser les faces latérales du scaffold.
Néanmoins, la qualité de I'image demeure insuffisante. Il pourrait étre envisagé de sécher
I’hydrogel par lyophilisation ou par séchage par CO> supercritique pour ensuite observer la
structure par MEB. Toutefois, cette démarche n'a pas été entreprise en raison de contraintes
temporelles et des éventuelles difficultés qui pourraient surgir, telles que le transport de
I'nydrogel sans altération, le séchage sans modification ou fracturation de la structure, ainsi que
les défis associes a la métallisation et a la fixation.
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Tableau V-4 : Modeéles CAO et photographies d’hydrogels imprimés avec une puissance de 4 mW et
une vitesse de 187,5 um/s, sous la forme de scaffolds ou de puits par P2P a partir de la formulation B4
contenant 4 %m de mCMC (DM = 50 %) et 0,4 %m d’12959 comme photo-amorceur, prises a ! ‘aide de
différents équipements de microscopie, directement apres impression et aprés diverses méthodes de
développement. Le modéle CAO du scaffold a des dimensions de 160x120x60 pum® (L x Ix h) et celui du
puits de 50x50x50 pm?* (L x Ix h).

Etapes

Scaffold

Modele CAO

Apres
impression

Etape

Séchage a I’air

Séchage a Dair
puis
réhydratation

Séchage au
papier

Lavage au
colorant

AT S 5

80 um

Puits

n.d.

Equipement utilisé

Logiciel Simpoly

Microscope inverse
Objectif a air 0,8 NA
X20
(Olympus)

Dino-lite (ref RS
AMA4815ZTL)
Grossissement x232.9

Microscope digital
numérique sans oculaire
(RYECOCAM)

Dino-lite (ref RS
AMA4815ZTL)
Grossissement x232.9

Microscope digital
numérique sans oculaire
(RYECOCAM)
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Les structures obtenues possedent des cavités de 1’ordre de 30 um pour le scaffold et de
60 um pour le puit, correspondant aux dimensions des modeles CAO. La taille des parois
(10um) du scaffold sont de I’ordre de la résolution obtenus avec des hydrogels constitués d’AH
ou de pullulane (5 pm) et le chitosane (10 um) imprimeés par P2P [2,3,31]. En revanche, la
plupart des cellules des tissus présentant des dimensions de 1’ordre de la centaine de
micrometres il faudrait optimiser les dimensions de ces structures pour s’approcher d’un
scaffold idéal a la croissance cellulaire ou a 1’encapsulation de cellules [18,19]. Enfin, comme
cela a été réalisé avec la DLP, il serait intéressant d’étudier les dimensions minimales d’un
hydrogel imprime par P2P.

Les hydrogels imprimés n’ont pas été caractérisés mécaniquement, mais il est possible
que leurs propriétés soient différentes des propriétés mesurées dans le chapitre Il pour des
formulations équivalentes, car les paramétres de polymérisation sont différents. En effet, la
longueur d’onde utilisée dans le cas de la P2P est de 532 nm, ce qui équivaut a un amorcage de
la polymérisation réalis€¢ a 266 nm, correspondant a 1’absorbance maximale de 1’12959. De
méme, la réticulation des hydrogels imprimés par P2P est plus homogéne, que dans le cas
d’hydrogels obtenus en une seule insolation, ce qui permet d’envisager des propriétés
homogenes dans toute la structure de I’hydrogel. 1l serait envisageable de quantifier le degré de
réticulation des cryogels correspondants grace a la spectroscopie RMN 13C CP-MAS du solide.
De plus, la fabrication de piéces de plus grande taille pourrait étre entreprise pour caractériser
leurs propriétés viscoélastiques et leur comportement de gonflement. Enfin, des évaluations de
cytotoxicité pourraient étre réalisées sur les échafaudages imprimés, en ajustant leurs cavités a
la taille appropriee.
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V.6. CONCLUSIONS

Dans ce chapitre, le LAP a été sélectionné pour remplacer 1’12959 comme photo-
initiateur dans les formulations de mCMC, de maniere a pouvoir imprimer des hydrogels avec
la DLP Asiga MAX fonctionnant a une longueur d’onde de 385 nm. Dans un premier temps,
I’influence de la nature du photo-amorceur sur les propriétés des hydrogels obtenus en une seule
couche d’insolation, et dans les conditions optimales pour chaque photo-amorceur (longueur
d’onde et durée d’insolation), a été étudiée. Contrairement a ce qui a ét¢ démontré dans le la
section 11.4.2, les hydrogels de mCMC formés par initiation du LAP possédent un module
¢lastique G’ qui diminue avec le degré de méthacrylation (DM). En revanche, comme pour les
hydrogels initiés avec 1’12959, le module ¢élastique semble augmenter avec la concentration.
Enfin, le temps de gélification obtenu est plus faible dans le cas d’un amorcage au LAP
(tger= 2,7 £ 0,10 s). Cela permettrait d’accélérer 1’impression de chaque couche et par
conséquent I’impression d’hydrogels, par rapport & un amorcage réalisé avec 1’12959
(tgr=22+£15).

La formulation FA2, contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %) a été choisie pour la
fabrication additive d’hydrogels par DLP. Les essais d’impression ont montré que les
géométries d’hydrogels imprimables avec cette technique et cette formulation sont limités. En
effet, la polymérisation périphérique est un probleme majeur, notamment lorsque les couches
successives sont de méme surface. Les objets possédant la meilleure résolution en X et Y
(85 pm) sont donc majoritairement coniques ou avec un nombre de pentes maximises.
Cependant, la formulation étant constituée d’eau a plus de 97 %m, le faisceau UV traverse les
différentes couches deja formées lors de I’impression d’une nouvelle couche. La résolution en
Z est donc insuffisante pour imprimer des hydrogels possédant des cavités perpendiculaires a
I’axe Z.

Apreés leur introduction dans du PBS a 37 °C, les hydrogels maintiennent leur structure
sans afficher de gonflement notable, préservant ainsi les valeurs des modules élastiques et
visqueux. D'autre part, les cryogels immergés dans ce méme environnement retrouvent un
niveau de gonflement comparable a celui de I'nydrogel initial, réabsorbant une quantitésimilaire
de PBS. Notamment, ces cryogels démontrent la capacité de dégradation par des cellulases sous
des conditions physiologiques. En apportant ces enzymes sur le matériau, puis en les libérant
de maniere contrdlée, il serait donc possible d’amorcer la résorption du matériau.

Afin d’apporter plus de précision et notamment dans le but de fabriquer des scaffolds,
la P2P a été utilisée sur une formulation contenant 4 %m de mCMC (DM = 50 %). Des objets
possédant une résolution de 10 um ont pu étre obtenus permettant d’envisager la conception
d’échafaudages aux structures contrblées et précises.
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Conclusion genérale

Depuis une vingtaine d’années, les hydrogels sont de plus en plus étudiés pour leur
utilisation dans des applications biomédicales. Cependant, leur structure est souvent grossiére
et non adaptée a la morphologie particuliere de certains tissus biologiques. Dans ce contexte,
les hydrogels imprimés en 3D se développent de maniére croissante, notamment a partir de
polysaccharides biocompatibles voire biorésorbables. En particulier, la carboxyméthycellulose
(CMC), dérivé hydrophile de la cellulose est un des polymeres naturelsles plus étudiés dans le
domaine du biomédical [1]. Cependant, sa mise en ceuvre sous forme d’hydrogel par fabrication
additive reste encore a explorer.

Dans ce contexte, cette thése a apporté une contribution significative a la compréhension
et a I'amélioration de la formation d'hydrogels de CMC par fabrication additive de type
"vat photopolymerization", en particulier grace a l'utilisation de la technologie de digital light
processing (DLP) et de la polymérisation a deux photons (P2P). Pour cela, la méthacrylation de
la CMC a été rigoureusement étudiée et a permis d’obtenir une carboxyméthylcellulose
méthacrylate (mMCMC) avec un degré de méthacrylation maximum (DM) de 76 %, supérieur
aux valeurs reportées dans la littérature. Le développement de différentes formulations
aqueuses de mCMC, en faisant varier a la fois le DM et la concentration de mCMC, a permis
de mettre en lumiére des relations entre la structure et les propriétés viscoélastiques et physico-
chimiques des hydrogels obtenus aprés photo-réticulation sous rayonnement UV, ainsi que des
cryogels obtenus par lyophilisation. Une méthode originale basée sur la résonance magnétique
nucléaire du carbone du solide par polarisation croisée et rotation a I'angle magique (RMN 3C
CP-MAS) a été mise au point pour calculer la densité de méthacrylates réticulés et libres a la
fin de la réaction de photo-réticulation. Il a été démontré que I’augmentation de la densité de
nceuds de réticulation est accompagnée d’une diminution du taux de gonflement. De plus, il a
été constaté que ce parametre n'est pas le facteur le plus influant sur les propriétés
viscoélastiques des hydrogels de mCMC, celles-ci étant principalement influencées par la
concentration en polymeére. Enfin, le processus de lyophilisation entraine une agrégation des
chaines de mCMC, conduisant également a un élargissement des parois des pores dans la
structure du cryogel, ce qui rend la structure hydratée plus résistante que celle des hydrogels
initiaux. Les différentes propriétés obtenues permettent d’envisager les hydrogels pour des
applications telles que la délivrance de principes actifs ou la réparation de tissus biologiques
mous comme les poumons ou le cerveau.

Dans le but de renforcer les hydrogels, des nanocristaux de cellulose (NCC) ont été
incorporés dans une formulation de mCMC. Parallélement, les NCC ont été fonctionnalisés en
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suivant le méme protocole d'estérification que celui utilisé pour la mCMC, marquant ainsi une
premiere dans la littérature ou cette méthode est présentée en détail. Des NCC méthacrylates
(mNCC) obtenus avec un DM de 0,83 % ont été ajoutés a la formulation de mCMC pour
participer au réseau reticulé et renforcer la structure 3D. L'ajout de NCC a entrainé une
diminution significative du taux de conversion des méthacrylates et de la densité de réticulation,
tandis que I'effet inverse s'est produit avec I'ajout de mMNCC, démontrant ainsi leur participation
au réseau de réticulation. Par conséquent, la viscoélasticité des hydrogels aprés gonflement est
presque préservée en presence des mMNCC en comparaison aux hydrogels initiaux. Au contraire,
les NCC ne participant pas dans le réseau tridimensionnel, diffusent au cours du temps et sont
éliminés de 1’hydrogel, limitant ainsi la durabilit¢ du renforcement initial. De plus,
I'incorporation de mMNCC permet non seulement d'améliorer de maniére significative la durée
nécessaire pour former un hydrogel, mais également de réduire I'épaisseur de la couche
réticulée, Ces deux propriétés sont des paramétres essentiels dans le contexte de la fabrication
additive par DLP. Cependant, I’intégration des nanocristaux conduit a une augmentation des
phénomenes de diffusion du faisceau UV, et donc a un contréle difficile des dimensions des
hydrogels a imprimer. Enfin, des études de cytotoxicité ont démontreé la viabilité des cellules
(fibroblastes L929) sur les cryogels, et aucune cytotoxicité n'a été détectée, répondant ainsi a
I'un des criteres essentiels de biocompatibilité. Cependant, la taille des pores des matériaux
obtenus, qui est d'environ 20 pum, ne permet pas une adhésion et une croissance cellulaires
suffisantes, nécessitant généralement des pores d’une centaine de micrometres. Pour pallier
cette limitation, il a été envisage d'imprimer une structure en échafaudage par DLP ou P2P afin
de fournir un environnement plus propice a I'adhésion et a la croissance des cellules.

Dans ce contexte, des hydrogels de mCMC ont été imprimés par DLP. Cependant, en
raison de leur composition majoritairement aqueuse, les hydrogels pouvant étre obtenus avec
une faible résolution sont principalement de forme conique. En effet, il a été observé un
phénomene de réticulation périphérique lorsque les différentes couches imprimées ont une
surface identique. D'autre part, la résolution minimale obtenue dans les directions X et Y est de
84,9 um, se rapprochant ainsi de la taille d'un pixel de I’imprimante DLP utilisée (62 um). Cette
résolution représente un résultat cing fois plus fin que ce qui avait été précédemment rapporté
dans la littérature pour des hydrogels a base de mMCMC. Néanmoins, en raison de la diffusion
du faisceau UV a travers la formulation aqueuse, il n'est pas possible de réaliser des objets creux
dans la direction Z. Afin de parvenir a la fabrication d'une structure de type échafaudage,
essentielle pour permettre la croissance cellulaire, une approche de fabrication additive par P2P
a été explorée pour la premiére fois dans la littérature en utilisant de la CMC. Ces essais ont été
effectués avec succés en collaboration avec la société Microlight3D, permettant d'atteindre une
résolution d'environ 10 um dans les directions X, Y et Z. Enfin, les objets imprimés par DLP
présentent I'avantage de ne pas gonfler dans un milieu physiologique tel que le PBS, tout en
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conservant les mémes propriétés rhéologiques que I'hnydrogel initial. De plus, ces hydrogels se
révélent biodégradables en présence de cellulases dans des conditions physiologiques, ce qui
ouvre la voie a la possibilité de favoriser la résorption in vivo et contrélée du matériau lors de
la croissance du tissu. Cette caractéristique est prometteuse pour des applications biomédicales
visant a soutenir la régénération tissulaire.

Pour compléter ces travaux et démontrer les hypothéses faites sur les applications
possibles des matériaux développés, des tests de relargage de différentes molécules devraient
permettre de valider la possibilité d’applications pour la délivrance de principes actifs. De
méme, il faudrait étudier 1’adhésion et la croissance de certaines cellules en modifiant la
structure et les dimensions des scaffolds imprimés par P2P. De maniere générale, des tests
complémentaires de propriétés mécaniques par compression des hydrogels et cryogels
pourraient consolider les résultats obtenus en rhéologie. De plus, des études complémentaires
pourraient étre réalisées sur la synthese des mMNCC de maniere a ce qu’ils impactent de maniére
significative les propriétés des hydrogels de mCMC. De plus, des études complémentaires
pourraient étre réalisées sur la synthese des mNCC de facon a modifier significativement les
propriétés des hydrogels de mCMC.

Enfin, pour approfondir I'étude et engager une discussion générale et actuelle, il serait
pertinent de réaliser des études sur la biodégradabilité en milieu naturel ainsi qu'une analyse du
cycle de vie (ACV). En effet, dans le contexte écologique actuel, la production croissante de
matériaux biosourcés en remplacement des matériaux pétrosourcés présente de nombreux
avantages [2,3]. Tout d'abord, les matériaux issus de ressources renouvelables offrent une
diversité favorisant la résilience et la durabilité. Différentes plantes, cultures ou déchets
organiques peuvent servir de base a leur production, réduisant la dépendance aux ressources
épuisables et permettant la diminution de I'empreinte carbone, notamment dans le domaine du
batiment ou du packaging [4,5]. Dans certains cas, ils peuvent également étre recyclables,
biodégradables ou compostables, favorisant ainsi une économie circulaire sans causer de
dommages significatifs a l'environnement, réduisant la quantité de déchets, minimisant
I'accumulation dans les sites d'enfouissement et préservant les écosystémes [6-8]. Enfin, le
remplacement des matériaux pétrosourcés par des matériaux biosourcés stimule l'innovation et
le développement technologique [9,10]. En effet, les chercheurs et les industriels s'engagent
dans le développement de nouvelles sources et dans I'amélioration des performances de ces
matériaux.

Cependant, I'adoption généralisée de ces matériaux requiert des ajustements au niveau
des chaines d'approvisionnement, des processus de fabrication et des normes de qualité, tout en
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évaluant I'impact environnemental global, comprenant leur cycle de vie complet. Les matériaux
biosourcés peuvent présenter certaines limitations en termes de performances et de propriétés
par rapport aux polymeres pétrosourcés, qui offrent une polyvalence étendue en matiere de
propriétés mécaniques, chimiques et physiques. Afin de combler ces écarts de performance, des
modifications et des améliorations technologiques supplémentaires provenant de sources
pétrosourcées peuvent étre nécessaires [11,12]. En conséquence, tous les matériaux biosourcés
modifiés ne sont pas biodégradables ou recyclables [6,7,13,14]. Cependant, des progres
continus sont réalisés dans le développement de matériaux issus de ressources renouvelables,
et de nouvelles techniques et innovations peuvent atténuer certaines de ces limitations.

Il est essentiel de souligner gu'une augmentation significative de la demande mondiale
d’«éco matériaux » nécessiterait une évaluation minutieuse de ces facteurs afin de garantir une
transition durable et responsable vers leur utilisation a grande échelle. Cela impliquerait la mise
en place de réglementations appropriées et la promotion d'une gestion responsable des
ressources, afin de maximiser les avantages tout en minimisant les impacts négatifs sur
I'environnement et les écosystemes [15]. En effet, une demande croissante pourrait entrainer
une utilisation accrue des terres, de 1’eau, une déforestation ou une concurrence avec la
production alimentaire [16—18]. En conclusion, I'utilisation de matériaux biosourcés présente
des avantages significatifs, mais leur adoption a grande échelle nécessite une approche prudente
et une gestion responsable. Pour cela, I’étude de ’ACV est essentielle afin de privilégier le
recyclage et la réutilisation plutdt que la production graduelle de matériaux « neufs ».

Dans ce contexte, I'utilisation de la fabrication additive telle qu'elle est employée dans
cette thése représente une perspective intéressante pour éviter la production de masse [19]. Bien
que cette méthode présente certains inconvénients, tels que la modification potentielle des
matériaux biosourcés et un codt de fabrication souvent plus élevé par rapport a une production
classique industrielle, elle offre la possibilité d’élaborer des structures complexes et des
géométries non réalisables par d'autres méthodes de fabrication traditionnelles couramment
utilisées telles que I'extrusion, I'injection ou le moulage [20]. De plus, dans le processus de
production additive, seuls les matériaux nécessaires sont utilisés pour créer un objet. Cela
permet de réduire la perte de matiére premiéere, ce qui est un avantage considérable.
L’impression 3D peut aussi permettre la production locale a 1’unité évitant I’empreinte carbone
liee au transport et au volume d’espace correspondant au stockage des piéces.
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Pour terminer de maniere humoristique, il semblerait que Baloo, le sage ours du Livre
de la Jungle, avait anticipé bien a l'avance la pertinence du sujet de cette thése (Figure C-1)
[21]. Tout en fredonnant joyeusement « il en faut peu pour étre heureux, il faut se satisfaire du
nécessaire. Un peu d'eau fraiche et de verdure que nous prodigue la nature, quelques rayons de
miel et de soleil », il semblait prévoir I'avenir des matériaux cellulosiques se transformant en
hydrogels sous I'exposition aux rayons UV, tels que ceux élaborés dans ce travail de recherche.

Figure C-1 : Transmission du savoir de Baloo a Lénaic [21].
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Annexes chapitre 11

Annexe I1-1: Tableau indiquant la densité de pastilles de CMC et mCMC et leur masse molaire

calculée a partir de leur DM.

Echantillon Densité (g/cm?) Mw (g/mol)
CMC 1,618 90 500
mCMC 34 % 1,475 99 481
mCMC 50 % 1,423 104 314
mCMC 76 % 1,415 110 757
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Annexes chapitre 111

Méthode 1 Méthode 2 Méthode 3

‘ : 1 _~ Intégration Al

. ' } Ly I : ) N ]\

| I‘N.N ‘;'.“ | | i w\j Voo !‘\ | / v\j Voo . ‘
- ’\ T — U’L”Jl 3 — — UL“T; by —
H : oo H : I o 7 T : wom

Intégration CMC Intégration CMC Intégration A2

¥ Intégration CMC = A2 - Al

Degré de méthacrylation (%0)
Aol | Méthode1 | Meéthode2 | Méthode 3 24 (g/woc;yen m':;;:ﬂ;“gz)
1,24 17 14 16 16 4
2,48 31 29 29 29 4
3,72 41 36 39 39 5
4,96 49 44 46 46 5

Annexe I11-1 : Intégration des protons de la CMC & partir des specres RMN *H du liquide et tableau
des DM obtenus avec les différentes méthodes d’intégration pour des synthéses réalisées a 25 °C et avec
différents nombres d’équivalents en AM par groupements hydroxyles de la CMC.

Différentes méthodes d’intégration des protons de la CMC ont été investiguées pour
déterminer le DM des mCMC (Annexe I11-1). Ces derniers intégrant dans un massif ou le signal
du H20 est présent, il est difficile de quantifier I’importance de ce signal dans I’intégration. Les
deux premiéres méthodes consistent en un ajustement de la phase du spectreet a une intégration
entre 2,8 et 4,7 ppm. La méthode 3 consiste a intégrer le signal majoritairedu D20 et a le
soustraire du signal compris entre 2,7 et 5,2 ppm. Ces méthodes d’intégration ont donné des
valeurs de DM proches, mais aucune des méthodes semble étre la plus plausible.La méthode 3
semble étre la méthode correspondant & la moyenne des méthodes 1 et 2. L’intégration
correspond donc a la moyenne des trois méthodes. Les incertitudes présentées surles valeurs du
DM prennent en compte ces méthodes d’intégration.
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Annexe I11-2 : Evolution du DM des mCMC en fonction du temps de réaction avec une agitation
magnétique et pour barreaux de 2 cm et de 4 cm. La réaction se déroule a 700 rpm dans un méme
bécher, pour méme volume de réaction (100 mL)) et le Neg AM/OHcwc est de 4,96.
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Annexe I11-3 : Courbes de DSC entre 25 et 110 °C des CMC et mCMC possédants des DM de 34, 50
et 76 %.
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T T T T T T T T T T

200 150 100 ' 50 ' 0
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Annexe I11-4 : Spectre RMN C du liquide de 1’12959. 10 mg d’12959 ont été solubilisés dans 650 L
de DMSO-d6. Le spectre est enregistré sur un spectrométre Spectrospin 300 MHz (Bruker, Allemagne)
a 25 °C avec 4096 scans successifs et avec un temps de relaxation D1 de 10 s. 0 28,6 ppm (2C, s), 59,9
ppm (1C, s), 70,2 ppm (1C, s), 77,1 ppm (1C, s), 114,1 ppm (2C, s), 127,9 ppm (2C, s), 132,9 ppm (1C,
s), 162,3 ppm (1C, s), 202,4 ppm (1C, s).
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Annexe 111-5 : Evolution du taux de conversion des méthacrylates pendant le durée d’insolation UV
(365 nm, 82 mW/cm2) pour des cryogels issus de la formulation C3 contenant 3 %m de mCMC(DM
=76 %). Ces résultats montrent que le taux de conversion n‘a pratiquement pas changé apres 1
minute dans ces conditions expérimentales. La photo-réticulation a été considérée comme terminée
apres 5 minutes.
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Annexe I11-6 : Evolution des tan(d) a 1 % de déformation et a 25 °C pour les hydrogels issus des
formulations A2 & C3 contenant des mCMC a 2, 3 ou 4 %m et des DM de 34, 50 ou 76 % (a) de 0,1 a
10 Hz et (b) 1 Hz et des cryogels hydratés (c) de 0,1 a 10 Hz et (d) a I Hz. Les valeurs de tan(d) des
hydrogels et cryogels hydratés semblent diminuer avec le DM et la concentration en mCMC, signifiant
que moins d'énergie est dissipée pendant les oscillations. Cela peut étre lié a une structure de réseau de
réticulation plus souple qui permet au matériau de stocker davantage d'énergie élastique et de dissiper
moins d'énergie lors des déformations.

Annexe 111-7 : Images MEB des cryogels A3 et C2 montrant I'orientation des pores due & la congélation
dans I'azote liquide provoquant la croissance des cristaux dans [’axe de congélation.
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Annexes chapitre 1V

Annexe V-1 : (a) Sédimentation lors de la dialyse des mNCC produits avec un nombre d’équivalents
en AM par groupements hydroxyles en surface des NCC de 24 et (b) dispersion lors de la dialyse des

des mNCC produits avec un nombre d’équivalents en AM par groupements hydroxyles en surface des
NCC de 3,0.

252



Annexes

(a) 7 (b) = s
0,33 0.60 -| "
u
0.30 | " 0,57 |
7 u
0.27 n 0.54 1
k] R
= = 0514
Z 0.24 4 7
5] g
. =048
1 045 -
0.18
1 0.42 -
0.15 »
i | |
0.39
0.12 T T T T T T T T T 1
0 1 3 4 0 1 2 3 4 5 6 7
Pulsation (ms) Pulsation (ms)
(c) : (d)
- 0.80 4 @
-

024

o

&)

—
1

Intensité

0.18 1

0.15 4

0.76 o

Intensite
(=3
a
]
1

0.68 o

0.64 4

0.12

Pulsation (ms) Pulsation (ms)

Annexe V-2 : Intensité des carbones C7-10 (a-d) des groupements méthacrylates greffés sur les mNCC
en fonction du temps de contact. L’acquisition des spectres RMN **C CP-MAS du solide a été réalisée
sur le méme échantillon (MNCC DM = 12,6 %) dans le méme rotor et avec 4000 scans.

Dans le contexte de la RMN 3C CP-MAS, le temps de contact se référe a la période
pendant laquelle I'aimantation est transférée des noyaux d'hydrogéne (protons) vers les noyaux
de carbone. Lorsque les noyaux d'hydrogene, préalablement polarisés dans un matériau solide,
entrent en contact avec les noyaux de carbone, l'aimantation est transmise des protons aux
carbones grace a un processus connu sous le nom de "cross-polarization". Ce transfert
d'aimantation est optimisé en ajustant judicieusement la durée du temps de contact. Un temps
de contact correctement calibré permet d'atteindre un équilibre optimal entre la quantité
d'aimantation transférée et la résolution spectrale obtenue dans la mesure de RMN. En
atteignant une polarisation optimale des carbones (intensité maximale), le temps de contact
contribue a maximiser la sensibilité du signal de RMN, a améliorer la qualité des données
spectrales et a fournir des informations quantitatives cruciales sur la composition et la structure
des échantillons. Le temps de contact des spectres réalisés dans ces travaux de thése est de 2 ms,
correspondant a la quantification des NCC et a la polarisation maximale du CH3 (C10) du
méthacrylates et non & ceux des carbones C7-9. C’est pourquoi le C10 a été utilisé pour
déterminer le DM des mNCC.
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Annexe 1V-3 : Evolution pour les différentes formulations contenant 2 %m de mCMC (DM = 34 %)
sans et avec 0,2 ou 0,5 %m de NCC ou mNCC des (a) modules élastiques (G") des hydrogels (b) modules
visqueux (G") des hydrogels (c) modules élastiques (G') des hydrogels gonflés (d) modules visqueux
(G™) des hydrogels gonflés (e) modules élastiques (G') des cryogels hydratés (f) modules visqueux (G")
des cryogels hydratés mesurés par rhéologie plan-plan, entre 0,1 et 10 Hz, @ 1 % de déformation
a25°C.
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Annexe V-4

Les tests cytotoxicité des cryogels ont été réalisés par Béatrice Labat (université Rouen
Normandie).

Matériel et méthodes

Pour ces tests, les fibroblastes L929 (CCL-1TM) ont été obtenus aupres de 'ATCC®
(LGC Standards, UK), a-Minimum Essential Medium (a-MEM), la streptomycine/pénicilline
et la L-glutamine ont été achetés aupres de Sigma Aldrich (France) et le sérum bovin foetal
(FBS) aupres de Gibco (Gibco-BRL, USA). Le kit Live/Dead a été acheté a Molecular Probes
(Invitrogen, USA).

Avant I'évaluation de la cytotoxicité, tous les cryogels sont stérilisés dans un bain
d'éthanol/eau (70/30 %m) pendant 24 heures sous une légere agitation rotative. Ils sont ensuite
placés dans de I'eau ultrapure stérile (Milli-Q - 18,2 M .cm) pendant 24 heures supplémentaires
pour éliminer I'éthanol, puis, sont transférés dans un milieu de culture cellulaire complet
composé de a-MEM supplémenté de 10 % de FBS, de streptomycine/pénicilline (100 mg.mL"
/100 mM respectivement) et de 2 mM de L-glutamine,pendant au moins 48 heures et conservés
tels quels dans des conditions stériles jusqu'a leur utilisation. Les cellules de fibroblastes de
souris L929 sont systématiquement cultivées dans des flacons de culture tissulaire en plastique
de 75 cm?, avec le méme milieu de culture completque celui décrit ci-dessus, et incubées dans
une atmospheére controlée et humidifiée avec 5 % de COz a 37 °C. Lorsqu'elles sont sous-
confluentes, les cellules sont détachées par voie enzymatique a I'aide de 0,25 % de trypsine-1
mM EDTA (Sigma-Aldrich).

La cytotoxicité des différentes formulations est évaluée conformément a la norme
ISO 10993-5 2009 avec quelques adaptations (1.S. EN 1SO 10993-5 : Evaluation biologique des
dispositifs médicaux - Partie 5 : Essais de cytotoxicité in vitro). En bref, deux tests sont réalisés :
I'élution in situ et le contact direct. Les échantillons sont soigneusement répartis dans des
plaques a 12 puits a l'aide de pinces stériles. Ensuite, des cellules L929 sont ensemencées au
fond des puits (test d'élution in situ) et sur les échantillons (test de contact direct), a une densité
de 50x10° cellules par cm2, et sont laissées en croissance pendant 48 h. Le DMSO (10 %) et le
milieu de culture cellulaire com?plet sont utilisés comme contrdles négatifs (Ctrl -) et positifs
(Ctrl +), respectivement. Pour le test d'élution in situ, I'inspection morphologique des cellules
adherant tout autour des echantillons au fond des puits est realisée a I'aide d'un microscope
inversé a contraste de phase (Motic, Chine). Pour le test de contact direct, il est d'abord vérifié
la viabilité des cellules en utilisant le kit Live/Dead® composé de deux produits fluorogénes.
La calceine AM, un substrat d'estérase, donne une fluorescence verte lorsqu'elle est hydrolyseée,
ce qui indique que les membranes cellulaires ne sont pas endommagées et que les cellules sont
viables. L'éthidium homodimeére-1, un fluorophore d'acide nucléique rouge-fluorescent, révéle
les membranes cellulaires endommagées puisque ce composé ne devrait pas pénétrer dans les
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cellules. Par la suite, les cellules viables sont colorées en vert tandis que les cellules
endommagées/mortes apparaissent en rouge. Les cellules sont imagées a I'aide d'un microscope
a épifluorescence Zeiss Axio Scope Al (Carl Zeiss, Allemagne) équipé d'une caméra CCD
(Motic, Chine). Parallélement, I'activité métabolique des cellules en utilisant le test Alamar
Blue® (AB - Bio-Rad, UK) sur une période de culture de 7 jours est étudié. Cet indicateur
quantitatif courant de la viabilité cellulaire est basé sur les réactions d'oxydo-réduction qui se
produisent dans les mitochondries des cellules. A J2, J5 et J7, le milieu de culture complet est
remplacé par un milieu de culture contenant 10 % (v/v) d'AB pendant 3 heures. Ensuite, des
mesures d'absorbance sont effectuées a 570 et 600 nm avec un lecteur de microplaques
(BioTeck - Synergy 2, USA).

Résultats et discussion

Avant I'ensemencement des cellules, tous les cryogels sont stérilisés et conservés dans
un milieu de culture jusqu'a leur utilisation. L'inspection visuelle des échantillons a révélé un
aspect rosatre ddi a la couleur intrinséque du milieu de culture (Annexe 1V-4.1a). Parallélement,
leur marquage a I'éthidium homodimeére-1 (lors du test Live/Dead®) a révélé une fluorescence
rouge inattendue mais trés utile permettant d'observer leur structure (Annexe 1V-4.1b).
Contrairement aux cryogels a NCC libre (A2), les cryogels avec des NCC et mNCC présentent
des pores répartis de fagcon homogene et plus allongés pour les NCC méthacrylés (FmNCCo et
FmMNCCos). Ce phénomene est également observé dans la structure du cryogel. La morphologie
des pores des matériaux contenant a la fois de la NCC et de la mNCC est plus uniforme, bien
que la taille moyenne des pores ne soit pas significativement différente (Figure 1V-14). A titre
de comparaison, la taille moyenne des pores des cryogels est plus petiteque celle des cryogels
hydratés. Par exemple, les cryogels FNCCos et FMNCCos ont une taillede pore moyenne de
14,6 + 2,9 um et 15,4 + 4,6 um, alors que la taille de pore des cryogels hydratés correspondant
aux mémes échantillons est de 22,5 + 6,8 um et 26,7 + 8,3 um respectivement. Cela peut
s'expliquer par I'hydratation des pores qui implique un léger gonflement des parois du réseau.
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Annexe 1V-4.1 : (a) Inspection visuelle des cryogels stérilisés et conditionnés dans un milieu de culture
cellulaire et (b) images représentatives des cryogels par microscopie a fluorescence aprés marquage
avec de I'éthidium homodimere-1. La taille des pores est déterminée par traitement d'image avec
ImageJ. Des lignes horizontales ou verticales sont tracées sur chaque pore, donnant la taille moyenne
du ce dernier. Cette procédure a été effectuée sur 50 pores par image et par échantillon, 1 seule image
par échantillon.

Ensuite, la cytotoxicité des cryogels est d'abord évaluée par un test d'élution in situ afin
de Vérifier la lixiviation potentielle des composés toxiques dans le milieu de culture cellulaire.
Apres I'ensemencement des cellules, tous les échantillons sont entiérement immergés dans le
milieu de culture pendant 48 heures et les cellules a proximité sont observées a l'aide d'un
microscope inversé. Pour chaque cryogel gonflé, les cellules présentent une bonne morphologie
avec un aspect bien étalé (Annexe 1V-4.2a). Elles ont méme proliféré au fond des puits, ce qui
indique qu'aucun composé toxique n'a été liberé par les cryogels. Deuxiémement, le test de
contact direct est réalisé en placant des cellules sur les échantillons pendant 48 heures.
Globalement, le test Live/Dead a révélé que les cellules sont viables car elles apparaissent en
vert au microscope a fluorescence (Annexe 1V-4.2b). Cependant, certaines différences sont
observables entre les formulations. Alors que de nombreuses cellules arrondies sont observées
au contact des cryogels A2, FNCCo,2 et FNCCos, moins de cellules sont détectées avec les
MNCC (FmNCCo2 et FMNCCos). Ces observations indiquent que la présence de mNCC altére
I'ancrage des cellules ou leur implantation dans les cryogels. Différents parametres pourraient
expliquer un tel comportement (viscoélastique, composition chimique, tension de surface,
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équilibre hydrophile/hydrophobe...) mais la composition et les propriétés élastiques sont
probablement une explication clé. De plus, la forme étroite et allongée des pores, dont la taille
moyenne est d'environ 25 um, et la faible épaisseur de leurs parois présentent des dimensions
qui ne sont pas compatibles avec I'étalement ou I'invasion des cellules. Les cellules L929 ont
un diamétre d'environ 20 pm lorsqu'elles sont arrondies et d'environ 80 - 100 um lorsqu'elles
sont étalées, ce qui démontre la difficulté de pénétrer le réseau dans ce dernier état. Enfin,
I'activité métabolique des cellules L929 en contact avec les cryogels confirme que les cellules
restaient viables jusqu'a 7 jours de culture (Annexe 1V-4.2c), bien que nous n'ayons pas observé
d'augmentation significative de I'activité cellulaire au fil du temps, ce qui est conforme aux
observations microscopiques précédentes.

(a) ctrl- PR

(b)

FMCNCo.5

(c) 50 4 I D2
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o 20
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<
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‘A2 FCNG,, FCNG,s FMCNCp, FMCNCys

Annexe 1V-4.2 : Evaluation de la cytotoxicité avec les fibroblastes L929 (a) Test d'élution in situ :
images de microscopie inversée a contraste de phase de cellules aprées 48h de culture en présence de
cryogels (A2, FNCCo2, FNCCos, FMNCCo, et FMNCCos). Les Ctrl- et Ctrl+ correspondent aux
contréles (milieu de culture complet et milieu de culture 10% DMSO, respectivement). (b) Test de
contact direct : microscopie a épifluorescence de cellules ensemencées sur les cryogels pendant 48 h
apres un test Live/Dead®. A noter : les cryogels apparaissent en rouge aprés marquage a I'éthidium
homodimeére-1 et (c) test Alamar Blue® a J2, J5, J7.
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Annexes chapitre V
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Annexe V-1 : Spectre RMN **C du liquide du LAP. 8 mg de LAP ont été solubilisés dans 650 pL de D20.
Le spectre est enregistré sur un spectrometre Spectrospin 300 MHz (Bruker, Allemagne) a 25 °C avec
4096 scans successifs et avec un temps de relaxation D1 de 10s. 6 18,6 (2C, s), 20,2 (1C, s), 128,1(1C,
s), 128,4 (1C, s), 128,5 (2C, s), 128,9 (2C, s), 132,2 (2C, s), 133,8 (2C, s), 137,7 (1C, s), 140,0 (1C, 9).
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Annexe V-2 : Evolution des tan(d) pour les hydrogels mesurés entre 0,1 et 10 Hz, & 1 % de déformation
et a 25 °C, pour des hydrogels d’une couche de 3,6 mm d’épaisseur (@) insolés pendant 60 s, 3, 5 et 6
min a partir d 'une formulation contenant 2 %m de mCMC (DM =34 %) et 0,12 %m de d’12959 et (b)

insolés pendant 60 s, 3 et 6 min a partir d 'une formulation contenant 2 %m de mCMC (DM =34 %) et
0,15 %m de LAP.
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Annexe V-3 : Evolution des tan(d) pour les hydrogels issus des formulations FA2, FA3, FB2 et FC2,
mesurés par rhéologie plan-plan, entre 0,1 et 10 Hz, a 1 % de déformation et a 25 °C.

(a)

Annexe V-4 : Hydrogels coniques imprimés par DLP avec un durée d’insolation de 4 s par couche et
des épaisseurs de couches de (a) 200 um, (b) 100 pum et (c) 500 um. Pour chaque expérience, la base a
été imprimée avec une épaisseur de couches de 500 pum et des durées d’insolation de 5 s pour la premiére
couche et de 4 s pour les couches suivantes. Il est possible d’observer les différentes couches imprimées
en (a) et le phénomene de « sur-réticulation » en (c).

Les cbnes imprimes peuvent étre compares a des microaiguilles. En effet, les
microaiguilles sont de petites aiguilles de 150 a 1500 pum de hauteur, de 50 a 400 um de large
et présentant une pointe de 0,1 a 50 um réparties sur une surface donnée (Annexe V-5a). Elles
peuvent étre utilisées pour I'administration contr6lée de meédicaments, notamment pour les
injections intradermiques et sous-cutanees, évitant ainsi les injections traditionnelles plus
invasives. Les microaiguilles peuvent également étre utilisées pour prélever de petites quantités
de liquides biologiques tels que le sang ou le liquide interstitiel pour des analyses diagnostiques.
Elles peuvent également étre utilisées pour réaliser des biopsies de tissus. La formation de

260



Annexes

microaiguilles par DLP avec différents polymeéres permet d’obtenir les dimensions et les
propriétés mécaniques souhaitées. Bien que la DLP soit principalement utilisée pour imprimer
des objets avec une géométrie complexe et une haute résolution, la formation directe de
microaiguilles en hydrogel avec la formulation étudiée n’est pas possible (Annexe V-5b). En
effet, la principale difficulté réside dans la nature des hydrogels obtenus, qui sont des matériaux
mous ne pouvant pas pénétrer a I’intérieur de I’épiderme. Egalement, la formation de
microaiguilles nécessite un contrdle minutieux de la géométrie de l'aiguille pendant I'impression
pour obtenir des structures fonctionnelles. En utilisant une épaisseur de couche de50 pum sur la
pointe, les hydrogels formés possédent une géométrie proche de la structure d’unemicroaiguille,
méme si la taille des microaiguilles est inhomogeéne et parfois mal orientées apresaffaissement a
la manipulation (Annexe V-5b). La DLP Asiga MAX possede toutefois une résolution trop
faible car la pointe de la microaiguille doit posséder un diamétre (< 50 pm) inférieur au pixel
de I’imprimante (62 pm). L’utilisation d’une autre DLP, telle que I’ Asiga MAX X qui possede
une résolution de 27 um, pourrait permettre de respecter les contraintes géométriques des
microaiguilles. Enfin, le cryogel, matériau mécaniquement plus résistant et dont la structure est
orientée verticalement pourrait étre une alternative pour obtenir une pointed’un diamétre < 50
pm (Annexe V-5c). Cependant, en ce qui concerne les cryogels obtenus, leur résistance n'est
pas suffisante pour pénétrer I'épiderme, car ils s'affaissent lorsqu'on exerceune pression avec le
doigt sur eux.

(a)

Annexe V-5 : (a) Modéle CAO de microaiguilles de 1 mm de hauteur et de 500 um de largeur a la base
a imprimer avec une formulation de FA2 contenant 2 %m de mCMC DM =34 % et 0,15 %m de LAP.
(b) Hydrogel de la forme de microaiguilles imprimé avec une épaisseur de couche en Z de 50 pum sur
les pointes et une durée d’insolation de 4 s par couche, et (c) cryogel correspondant.

Le Cervin, également connu sous le nom de Matterhorn, est une montagne
emblématique situee a la frontiere entre la Suisse et I'ltalie. Avec sa forme unique et son sommet
atteignant une altitude de 4 478 métres, en fait I'une des montagnes les plus célebres a gravir
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dans les Alpes (Annexe V-6a). L’hydrogel correspondant a cette montagne, imprimé avec des
couches de 100 pum respecte la texturation du modéle (Annexe V-6 b et c¢). Ceci est une preuve
supplémentaire montrant que la sur-polymérisation n’a pas lieu lorsque que les couches
successives possedent une surface différente. En effet, une sur-réticulation apparait sur la partie
correspondant a une marche au-dessus du socle car la surface de couche est identique jusqu’a
ce que les couches formées correspondent aux détails de la montagne. En somme, il est possible
d’atteindre des résolutions permettant de représenter les détails fins d’une structure en ayant
une épaisseur de couche relativement basse tout en minimisant la sur-polymérisation lorsque
que les hydrogels présentent une morphologie non géométrique mais dont la surface des
couches diminue au cours de I’impression. De méme, le cryogel conserve la structure de
I’hydrogel imprimé (Annexe V-6d).

() , ikn__ (b) 1cm

Annexe V-6 : (a) Le Cervin (b) modéle a imprimer avec une formulation de FA2 contenant 2 %m de
mCMC DM =34 % et 0,15 %m de LAP, représentant le Cervin (c) Cervin imprimé en hydrogel avec
une épaisseur de couche Z de 100 um sur la montagne et 4 s d’insolation par couche (d) Cervin en
cryogel issu de I’hydrogel représenté en (c). Pour la base, les paramétres d’impression de 5 s
d’insolation la premiére couche, 4 s les autres et une épaisseur de couche de 500 um conviennent.
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Annexe V-7 : Evolution des tan(d) pour les hydrogels imprimés a partir d’une formulation contenant
de 2 %m de mCMC DM =34 % et 0,15 %m de LAP avec 8, 15 et 36 couches des durées d’insolation de
5 s pour la premiére couche puis 4 s les autres puis avec et sans post traitement de 3 minutes aux UV
() 0,1et 10Hz (b) a1 Hza 1 % de déformation et a 25 °C. Les valeurs de tan(d) des hydrogels diminuent
avec le nombre de couche et augmentent avec le post traitement aux UV. Cela peut étre lié a une
structure de réseau de réticulation plus souple en diminuant le nombre de couches qui permet au
matériau de stocker davantage d'énergie élastique et de dissiper moins d'énergie lors des déformations.

® G'a 37 °C des hydrogels aprés gonflement dans le PBS
O G"a 37 °C des hydrogels apres gonflement dans le PBS
m  (G'a 25 °C des hydrogels initiaux
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Annexe V-8 : Evolutions des modules élastiques (G’) et de perte (G’°) des hydrogels imprimés en 15
couches et ayant subi un post-traitement aux UV de 3 minutes, aprées gonflement dans le PBS a 37 °C et
des hydrogels initiaux, mesurés par rhéologie plan-plan de 0,1 a 10 Hz, a 1 % de déformation et a 37
°C et 25 °C respectivement.
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