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BIO-ENCAPSULATION,
LES TECHNOLOGIES

Marie-Christine LEVY * et Denis PONCELET **

La micro-encapsulation protége les systémes biologiques. Elle offre de nombreux avantages pour la
conduite de broréacteurs ou en thérapie. Diverses techniques sont étudiées, souvent simples, parfois
plus délicates & maitriser : extrusion, polymérisation, pelliculage... Ainsi des billes de gel ou des cap-
sules a cceur liquide, sont prétes 2 sortir des laboratoires pour intégrer les procédés industriels.

= nsimplifiant i Pextréme, la
ceflule peut étre repré-
sentée comme Un sac
emprisonnast des syskemes
== biologigues. Cette défi-
nition, applicable aux (bio)microcapsules, est 4
la base du concept de celiule artificielle proposé
par le Pr Chang & Puniversité McGill (Montréal,
Canada), pionnier de Ia bio-encapsulation (1),
Les composés viologiques, allant de simples
peptides & la cellule vivante, sont piégés dans
des particules sphériques. Ces particules peu-
vent €tre des billes pleines {généralement de
'hydrogel} ou des « membranes » isolant une
phase interne liquide ou solide.

Les cellules sont rarement thres et indépen-
dantes. Libres, elles seraient rapidement
entrainées par ['eau, leur milieu naturel. Isolées,
elles subissent directement les variations de
environnement, les tensions dues au cisaille-
ment, les modifications de pression, etc.
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feld (1993} Scale-up of ge! bead and microcapsule produc-
ton in cetl immobilization. Fundamentals of animal cell
encapsulation and immobilization. MFA Goosen (ed),
CRC Press, Boca Raton, pp 113-142,

I6

Agrégées, elles forment un biofiim qui protége
les celiules internes, et cette organisation permet
I"association entre cellules différentes avec
I"apparition de nouvelles fonctions biologiques,
et une meilleure efficacité dans I'utilisation des
substrats. Les &tres vivants, dont I'homme, sont
le résultat de cette tendance A |association des
celiules.

Les biotechnologues ont vite pergu I"intérét
de I'immobilisation cellulaire pour a conduite
de réacteurs. Les techniques d’immobilisation
sont nombreuses et présentent chacune leurs
avantages. La micro-encapsulation permet,
quant A elle, de limiter fortement le volume mort
du support et d’éviter les problémes de transfert
de masse et d’hétérogénéité, caractéristiques des
systémes d'immobilisation sar macrosupport.

Un role protecteur

La protection des systémes biologiques vis-i-
vis de leur environnement est tres soavent indis-
pensable pour leur mise er application. On
citera, par exemple, la protection des cellules
implantées vis-d-vis du rejet par le systéme
immunitaire ou 1z micro-encapsulation de cel-
lules pancréatiques, préalablement 3 leur
implantation, qui constiiue une avancée méd:-
cale fondamentale dans le traitement du diabéte,
Autre exemple, le Dr O'Neili du Centre interna-
tionat de recherche sur le cancer {CIRC, Lyon)
encapsule I'ADN pour assurer sa protection
durant le passage dans le tractus gastro-intesti-
nal ; les microcapsules ainsi chargées en ADN
forment une sende non intrusive pour y détecter
les agents cancérigénes présents. Enfin, ia pro-

duction de graines atificielles passe inévitable-
ment par I'encapstlation (2),

C'est & partir de ces constats que s'est déve-
loppé le concept de bio-encapsulation.

Les techniques d’encapsulation

La micro-encapsulation ne s'arréte pas au
domaine de Iz biotechnologie. Les premiéres
applications relevaient dailleurs du domaine de
la chimie (papier sags carbone, film photogra-
phique...). Eltes se sont étendues & la pharmacie
(refargage de médicaments, vaccins...), & I'agri-
culture (pesticides, fertilisants) et & bien d’autres
secteurs de la vie courante. Les techniques
d"encapsulation sont le reflet de cette diversité.
La fragilité des composés biologiques a toute-
fois fortement restreint les techniques d’encap-
sulation utilisables.

Ponr comprendre facilement ces techniques, il
est intéressant de diviser Iz fabrication des cap-
sules en deux étapes. La premigre consiste i dis-
perser en fines gouttelettes la préparation i
encapsuler. Dans une deuxiéme étape, on réali-
sera I'encapsuiation proprement dite, ¢’est-a-
dire que les gouttes seront enfermées dans une
membrane ot solidifiées par gélification.

Les techniques de dispersion

L'étape de dispersion, bien que peu dtudide,
est une compesante essentielte d'une bonne
encapsulation (3). Elle détermine la taitle de ces
microcapsules, mais aussi la distribution des
tailles et la forme des microcapsules. Elle est
aussi souvent I'obstacle principal 2 leur produc-
tion industrieile.
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[ existe deux voies principales de dispersion
- I"extrusion et I'émulsification - pour ["encap-
sulation de composés biologiques. L'extrusion
consiste & faire tomber goutte & goutte la solu-
tion (ou ia suspension) & encapsuler dans un
bain ol est réalisée la gélification des gouttes ou
la formation d'une membrane autour de ces
gouttes (voir figure 1). Les microcapsules
formées par simple extrusion sont sphériques et
de taille homogéne de lordre de 2 & 3 mm. Par
application d'une force additionnelle a la gra-
vité. ii est possible de réduire la taille des
gouttes jusqu’d quelques micrometres, Les trois
méthades les plus courantes sont I'entrainement
de la goutte par un flux coaxial d’air, I"applica-
tion d'une force éectrostatique sur a goutte et
la rupture d'un jet fiquide par une vibration. La
méthede du goutte A goutte a aussi éié modifide
pour permettre une coesirusion de fa solution &
encapsuler et d’une solution polymére devant
former la membrane de la microcapsule,

Extrusion ou émulsification

Dans I'extrusion, on ¢bserve une argmenta-
tion rapide de la distributicn des tailles quand la
taille des gouttes diminue. Cette technique est
simple & mettre en ceuvre mais |’addition d’un
systeme de réduction de la taille des gouttes
peut se révéler délicate. Le débit volumigue est
proportionnel au volume des particules. La pro-
duction chute i quelques millilitres par heure,
voire moins, pour des tailles de gouttes infé-
rieures 4 300 um. II n’est des lors pas possible
d’envisager une production industrielle.

L'émulsification s'impose souvent comme
solution 4 ce probleme. La dispersion d’une
phase aqueuse dans une huile, par exemple, est
une technigue simple, industrialisabie & wrés
grande échelle. La taitle des gouttes obtenues
par émulsitication n'est pas aussi homogéne que

{4} TMS Chang {1964} Semipermeable microcapsules.
Seience 146, 324-525,

(5) S Suzuki et of £1968) Studies on microtapsules. Chem
Pharm Bult 16, 1629-1631

{6) KF Gu & TMS Chang ¢1988) Conversion of ¢-keto-
glutarate into L-glutamic acid with orea as ammenivm
source using muitienzyme systems and dextran-NAD+
immebilized by microencapsuiation with artificial cells in
A4 bioreactor, Biotechnol Biveng 32, 363-368.
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FIGURE 1 -

par une vibration {(d), coextrusion {e).

METHODES DE DISPERSION PAR EXTRUSION,

Extrusion simple (a), entrainement de la -goutte par un flux coaxial d'air (b),
application d'une force électrostatique sur la goutte (c), rupture d'un jet liquide
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dans le cas de 'extrusion. Cependant, dés que
[*on forme des gouties de taille inférieure a 500
wm la distribution des taiiles obtenue par les
deux méthodes devient comparable, voire plus
faible par la technique d’émulsification.

Au niveau du laboratoire, on privilégiera
I"homogénéité de taille, une échelle de produc-
tion réduite et fa simplicité. L'extrusion est done
souvent la technigue de choix, Au niveau indus-
triel, pour de grandes tailles de billes (de
diameétre supérieur i 1 mm), la méthode d’exteu-
sion en régime vibratoire sera préférée (la pro-
ductivité peut atteindre 24 I/h et par aiguiile),
Dans Fintervalle, entre 300 et 1000 yum, on favo-
risera I"extrusion pour des productions réduites
(jusqu’a quelques dizaines de fitees par heure) et
I"émulsification pour des volumes plus impor-
tants. Cette dernidre méthode semble incontour-
nable pour des productions industrielles de
microcapsules de taille inféreure & 500 um.

La polymérisation interfaciale

Historiguement, la polymeérisation interfaciale
fut la premiére méthode propesée pour 'encap-
sulation de composés biologigues (4). Une solu-
tion de diamine, confenant le matériel A encap-
suler, est dispersée dans une phase organique, A
laquelle on ajoute un dichlorure d"acide, liposo-
luble. Ces denx composés réagissent  !inter-
face des gouttes pour former une membrane de
type nylon autour de chacune des gouttes de
phase aqueuse. Aprés filiration et lavage, on
réeolte des microcapsules sphériques i mem-

brane semi-perméable, résistante et trés fine
(200 nm).

Dés 1968, le Dr Kondo de 'université de
Tokyo envisageait la mise au point de sang arti-
ficiel & I"aide de microcapsules de potyamides
{5). Le groupe du Pr Chang (universit¢ McGill,
Montréal) a appliqué cette méthode i Vencapsu-
lation d’hémoglobine et d’enzymes, avec un
maintien de I'intégrité fonctionnelle pouvant
atteindre 95%. L'une de ses plus belles réalisa-
tions est un systéme enzymalique convertissant
I'urée (et I'o-céto-glutarate) en glutamate (voir
figure 2). Deux enzymes contribuent directe-
meni 4 cette transformation en oxydant an
NADH. Une troisitme enzyme réalise la réduc-
tion du coenzyme par oxydation d’un groupe-
ment alcool d'un acéraldéhyde (6). Cette équipe
a montré qu'il est possible d’utiliser cette tech-
nique dans différentes applications médicales :
conversion d'urée en acides aminés, réduction
du taux sanguin de bitimbine, ou encore traite-
ment de troubles métaboliques par Ja conversion
d'acides aminés dans lintestin, 4 ['aide
d'enzymes protégés des sucs gastrigues par une
membrane de polyamide.

A Porigine. la formation de ce type de mem-
brane se réalisait 2 pH trgs basique (supérieur a
10) en présence de solvants polaires tels que le
chloroforme. L'adaptation & des applications
biotechnologiques a donc nécessité une bonne
compréhension des mécanismes de formation de
la membrane. Ainsi, le Dr Kondo a proposé
I"utilisation de lysine comme diamine afin e
permetire de travailler & des valewrs phus faibles
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de pH égales & 8 (7). Dans une variante, déve-
loppée a Reims par le groupe du Pr MC Lévy, la
diamine est remplacée par une protéine hydro-
soluble ou un polysaccharide (8). La réticulation
interfaciale de ces polyméres par ua dichlorure
d’acide donne des microcapsules particuliére-
ment intéressantes, puisque leur biodégradabi-
lité peut étre modutée pour libérer leur matériel
A différents niveaux du tube digestif. Les condi-
tions de fabrication sont aussi adaptables ce qui
permet, par exemple, une production & pH proche
de la newtralité. Ce procédé est exploité avec
sucees en cosmétologic {Coltasphéres ®) (9).

(7y M Arakawa & T Kondo (1977) Some biophysical and
biochemical properties of poly(phthaloy! L-Lysiae) micro-
capsules containing hemelysate. Can J Physiol Pharmacol
55, 1378-1382.

(8) MC Lévy er af (1982) Microencapsulation [V: cross-
linked hemoglobin microcapsutes. J Pharm Sci 71, 759-
162.

{9) MC Lévy, MC Andry, A Huc & C Buffevant {1989)
Brevet Cotetica SA, n°89.401122.

FIGURE 2 - CONVERSION DE L'UREE EN GLUTAMATE
PAR UN SYSTEME ENZYMATIQUE ENCAPSULE
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Suivant une vote similaire, le groupe des Pr
Neufeld et Poncelet & I"université McGill a tenté
d'appliquer cette méthode i U'encapsulation de
celtules vivantes. Par I"utilisation de polyamine
{chitosane ou gélatine), d’huiles végéiales et
d’agents de réticuiation plus doux, et en tra-
vaillant & une valeur de pH proche de fa neutra-
lité, tis ont obtenu une viabilit€ intéressante lors
de I"encapsulation de bactéries lactiques (10).

La gélification

La technique de polymérisation mterfaciale
est, malgré tout, largement limitée i I'encapse-
lation d’enzymes ¢t d’autres molécules biolo-
giques, teiles que 'ADN ou I'hémoglobine.
Dans le cas des cellules vivantes, I'inclusion
dans des billes de gel reste la solution la plus
souvent retenue, La premitre lentative en ce
sens fug réalisée par un groupe suédois en 1966
{11}. La technique consistait en une réticulation
in situ ¢'un gel de polyacrylamide. Mais la pré-
sence de monomeres résiduels conduisait & une
toxicité non négligeable. Ce fut donc en 1977,
avec la découverte par Kierstan et Bucke d'une
technique de formation de billes d’alginate, que
débuta réellement [’encapsulation de cellules
vivantes (12).

Les vertus de Palginate et du carraghénane

L'alginate est un polysaccharide chargé néga-
tivement qui gélifie en présence d’ions diva-
lents. Les billes sont produites simplement en
laissant tomber goutte & goutie une solution
d"alginate dans une solution de chlorure de cal-

(10} CL Hynadman et af (1993) Microencapsulation of
Lactoccoccus lactis within ¢ross-linked gelatin mem-
brane. J Chent Technol Biotechno! 56, 259-263.

(11) K Mosbach & R Mosbach (1966} Entrapment of
enzymes and microorganisms in synthetic cross-linked
polymers and their application in column techniques. Acta
Chem Scand 20, 2807

(12) M Kierstan & C Bucke (1977) The immobilization of
microbioat cells, subceliular organelles and enzymes in
calcium atginate gels. Biotechnol Bioeng 19, 387,

(13} B Poncelet De Smet, D Poncelet & R Neufeld (1993)
Scale-up of gel bead and microcapsule production in cell
immobilization, Fundamentals of animal cell encapsula-
tion and immobitizaiion. MFA Goosen (ed), CRC Press,
Boca Raton, pp 257-314,

(14) D Poncelet er af (1992) Production of alginate beads
by emuisiication-internal gelitien: [ methodelogy. Appi
Microbiol Biotechnal 38, 39-45.
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cium. Tres aisée, la technique se réalise 4 tempé-
rature ambiante, 4 pH et osmolarité physiolo-
gigues. [l n'est donc pas étonnant que plus de
90% des études sur I'immobilisation de cellules
aient recours a I'alginate.

Les billes d’alginate ainsi préparées ont tou-
tefois deux inconvénients, La méthode de dis-
persion par extrusion présente des limites :
faible productivité, controle complexe pour les
petites tailles de billes. De plus, en présence
d’tons complexant le calcium. tels que les phos-
phaies présents dans beaucoup de milicux de
cutture, on observe uac reliquéfaction des
billes. Ce dernier détaut peut &tre contourné par
un pelliculage ubtérieur des billes. La religué-
faction de Ia bille ne libérera done pas le maé-
riel encapsulé.

En réponse i cette dernigre limite, de nom-
breux autres types de gels ont €té proposés :
agar, gélatine, gomme de gellan... (13). Actuel-
Jement. I'un des plus importants concurrents de
I'alginate est le k-carraghénane, un potysulfo-
saccharide qui se gélific en phase aqueuse, en
dessous de 43°C. La préparation de billes de
carraghénane est habituellement réalisée par
émutsification d’une solution de carraghénane
dans de I'huile végétale A 45°C, suivie d'une
baisse de température. Cette technique est appli-
cable & grande échelle et ne présente pas les pro-
blemes de stabilité attribués A ['alginate. Mais
tous les matériaux & encapsuler ne peuvent pas
supporter une sempérature de 45°C. C'est le cas
de nombreuses cellules animales,

La production industrielle de billes

L'équipe de Neufeld et Poncelet s’est penchée
sur le probléme de fa production industrielle des
bitles d'alginate (14). fls ont proposé une
méthode basée sur la dispersion d’une solution
d’alginate contenant un compesé inscluble de
carbonate de calcium dans une huile végétaie. La
gélification est provogquée par addition d’acide
acélique 4 I'émuision. La technique est facile-
ment extrapolable A "écheile industrielte, méme
pour des billes de petite taille. La chute de pH
associée au procédé (limitée dans les conditions
optimales de § & 6,5) peut néanmoins constituer
une limite pour certains types de cellules.

La majorité des hydrogels est d’origine natu-
refle. IIs posent des problémes de reproductibi-
lité des lots et de la présence de composants
mineurs pouvant avoir des effets négatifs, sur-
tout pour les applications médicales. Le succes
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de nombreuses applications des microcapsules
dépend donc du bon contrdle des propriéiés et
de la pureté du matériel de base. Le Pr Langer
du MIT (Massachusetts Institute of Technology)
a proposé 'uiilisation d’hydrogels synthétiques,
tels que les polyanhydrides, pour pallier ¢e pro-
bléme (15).

Le pelliculage des billes

Si les billes de gel semblent assez rigides,
elles ne contiennent que 2 & 4% de gel. Au
niveau moléculaire, elles sont donc de véritables
éponges, incapables de retenir de grosses molé-
cuies méme celles de plusieurs millions de dal-
tons. Le gef ne constitue pas non plus une pro-
tection vis-d-vis du milieu extérieur, par
exemple contre les agents immunologiques lors
d’une implantation,

Pelliculage par liaison ionique

L'inclusion dans des biltes est donc souvent
suivie de Ia formation d’une peliicule autour de
la bille qui pourra ultérieurement étre ou ron
reliquéfiée. En 1980, I'équipe de Lim et Sun aux
Etat-Unis proposait le pelliculage des bitles

20

d’alginate par un polymére de charge opposée &
I'alginate, a polylysine (16). Les bilies sont sus-
pendues dans une solution de polylysine qui se
dépose sur I"alginate. Simple et biccompatible,
la technique a connu, et connait toujours, un
grand succes. Le choix des conditions (poids
moléculaire et concentration de la solution de
polylysine) permet de contrler la perméabilité
de la membrane. D’abord développées par
Damon Biotech a Boston, pour I'encapsulation
d'lots de Langerhans (producteurs d’insuline),
les billes d*alginate-polylysine sont awjourd’hui
mises en ceuvre pour la production industricile
d’anticorps monoclonaux a partir d’hybridomes.

Pelliculage covalent

La création d’une membrane & caractére cova-
lent est une aiternative au pellicuiage par liaison
ionique. Ainsi, un procédé de polymérisation in
situ a &€ décrit par e groupe de Dupuy a
I"Inserm de Bordeaux (17). Des billes d¢’aga-
rose, formées par extrusion dans un flux de
paraffine, sont mises en contact avec un
mélange polymérisable d’zerylamide et de his-
acrylamide. La polymérisation est provoquée
par un processus photochimique. Cette équipe a

obtent des résultats intéressants pour I'encapsu-
lation d’flots de Langerhans. Un autre procédé,
basé sur la photopolymérisation, a ét€ décrit par
I'équipe du Dr Soon Shiong (Islet Transpiant
Centre, Los Angeles). Un polyéthyléneglycol
activé est ajouté & nne solution d’alginate. Apres
formation des billes, on induit la polymérisation
par exposition & une lumiére laser en présence
de photo-initiateurs. Les billes ainsi traitées ne
sont plus instables en présence des complexants
du calcium, et elles assurent I'immunoprotec-
tion d'flots de Langerhans encapsulés.

La réaction entre un polysaccharide porteur
de groupements esters (alginate de propyléne
glycol ou PGA) et une proséine en milieu alcalin
est la base d’une autre méthode de pelliculage,
mise au point dans le Isboratoire du Pr MC
Lévy, 2 Reims (18). Les deux ingrédients (PGA
et protéines) sont incorporés dans des billes
d'alginate duzant leur fabrication. Les billes sont
alors mises en contact avec une solution aicaline
afin de provoquer la formation d’une membrane
par transacylation (veir figure 3), étape suivie
par une neutralisation. Bien conduite, cette tech-
nique est I'une des rares méthodes permettant la
formation d'une membrane covalente sans effet
toxique notable. Les bactéries, les organismes
microscopigues €t les graines ainsi encapsulés
ont un tres haut niveau de viabilité,

La précipitation interfaciale ou
coacervation

Les billes d’alginate pelliculées sont souvent
reliquéfiées par trempage dans une solution de
citrate complexant le calcium. Les capsuies qui
en résultent contiennent donc un ceeur liquide.
Le groupe du Dr Sefton & Toronto travaille sur
une méthode de coextrusion d'une suspension
de cellules et d’une solution de polyacrylamide

(15) MC Bano et al (1991) A nove! synthetic methed for

-hybridoma celt encapsulation. Bio/Technology 9, 468-471.

(16} F Lim & AM Sun {1930) Microencapsulated islets as
bioartificial endocrine pancreas. Science 216, 908.(17) B
Dupuy ef al {1988) [n siru polymerizaticn of a mieroencap-
sulating medium round living cells. f Biomed Marer Res
22, 1061-1070.

{(18) MC Lévy, F Edward-Lévy & [ Orly (199}, demande
de brevet n” 9304332
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dans un bain provoquant la gélification du
polymére. Cette méthode permet d’éviter les
dtapes de formation des bilies et leur reliquéfac-
tion (19).

La technique dite de coacervation consiste &
réaliser la précipitation d’un polymére liposo-
fuble, dérivé de cellulose, & I'interface d'une
dispersion aqueuse. Mais cette méthode est

{19y WTK Stevenson er af (1988) Microencapsulation of
mammaliaa cells in a hydroxyethyl methacrylate-methy!
methacrylate copolymer: prelimary development. Biomater
Artif Cells Artif Organs 16 {4), 747-769.

(20) AV Rao er af (1989) Survival of microencapsulated
Bifidobacterium psewdslongim in simulated gasteic and
intestinal juices. Con fnst Food Sci Technol J 22, 345-349.

{21) H Dautzenberg er af (1985) Preparation and perfor-

mance of symplex capsules. Makromol Chem Suppl 9, 203-
210.

toxique, 3 cause de ['emploi de solvants
polaires, et requitre done une étude précise des
conditions de travail (20).

Une avire méthode, dévetoppée en Allemagne
par le Dr Dautzenberg, consiste 4 laisser tomber
goutte 4 goutte une solution de sulfate de cellu-
lose (polyanion) dans une solution de polyaming
quaternaire (polycation). A linterface des
gouttes se forme une membrane par interaction
ionique entre les deax polyméres. Cette tech-
nique, appelée coacervation complexe, est extré-
mement douce et permet I'encapsulation de cel-
lules particuiierement fragiles (21). Ces
différentes techniques ont un potenticl énorme.
Cependant, elles sont délicates & maitriser et
r'ont pas recu a ['heure actuelle 1'intérét
qu'elles mériteraient.

Les techniques de bio-encapsulation sont
souvent tres simples 3 metire en ceuvre tant, an

laboratoire (ol une simple aiguille, un becher
et un agitateur suftisent) qu’au niveau indus-
triel {cuve agitée). Basées souvent sur des
principes simples — gélification, peliiculage
ionique - elles sont étudiées dans de nom-
breux laboratoires pour des applications trés
diverses.

L'optimisation de ces precédés et le recours 3
des techniques un peu plus sophistiquées —
polymérisation in situ, coacervation — deman-
dent toutefois un peu plus de doigté, et seul un
petit nombre d*équipes s'est réellement attelé &
cette téche. Encare plus limité est le nombre de
groupes s'attaquant & la transposition a I'échelle
industrielle de ces procédés pour des applica-
tions biotechnologiques. Cette situation est
d’autant plus regrettable que de nombreuses
dtudes er: cours sont trés proches de leur mise en
application industrielle. [
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tion COLETICA.

Que vos produits actifs soient liposolubles,
hydrosolubles ou insolubles,

COLETICA peut vous proposer des solutions
adaptées grace a des capsules dont les
diametres sont compris entre 0,5 et 1000 pm et
dont les membranes sont constituées de
macromolécules biocompatibles et

biodégradables.

... sont des objectifs que vous pouvez atteindre de
fagon naturelle, grace aux technologies d’encapsula-
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