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1. Introduction générale




Suite a l'obtention d’un Master 2 Recherche en Science des Aliments (Université de
Bourgogne), j’ai obtenu en 2007 une allocation de recherche du Ministére de la Recherche (bourse
MENRT) pour réaliser un travail de these portant sur la compréhension des mécanismes de
résistance cellulaire permettant a des levures de résister a la déshydratation. Ce travail de
recherche a été effectué sous la direction du Pr Patrick Gervais et du Dr Laurent Beney au sein de
I'’équipe Génie des Procédés Microbiologiques et Alimentaires (GPMA) d’AgroSup Dijon.
L'ensemble des travaux effectués au cours de la thése ont confirmé la forte implication de la
membrane plasmique dans la mort des cellules lors de perturbations hydriques. L'étude de I'effet
de la cinétique de déshydratation ainsi que I'impact de la composition membranaire en stérols sur
la survie des levures aux stress hydriques a permis d’élucider certains mécanismes conduisant a la
survie ou a la mort des levures lors de la déshydratation et de la réhydratation. Pendant mon
doctorat, j'ai également obtenu un contrat de moniteur m'ayant permis de dispenser des
enseignements au sein de I'Ecole Nationale Supérieure de Biologie appliquée a la Nutrition et 3
I’Alimentation (ENSBANA, Dijon) devenue ensuite AgroSup Dijon. Cette double expérience m’a fait
prendre conscience de mon intérét fort pour le métier d’enseignant-chercheur. Ce métier est

devenu alors pour moi un objectif.

Suite a la thése, ma recherche postdoctorale a été réalisée au travers de différents contrats
d’ingénieur de recherche entre 2011 et 2014. Entre 2011 et 2013, j’ai été recruté comme Ingénieur
de recherche contractuel sur un projet d’Innovation Stratégique Industrielle (1SI) d’Oséo. Le projet,
intitulé ELIXIR, regroupait deux partenaires académiques (AgroSup Dijon et I'Université de Tours)
et deux partenaires industriels (Diana Ingredients et Pierre Guérin Technologies). Il visait a
produire des actifs a haute valeur ajoutée a partir de cultures de cellules végétales en suspension.
L'actif visé dans ce projet était des polyphénols issus de cellules de cacao cultivées en suspension
en fermenteurs. Le développement d’un procédé de conservation a long terme pour ces cellules
d’intérét a également été réalisé dans ce projet. Entre 2013 et 2014, j'ai été recruté comme
ingénieur de recherche financé sur un projet régional obtenu par le consortium de recherche
Membradyn. Le consortium Membradyn regroupait une cinquantaine de chercheurs dijonnais de
différentes institutions (Université de Bourgogne, AgroSup Dijon, INSERM, INRA, CNRS, CHU)
travaillant sur le réle de la structure et de la dynamique des membranes dans la réponse
adaptative de la cellule sur des modeéles divers (cellules humaines, cellules végétales, micro-
organismes) avec des finalités cliniques, thérapeutiques, environnementales ou alimentaires. Mes
travaux lors de ce contrat visaient a approfondir des connaissances théoriques pour proposer des
stratégies de maintien de I'intégrité de la membrane de micro-organismes lors de procédés de
déshydratation. Lors de ces deux contrats d’ingénieur de recherche, j’ai conservé une activité
d’enseignement en réalisant des vacations. J'ai ensuite été Maitre de Conférences contractuel
entre 2014 et 2015 pour étre finalement recruté comme Maitre de Conférences a AgroSup Dijon
le 18 décembre 2015 au sein de 'UMR Procédés Alimentaires et Microbiologiques. Les travaux de
recherche réalisés depuis mon recrutement visent a comprendre et caractériser la réponse de

micro-organismes a des perturbations technologiques et environnementales. Ces connaissances




sont ensuite mises en ceuvre pour développer, d’'une part, des procédés de production et de
conservation pour des micro-organismes d’intérét tels que les ferments et les probiotiques, et
d’autre part des procédés d’inactivation de micro-organismes d’altération.

La premiere partie de ce mémoire d’Habilitation a Diriger des Recherches présente un bilan
synthétique de mes activités, comprenant a la fois mes activités de recherche et d’enseignement.
Un curriculum vitae détaillé présente tout d’abord ma formation académique ainsi que mon
parcours professionnel. Cette partie est ensuite complétée par ma production scientifique, les

activités scientifiques annexes a mon activité de recherche et enfin les activités pédagogiques.

La seconde partie du mémoire est consacrée a la présentation des travaux de recherche. Cette
partie débute par une introduction retracant brievement un historique du développement des
procédés de maitrise des micro-organismes suivie par une présentation de I’environnement, des
thématiques et de la stratégie liée a la recherche que je méne. Une synthése de mes activités de
recherche suivie de perspectives associées sont ensuite développées. Enfin, cette partie se
conclue avec la présentation de mes expériences dans I'animation de la recherche. Cette partie
développe les aspects d’encadrement de la recherche, les collaborations scientifiques, le montage
et le pilotage de projets et enfin, mes responsabilités collectives liées a la recherche. Six articles
emblématiques de la recherche que j'ai effectuée jusqu’a maintenant sont finalement mis en

avant a la fin de ce manuscrit.







2. Bilan des activités




2.1. Curriculum vitae

Etat Civil

Sébastien DUPONT

Né le 28 septembre 1982 a Saint-Quentin (02), nationalité frangaise
40 ans, pacsé, 2 enfants

E-mail : sebastien.dupont@agrosupdijon.fr

Tél : 06.83.29.40.71 — 03.80.77.40.97

Adresse personnelle : Adresse professionnelle :

4, rue des poiriers burotte Institut Agro Dijon

21490 Bretigny UMR PAM — Equipe PMB
1, Esplanade Erasme
21000 Dijon

Situation actuelle

Depuis le Maitre de Conférences, UMR Procédés Alimentaires et Microbiologiques, équipe
18/12/2015 Procédés Microbiologiques et Biotechnologiques, Institut Agro Dijon.
Théme de recherche : Compréhension de la réponse de micro-organismes a des
perturbations technologiques et environnementales pour le développement de
procédés de préservation ou de décontamination.

Formation Académique

2011 Doctorat en Sciences de I’Alimentation spécialité Génie des Procédés,
AgroSup/Université de Bourgogne, Dijon. (Mention Treés Honorable)

2007 Master Il Recherche en Sciences de I’Alimentation, spécialité Science des
Aliments, AgroSup, Dijon. (Mention Bien, major de promotion)

2006 Master | Biologie Cellulaire et Physiologie, spécialité Qualité des Aliments,
Université de Bourgogne, Dijon. (Mention Assez Bien)

2005 Licence Biologie Cellulaire et Physiologie, Université Joseph Fourier, Grenoble.
(Mention Assez Bien)

Expériences de Recherche & Expériences Professionnelles antérieures

2014-2015 Maitre de Conférences contractuel, UMR Procédés Alimentaires et
Microbiologiques, équipe Procédés Microbiologiques et Biotechnologiques,
AgroSup Dijon/Université de Bourgogne, Dijon.
Theme de recherche : Réle des stérols dans la protection des lipides contre un stress
oxydatif.

2013-2014 Ingénieur de recherche contractuel au sein du consortium Membradyn, UMR
Procédés Alimentaires et Microbiologiques, équipe Procédés Microbiologiques et
Biotechnologiques, AgroSup Dijon/Université de Bourgogne, Dijon.



mailto:sebastien.dupont@agrosupdijon.fr

2011-2013

2007-2011

2007

Theme de recherche : Role de I'ergostérol dans la structure et la dynamique de la
membrane plasmique des levures.

Ingénieur de recherche contractuel sur le projet ELIXIR (projet d’Innovation
Stratégique Industrielle d’Oséo) au sein I'UMR Procédés Alimentaires et
Microbiologiques, équipe Procédés Microbiologiques et Biotechnologiques,
AgroSup Dijon/Université de Bourgogne, Dijon.

Théme de recherche : Conservation a long terme de cellules végétales en suspension
par congélation et déshydratation.

Doctorat sous la direction de L. Beney (MCF, AgroSup, Dijon) et P. Gervais (PR,
AgroSup, Dijon). Financement : bourse MENRT et % ATER. Thése en Sciences de
I’Alimentation spécialité Génie des Procédés, au sein du laboratoire de Génie des
Procédés Microbiologiques et alimentaires, AgroSup, Dijon.

Sujet de la thése: « Implication de la membrane plasmique dans la survie de
Saccharomyces cerevisiae lors de perturbations hydriques : réle clé de I'ergostérol
».

Stage de Master Il Recherche (MCF, AgroSup, Dijon) au Laboratoire de Génie des
Procédés Microbiologiques et alimentaires, ENSBANA, Dijon.

Sujet du stage: « Déshydratation et réhydratation cellulaires: impact sur la
membrane plasmique ».

Enseignement et Encadrement

Depuis
2016

2014-2015

2011-2014
2010-2011

2007-2010

Theéses

Post-doc

Master 2

e Enseignement

Maitre de Conférences a AgroSup Dijon puis Institut Agro Dijon (= 250 h éq. TD,
Sciences pour l'Ingénieur a AgroSup Dijon et cours en M2R, Université de
Bourgogne, Dijon).

Maitre de Conférences contractuel a AgroSup Dijon (192 h éq. TD, Sciences pour
I'Ingénieur a AgroSup Dijon et cours en M2R, Université de Bourgogne, Dijon).

Vacations a AgroSup Dijon (= 50 h eq. TD/an, Sciences pour I'Ingénieur).

Attaché Temporaire d’Enseignement et de Recherche a AgroSup Dijon (96 h eq.
TD, Sciences pour I'Ingénieur).

Moniteur d’Initiation a I’Enseignement Supérieur a AgroSup Dijon (64 h eq.
TD/an, Sciences pour I'Ingénieur).

e Encadrement
3 théses co-encadrées a 50% : Audrey Raise (2018-2021), Pauline Ribert (2019-
2021) et Léa Savard (2023-2026), 2 participations a des encadrements de theése :
Richtier Gongalves da Cruz (2014-2017) et Aurore Bodzen (2017-2021)

3 post-doctorants : Cédric Grangeteau (2017, encadrement a 50%), Emilie Lang
(2018-2020, encadrement a 50%) et Thibaut Thery (2019-2022, encadrement a
100%)

8 étudiants en Master 2 depuis 2016 (1 a 33% d’encadrement, 4 a 50% et 3 a
100%)




Responsabilités collectives

2022-2024
2019-2021
2019-2022
2018-2020
2018-2019

Depuis
2018
2018

2017-2018
2017-2021
2016-2020

2016
2015-2018

2012

Depuis
2018

Depuis
2017

Depuis
2016

e Responsabilités scientifiques

Coordinateur du projet inter-Carnot EFFINOX (Qualiment/Plant2Pro)
Coordinateur de I’ANR Jeune Chercheur GreenDeconta

Membre élu du conseil scientifique d’AgroSup Dijon

Responsable scientifique du projet de maturation IDLux

Responsable scientifique d’un projet collaboratif de recherche avec la société
Nextbiotix

Co-directeur de I’équipe PMB de ’'UMR PAM

Membre du comité d’organisation du colloque « Lutter contre les flores
pathogenes et d’altération des industries alimentaires »

Porteur d’un projet scientifique AgroSup Dijon

Coordinateur d’une tache sur 'ANR DOPEOS

Responsable de I'axe transversal de recherche « Oxydation des micro-
organismes, des aliments et du vin » au sein de 'UMR PAM

Responsable scientifique du projet Carnot Qualiment « Anastab »

Responsable d’un projet campus PHC-Osmose entre la France et la Lettonie.

Membre du comité d’organisation du congres international « Dijon Domains »

e Responsabilités pédagogiques
Coordonnateur de la formation d’ingénieur par apprentissage d’AgroSup Dijon
puis de L'Institut Agro Dijon

Responsable de l'unité d’enseignement « Food Processes and Emerging
Technologies » dans le master international MP? (Microbiology and
Physicochemistry for food and wine Processes)

Responsable du module d’enseignement de thermodynamique a AgroSup Dijon
puis a L'Institut Agro Dijon

Bilan de la valorisation Scientifique

e 55 communications lors de congrés ou workshops

e 1 chapitre d’ouvrage

e 3 brevets et 1 savoir-faire secret (dont 1 brevet et 1 savoir-faire secret licenciés)

e 37 articles publiés dans des revues scientifiques a comité de lecture (40,5% dans les deux
premiers auteurs et 13,5% dans les deux derniers auteurs), facteur d’impact moyen : 4,9.

Web of Science Research Gate Google Scholar

Nombre de citations 903 1136 1379
h-index 16 17 17
h/n (n=13) 1,2 1,3 1,3




2.2. Production scientifique

1.

10.

11.

2.2.1. Publications dans des revues scientifiques internationales a comité de lecture

Pineau, L., Colas, J., Dupont, S., Beney, L., Fleurat-Lessard, P., Berjeaud, J.-M., Berges, T., &
Ferreira, T. (2009). Lipid-Induced ER Stress : Synergistic Effects of Sterols and Saturated Fatty
Acids. TRAFFIC, 10(6), 673-690. (IF JCR 2009 : 6,255 - Q1)

Dupont, S., Beney, L., Ritt, J.-F., Lherminier, J., & Gervais, P. (2010). Lateral reorganization of
plasma membrane is involved in the yeast resistance to severe dehydration. BIOCHIMICA ET
BIOPHYSICA ACTA-BIOMEMBRANES, 1798(5), 975-985. (IF JCR 2010 : 4,647 - Q1)

Deguil, J., Pineau, L., Snyder, E. C. R., Dupont, S., Beney, L., Gil, A., Frapper, G., & Ferreira, T.
(2011). Modulation of Lipid-Induced ER Stress by Fatty Acid Shape. TRAFFIC, 12(3), 349-362.
(IFJCR2011:4,919-Q1)

Dupont, S., Beney, L., Ferreira, T., & Gervais, P. (2011). Nature of sterols affects plasma
membrane behavior and yeast survival during dehydration. BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA-
BIOMEMBRANES, 1808(6), 1520-1528. (IF JCR 2011 : 3,99 - Q1)

Dupont, S., Lemetais, G., Ferreira, T., Cayot, P., Gervais, P., & Beney, L. (2012). Ergosterol
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Bombyx mori JHBP, a member of the TULIP/Takeout family of lipid transporters. INSECT
BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY, 117. (IFJCR 2020: 4,714 - Q1)

Raise, A., Dupont, S.*, laconelli, C., Caliri, C., Charriau, A., Gervais, P., Chambin, O., & Beney,
L. (2020). Comparison of two encapsulation processes to protect the commensal gut probiotic
bacterium Faecalibacterium prausnitzii from the digestive tract. JOURNAL OF DRUG DELIVERY
SCIENCE AND TECHNOLOGY, 56(A). (IF JCR 2020: 3,981 - Q2)

Bodzen, A, Jossier, A., Dupont, S., Mousset, P.-Y., Beney, L., Lafay, S., & Gervais, P. (2021a).
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* Publications en auteur correspondant
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Dupont S., laconelli C., Caliri C., Charriau A., Gervais P., Chambin O., Beney L. (2016).
Nouvelles stratégies de stabilisation des bactéries extrémement sensibles a I'oxygéne : cas du

probiotique Faecalibacterium prausnitzii. STP Pharma pratiques. 26(2) : 105-107.

2.2.3. Chapitre d’ouvrage

Dupont S. *, Beney L. (2018). Use of gases in microorganism preservation processes. Gases in

Agro-Food Processes, 1% Edition. Elsevier.

2.2.4. Produits scientifiques a destination de professionnels ou du grand public

Beney L., Dupont S., Gervais P. (2012). Maitrise des activités et de la viabilité microbiennes
par le contrble de I’hydratation. Industries Alimentaires et Agricoles — Dossier spécial : I'eau
dans les aliments N° 11/12 2012.

Dupont S., Beney L., Gervais P. (2013). Conservation a long terme de systémes biologiques
viables et fonctionnels. Techniques de I'Ingénieur. Référence F3480

Dupont S., Moundanga S., Grangeteau C., Beney L. (2018). Comprendre les moisissures
alimentaires pour mieux les contréler. Vidéo de vulgarisation :
https://www.youtube.com/watch?v=RW4Ru9bHrCs (36826 vues au 25/07/2023)
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Dupont S., Thery T., Grangeteau C., Beney L. (2023). Microbial inactivation by the use of ultra
high irradiance blue light. International Congress on Engineering and Food (ICEF14). Nantes,
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Guyot S., Zoz F., Grandvalet C., Dupont S., Ragon M., Firmesse O., Beney L. (2023). Control of
Listeria monocytogenes present on surfaces by managing the Relative Humidity of the air.
International Congress on Engineering and Food (ICEF14). Nantes, France. (communication
affichée)

Ragon M., Belliot G., de Rougemont A., Estienney M., Dupont S., Beney L., Guyot S. (2022). Le
bactériophage MS2 : un surrogate du norovirus humain a I'épreuve de procédés de
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Francaise de Génie des Procédés. Toulouse, France. (communication orale)

Dupont S., Thery T., Grangeteau C., Beney L. (2022). Décontamination microbienne par
I"'utilisation de la lumiéere bleue a ultra-haute intensité. Congres de la Société Francaise de
Génie des Procédés. Toulouse, France. (communication affichée)

Beney L., Raise A., Chambin O., Dupont S. (2022). Développement et optimisation d’un
procédé de production de bactéries extrémement sensibles a I’'oxygéne pour leur exploitation
industrielle. Congres de la Société Francaise de Génie des Procédés. Toulouse, France.
(communication affichée)

Chambin O., Moundanga S., Dupont S., Allouche R., Zupan N., Muschert S., Beney L. (2022).
Soft-tableting: a mean to increase stability of probiotics. 2" edition of the virtual International
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Genetics and Food quality ». Torun, Pologne. (communication orale)

Thery T., Grangeteau C., Beney L., Dupont S. (2021). Lumiére bleue a ultra-haute irradiance
(UHI) : promesses d’une technologie dans la décontamination microbienne et la préservation
d’aliments ?. Microbes - 16°™ Congrés National de SFM. Nantes, France. (communication
affichée)

AdamuzJ., Denimal E., Grangeteau C., DupontS., Beney L. (2021). A new method for analysing
the dynamics of individual responses in a stressed yeast population by coupling microscopy
video sequence acquisition and image analysis. Microbes -16°™¢ Congrés National de SFM.
Nantes, France. (communication affichée)

Ribert P., Beney L., Roudaut G., Dupont S. (2021). Understanding the thermal resistance of
ADY by differential scanning calorimetry approach. International Conference on Yeast
Biotechnology and Biology (ICYBB), distanciel. (communication orale — Prix de la meilleure
communication orale)
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Raise A., Dupont S., Chambin O., Tourdot-Maréchal R., Beney L. (2020). Fermentations
innovantes pour I'alimentation du futur. 8¢mes Rencontres de I'Institut Carnot Qualiment.
Paris, France. (communication orale)

Grangeteau C., Adamuz J., Thery T., Lang E., Dupont S., Beney L. (2019). La photo-oxydation
par lumiére bleue a haute intensité : Une voie prometteuse pour le développement d’un
procédé de décontamination microbienne. Congres de la Société Francaise de Génie des
Procédés. Nantes, France. (communication orale)

Raise A., Vaucher B., Jouffrey C., Chambin O., Beney L., Karbowiak T. and Dupont S. (2019).
New approach to study the probiotic rehydration and controlled release from encapsulation
matrixes thanks to dye. ISOPOW XIV. Dijon, France. (communication affichée)

Bodzen A., Jossier A., Dupont S., Mousset P.Y., Beney L., Lafay S., Gervais P. (2019). The
growth medium: a critical parameter for lactic acid bacteria survival to freeze-drying.
Microbiotec’19. Coimbra, Portugal. (communication orale)

Grangeteau C., Thery T., Adamuz J., Dupont S., Beney L. (2019). High-intensive photo-
oxidation based on visible light as a promising mean to develop microbial decontamination
process. Food And Biosystem Engineering International Conference. Heraklion, Gréce.
(communication orale)

Raise A., Dupont S., Allouche R., Charriau A., Gervais P., Chambin O. and Beney L. (2019).
Tableting: an interesting process to stabilize a probiotic extremely sensitive to oxygen.
XVlleme Congres de la Société Frangaise de Génie des Procédés (SFGP). Nantes, France.
(communication orale)

Raise A., Dupont S., laconelli C., Caliri C., Charriau A., Gervais P., Chambin O., Beney L. (2018).
Stratégies d’encapsulation de bactéries probiotiques extrémement sensibles a I'oxygene.
24éme Forum des Jeunes Chercheurs. Besangon, France. (communication affichée — prix du
meilleur poster)

Bodzen A, laconelli C., Charriau A., Dupont S., Beney L., Gervais P. (2018). Specific gaseous
conditions significantly improve Lactobacillus casei ATCC334 and Escherichia coli K12 survival
to freeze-drying. 24éme Forum des Jeunes Chercheurs. Besangon, France. (communication
orale)

Raise A., Dupont S., laconelli C., Caliri C., Charriau A., Gervais P., Chambin O., Beney L. (2018).
Stratégies d’encapsulation de bactéries probiotiques extrémement sensibles a I'oxygene.
39éme congres du G.F.H.G.N.P. Dijon, France. (communication affichée)

DupontS., laconelli C., Calieri C., Raise A., Charriau A., Gervais P., Chambin O., Beney L. (2017).
Production et stabilisation de bactéries extrémement sensibles a I'oxygene : cas du
probiotique Faecalibacterium prausnitzii. 162™ Congrés de la Société Francaise de Génie des
Procédés, Nancy, France. (communication affichée)

Raise A., Dupont S., Allouche R., Gervais P., Beney L. and Chambin O. (2019). Comparison of
different dosage forms to deliver extremely oxygen-sensitive probiotics. The 3rd European
Conference on Pharmaceutics. Bologne, Italie. (communication orale)
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Dupont S., Beney L., Thomas M. (2018). The viability and functionality of F. prausnitzii strains
grown in a new confidential growth medium. 6" World Congress on Targeting Microbiota.
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Raise A., Dupont S., Allouche R., Gervais P., Beney L., Chambin O. Different Strategies to
Stabilize Extremely Oxygen-Sensitive Probiotics. (2018). 3rd International Conference on
Agriculture and Agro-Industry. Chiang Rai, Thailande. (communication orale)

Dupont S., Charriau A., Raise A., Chambin O., Gervais P., Beney L. (2017). Challenges in the
large scale production of anaerobic bacteria. Pharmabiotics Global, Paris, France.
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Allouche R., Dupont S., Charriau A., Gervais P., Beney L., Chambin O. (2017). Stabilization of
probiotic sensitive to oxygen by direct compression. 2" European Conference on
Pharmaceutics, Cracovie, Pologne. (communication affichée)

Raise A., DupontS., laconelli C., Caliri C., Charriau A., Gervais P., Chambin O., Beney L. (2017).
Stratégies d’encapsulation de bactéries probiotiques extrémement sensibles a I'oxygene.
13éme Congres de la Société Frangaise de Microbiologie. Paris, France. (communication
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Chambin O., DupontSS., laconelli C., Caliri C., Charriau A., Gervais P., Beney L. (2016). Different
Encapsulation Strategies to stabilize Extremly Oxygen-sensitive Bacteria: Case of the Probiotic
Faecalibacterium prausnitzii. 4™ Congress on Innovation in Drug Delivery, Antibes-Juan-les-
Pins, France. (communication affichée)

Dupont S., Lafarge C., Jouffrey C., Cayot P., Gervais P., Beney L. (2016). A New Antioxidant
Role for Sterols: the case of Ergosterol. 1%t International Symposium on Lipid Oxidation and
Antioxidants, Porto, Portugal. (communication affichée)

Gongalves da Cruz R, Lira S.P., Vieira T.M.S., Dupont S., Beney L. (2016). Use of Wild-type and
Mutant of Saccharomyces cerevisiae as an Antioxidant Activity Method for Acerola Extract
from Brazil. 15t International Symposium on Lipid Oxidation and Antioxidants, Porto, Portugal.
(communication affichée)

Dupont S., laconelli C., Caliri C., Charriau A., Gervais P., Chambin O., Beney L. (2015).
Nouvelles stratégies de stabilisation des bactéries extrémement sensibles a I'oxygéne : cas du
probiotique Faecalibacterium prausnitzii. Colloque “Encapsulation/vectorisation de
molécules actives”, Dijon, France. (communication orale)

Dupont S., Lafarge C., Cayot P., Gervais P., Beney L. (2015). The unexpected role of ergosterol
in yeast adaptation to hydric fluctuations. ISSY 32 — International specialized symposium on
yeasts, Perugia, Italie. (communication orale)

Dupont S., Lafarge C., Cayot P., Gervais P., Beney L. (2015). A new antioxidant role for sterols:
the case of ergosterol. ISSY 32 — International specialized symposium on yeasts, Perugia, Italie.
(communication affichée)
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Dupont S. (2015). Compréhension des mécanismes de résistance de S. cerevisiae pour le
développement de procédés de maitrise des contaminations fongiques. Workshop AgroSup
Dijon Produire, transformer, commercialiser, distribuer, consommer autrement, Dijon,
France. (communication orale)

Dupont S. (2014). Compréhension des mécanismes de résistance a la déshydratation de
Saccharomyces cerevisiae : application a la préservation ou la destruction de levures.
Colloque Flores Microbiennes d’Intérét, Dijon, France. (communication orale invitée)

Dupont S. (2014). L’ergostérol : une molécule clé dans le passage d’une vie aquatique a une
vie terrestre chez les champignons. Journée de Rencontre avec les lycéens organisée par
Agrale Dijon, Dijon, France. (communication orale)

Dupont S., Gervais P., Beney L. (2014). Lateral reorganization of yeast plasma membrane is
involved in the yeast resistance to severe dehydration. New Frontiers in Anhydrobiosis,
Pornichet, France. (communication affichée)

Dupont S., Ferreira T., Cayot P., Gervais P., Beney L. (2014). Key role of ergosterol in yeast
adaptation to anhydrobiosis. New Frontiers in Anhydrobiosis, Pornichet, France.
(communication orale)

Vo-van Q.B., Beney L., Dupont S., Tourdot-Marechal R. (2013). Role des stérols dans la
réponse a un stress éthanol chez la levure Saccharomyces cerevisiae. Forum des Jeunes
Chercheurs, Dijon, France. (communication affichée)

Dupont S., laconelli C.,, Gervais P., Beney L. (2012). Ergosterol-rich microdomains:
antioxidative islets in yeast plasma membrane? Dijon Domains, Dijon, France (communication
orale)

Dupont S., Gervais P., Beney L. (2012). Role of nature and lateral organization of sterols on
the yeast resistance to extreme dehydration. Dijon Domains, Dijon, France (communication
affichée)

Dupont S., Lemetais G., Ferreira T., Cayot P., Gervais P., Beney L. (2012). Role clé de
I'ergostérol dans la résistance des levures aux perturbations hydriques. Workshop
Microbiologie - Interactions des microorganismes avec leurs environnements : circulation,
adaptation, Dijon, France (communication orale invitée)

Dupont S., Lemetais G., Ferreira T., Cayot P., Gervais P., Beney L. (2012). The key role of
ergosterol in the resistance of yeasts to water stress. Microbial Stress : From Molecules to
Systems, Belgirate, ltalie. (communication orale)

Dupont S., Gervais P., Beney L. (2012). Lateral reorganization of yeast plasma membrane is
involved in the yeast resistance to severe dehydration. Microbial Stress : From Molecules to
Systems, Belgirate, Italie. (communication affichée - 32™ prix de la meilleure communication
affichée du congres)
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50.

51.

52.

53.

54.

55.

Dupont S., Gervais P., Beney L. (2011). Role de I'ergostérol dans la résistance des levures a la
déshydratation. Forum des Jeunes Chercheurs, Dijon, France. (communication orale - Prix de
la meilleure communication orale de la section Microbiologie-Alimentation)

Dupont S., Gervais P., Beney L. (2011). Role of Sterol Organization and Nature on the
Resistance of Yeast to Extreme Dehydration. 1% International CIGR Workshop on Food Safety:
Advances and Trends, Dijon, France. (communication affichée)

Beney L., Dupont S., Gervais P. (2011). Influence of Hydration Changes on the Resistance of
Microorganisms: Implication in the Decontamination of Dried Foods. 1% International CIGR
Workshop on Food Safety: Advances and Trends, Dijon, France. (communication orale)

Beney L., Dupont S., Gervais P. (2010). Dehydration rate affects membrane lateral
organization and yeast survival. Patchy Prague - Workshop on Plasma Membrane Domains in
Fungi and Plants, Prague, République Tchéque. (communication orale)

Dupont S., Gervais P., Beney L. (2010). Kinetic of dehydration affects lateral membrane
organization and cell survival. XXlléme Congrés de la Société Francaise de Biophysique, La
Colle sur Loup, France. (communication affichée)

Beney L., Dupont S., Simonin H., Gervais P. (2010). Impact of simultaneous thermal and
osmotic treatments on plasma membrane and the survival of yeast. XXlléme Congrés de la
Société Francaise de Biophysique, La Colle sur Loup, France. (communication affichée)

Dupont S., Lemetais G., Gervais P., Beney L. (2010). Impact de la cinétique de déshydratation
sur la membrane plasmique de la levure S. cerevisiae. Forum des Jeunes Chercheurs,
Besancon, France. (communication orale)

Lemetais G., Dupont S., Molimard P., Courau S., Beney L., Gervais P. (2010). Optimisation de
la déshydratation d’'une souche probiotique. Forum des Jeunes Chercheurs, Besancon,
France. (communication affichée)

Dupont S., Gervais P., Beney L. (2009). Relation entre la survie cellulaire et les modifications
membranaires lors de déshydratations extrémes : optimisation de stratégies de conservation
cellulaire. Xlléeme congrés de la Société Francaise de Génie des Procédés, Marseille.
(communication affichée)

Dupont S., Gervais P., Beney L. (2009). Impact de la déshydratation extréme sur la dynamique
membranaire de la levure Saccharomyces cerevisiae. Journée de Présentation Dijon Imagerie
Cellulaire, Dijon, France. (communication orale)

Dupont S., Gervais P., Beney L. (2009). Implication de la membrane plasmique dans la survie
et la mort de la levure lors d’une perturbation hydrique. Forum des Jeunes Chercheurs, Dijon,
France. (communication orale)

Dupont S., Gervais P., Beney L. (2009). Cell survival to severe dehydration is related to
maintain of membrane integrity: application to optimization of preservation strategies of
microorganisms. European Drying Conference AFSIA, Lyon. (communication affichée)

Dupont S., Gervais P., Beney L. (2008). Implication de la membrane plasmique dans la survie
et la mort de la levure lors d’une perturbation hydrique. Forum des Jeunes Chercheurs,
Besancon, France. (communication affichée)
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2.2.6. Brevets et savoir-faire secret

. Savoir-faire secret LELISTA (2017) : Protocole de production de suspensions microbiennes a
I’état liquide avec longues durées de conservation. Savoir-faire déposé a la SATT-Grand Est
(SAYENS). Exploitation par Licence exclusive par le Centre (Enologique de Bourgogne
(Beaune).

. Brevet d’invention (FR3084262B1) (2021): Procédé d’élimination de micro-organismes
présents dans et/ou a la surface d’'un matériau a décontaminer. Exploitation par licence par
la société Pholia (Brevet étendu a I'international (EP3829654A1 et W0O2020020591A1)).

. Brevet d’invention (FR3108122A1) (2021) : Milieu de culture alimentaire. Ce brevet décrit
I"'utilisation d’un milieu de culture de qualité alimentaire pour la production de bactéries
lactiques destinées a une utilisation alimentaire ou pharmaceutique.

. Brevet d’invention (FR3118059A1) (2022) : Milieu de culture, procédé de fabrication et
procédé de culture bactérienne. Ce brevet décrit la fabrication d’un milieu et les conditions

de culture pour la production de bactéries extrémement sensibles a I’oxygeéne (Brevet étendu
a l'international (W02022129616A1)).
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2.3. Activités scientifiques annexes

2.3.1. Activités d’expertise scientifique

e 2017 : Evaluation d’un projet ECOS (Evaluation-orientation de la Coopération Scientifique)

— Programme de coopération et de partenariat scientifique France-Mexique.

e 2018 : Evaluation d’un projet ECOS (Evaluation-orientation de la Coopération Scientifique)

— Programme de coopération et de partenariat scientifique France-Mexique.
e 2022 : Expertise dossiers BQR 2022 - Recherche en Réseau
e 06/2022 : Expertise projet MITACS Accélération (Canada)

e 05/2023 : Expertise projet MITACS Accélération (Canada)

2.3.2. Membre de comité de these et chercheur référent de I'école doctorale

e 2016-2020 : Membre du comité de these de Daniel ZAVALA ORTIZ (Université de Lorraine,
Ecole doctorale SIMPPE - SCIENCES ET INGENIERIES DES MOLECULES, DES PRODUITS, DES
PROCEDES ET DE L'ENERGIE)

e 2016-2018 : Membre du comité de thése de Li MENGYAO (Université de Lorraine, Ecole
doctorale SIMPPE - SCIENCES ET INGENIERIES DES MOLECULES, DES PRODUITS, DES
PROCEDES ET DE L'ENERGIE)

e Depuis 2016: Chercheur référent pour des doctorants de [I'école doctorale

Environnements-Santé de I'Université de Bourgogne Franche-Comté

2.3.3. Activité éditoriale

e Membre du comité éditorial du journal Foods, section Food Microbiology

e Reviewers dans Food Microbiology, Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, Foods,
Cell Biology International, Frontiers in Genetics, Food Control, Applied and Environmental

Microbiology.

19



2.4. Activités pédagogiques

2.4.1. Contexte d’exercice de |'activité d’enseignement

Concernant mon activité d’enseignement depuis mon recrutement comme Maitre de Conférences
a AgroSup Dijon, j'appartiens au département des Sciences de I'Ingénieur et des Procédés (DSIP).
AgroSup Dijon devenue I'Institut Agro Dijon en 2022 est une école d’ingénieur qui dispense un
enseignement autour des sciences agronomiques et des sciences des aliments. L’enseignement
de I'Institut Agro Dijon repose sur quatre départements qui chacun d’eux comporte plusieurs

Unités Pédagogiques (UP) (Figure 1).

D2A2E DSAN

Départeme.nt Département des Sciences
d’Agronomie, des Aliments et Nutrition
Agroéquipements, Elevage
et Environnement 4 Unités pédagogiques:

DSHS DSIP

Département des Sciences Département des Sciences

Humaines et Sociales de I'Ingénieur et des

Procédés

5 Unités pédagogiques:

Politiques
* Economie et Gestion de
I'Entreprise
* Llangues
* Sciences de la Formation et
de la Communication
Sociologie

Microbiologie Alimentaire
4 Unités pédagogiques: * Physico-chimieet
* AgroEquipements formulation
* Agronomie-Ecologie * Godt et Consommateur
*  Géosciences et écologie * Nutrition et Toxicologie
= Production animale Alimentaire

3 Unités pédagogiques:
* Génie des Procédés
Alimentaires
* Base de Génie des Procédés
Mathématiques Appligquées,
Informatique, Statistiques

Figure 1. Structure et organisation des départements d'enseignement de I'Institut Agro Dijon.

Mon poste de Maitre de Conférences est rattaché a 'UP Génie des Procédés Alimentaires.
J'enseigne cependant également dans I'UP Base de Génie des Procédés.

2.4.2. Volumes, répartition des différents types d’enseignement et publics concernés

Depuis mon recrutement, mon service d’enseignement a sensiblement évolué au cours des
années (Figure 2). Il a augmenté entre 2016 et 2018 pour atteindre 309 hTD puis a ensuite diminué
autour de 250 hTD suite a une demande de ma part pour pouvoir retrouver plus de temps a
consacrer a la recherche.

350 A

300 -

250 -
200
150 -
100
50 -
0 4 T T T T T

2016/2017 2017/2018 2018/2019 2019/2020 2020/2021 2021/2022
Années académiques

Volume horaire (hTD/an)

S

Figure 2. Evolution du volume de mon service d’enseignement sur la période 2016-2022.
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Mon enseignement comporte des cours magistraux, des travaux dirigés et des travaux pratiques.
Depuis le début de ma carriere, la part dédiée aux travaux pratiques se réduit en faveur des cours
magistraux et des travaux dirigés. Mon service d’enseignement est complété par différentes
activités telles que le suivi d’étudiants en stage et la participation a des jurys. Depuis 2018, 30 h
équivalent TD (hTD) sont intégrées a mon service d’enseignement pour la coordination de la
formation d’ingénieur agro-alimentaire par apprentissage de I'Institut Agro Dijon. La répartition

entre les différents types d’enseignement sur la période 2016-2021 est présentée dans la Figure

sCM =TD =TP Suivis de stages et jurys  ® Coordination formation

Figure 3. Répartition de mon service d’enseignement sur la période 2016-2022.

Mon enseignement est principalement réalisé dans les formations d’ingénieur de I'Institut Agro
Dijon. A titre d’exemple, sur I'année universitaire 2021/2022, environ 90% de mon service réalisé
face a des étudiants concernait ces formations. Les 10% restants concernaient des enseignements
réalisés en Master 1 Nutrition et Sciences des Aliments (Université de Bourgogne) et dans le
Master 2 international Microbiology and Physicochemistry for food and wine Processes (MP?)
(Tableau 1).




Tableau 1. Enseignements dispensés face aux étudiants pour I'année 2021/2022. Dans les intitulés de formation, 1A et 2A
correspondent aux étudiants ingénieurs de 1ére et 2eme année, respectivement.

Formation Ingénieur sous

statut étudiant 1A Thermodynamique

Formation Ingénieur sous
statut apprenti 1A Thermodynamique 12 20 CcM

Master 2 recherche MP? Food Processes and Emerging
Technologies

Formation Ingénieur sous

Thermodynamique 220 (=25/groupe de

statut étudiant 1A 48 ) TD

Formation Ingénieur sous Thermodynamiaue

statut apprenti 1A v q 8 20 TD

Master 1 Nutrition et Sciences

des Aliments Génie des Procédés 8 52 (26/groupe de TD) TD

o LT e S0 Opérations unitaires du génie des 2V

statut étudiant 2A ? P g 48 étudiants/groupe de TP

procédés alimentaires

TP)

Formation Ingénieur sous Opérations unitaires du génie des 20 (5

statut apprenti 2A procédés alimentaires 16 étudiants/groupe de TP
TP)

Formation Ingénieur sous Thermodynamiaue 20 (5

statut apprenti 1A v q 16 étudiants/groupe de TP
TP)

2.4.3. Gestion et animation de I'enseighement

Différentes missions collectives en lien avec I'enseignement m’ont été confiées depuis mon
recrutement comme Maitre de Conférences. Les principales missions sont listées ci-dessous :

e Depuis septembre 2016 : Responsable du module d’enseignement de thermodynamique
a AgroSup Dijon puis a I'Institut Agro Dijon

e Depuis septembre 2017 : Responsable de 'unité d’enseignement « Food Processes and
Emerging Technologies » dans le Master recherche international MP?

e Depuis septembre 2018 : Coordonnateur de la formation Ingénieur agro-alimentaire par

apprentissage AgroSup Dijon puis a I'Institut Agro Dijon.
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3. Activités de recherche
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3.1. Introduction

Il y a environ 3,5 milliards d’années, les premieres formes de vie se développaient sur Terre.
L'analyse des plus anciens fossiles retrouvés a révélé que ces formes de vie étaient alors
exclusivement aquatiques et consistaient en des micro-organismes. La capacité d’évolution
rapide, de par des taux de mutation importants et le transfert horizontal de génes, a permis aux
micro-organismes de coloniser ensuite une grande variété de niches écologiques de notre planete.
La famille des hominidés a laquelle appartient 'Homme moderne est apparue bien plus tard, il y
a environ 9 millions d’années. L’évolution de I’'Homme vers Homo sapiens ne s’est pas déroulée
en parallele de celle du monde microbien mais dans une intime interaction. En effet, les micro-
organismes ne sont pas seulement des acteurs du monde qui nous entoure mais certains, dits
« commensaux », sont aussi hébergés par notre corps. L'accroissement des connaissances sur les
micro-organismes commensaux a permis de mettre en évidence le réle du microbiote dans
diverses fonctions métaboliques de I'Homme (Jandhyala et al. 2015). Cette relation n’est
cependant pas a sens unique puisque I'environnement créé par I’'h6te affecte le microbiote. Ces
connaissances ont permis de proposer le concept de Chosmo sapiens, selon lequel I'Homme
moderne a co-évolué depuis ses origines avec le monde microbien avec lequel il est

indéfectiblement lié.

La prise de conscience du monde microbien par I’'Homme est finalement un événement récent a
I’échelle de cette interaction originelle. Elle est principalement reliée aux travaux scientifiques
réalisés a la fin du XVII*™® siécle par Antoni van Leeuwenkoek (1632-1723) qui, par ses
contributions sur I'amélioration des premiers microscopes, a observé et décrit des micro-
organismes pour la premiére fois. Ce n’est cependant que 200 ans plus tard, avec notamment les
travaux de Robert Koch (1843-1910) et Louis Pasteur (1822-1895), qu’ont été mis en évidence
I'implication de ces micro-organismes comme agents de certaines maladies mais aussi comme
agents de la fermentation des aliments. De ces découvertes sont nées les premiéres recherches
visant a développer des technologies de maitrise des populations microbiennes. Ces technologies
consistent en des procédés d’inactivation pour les micro-organismes d’altération ou pathogénes

et en des procédés de production pour les micro-organismes d’intérét.

3.1.1. Procédés de production et de stabilisation de micro-organismes

Les micro-organismes d’intérét comprennent les micro-organismes qui, par leurs activités
métaboliques et leurs interactions avec d’autres organismes, présentent des bénéfices pour
'Homme et I'environnement. La production en bioréacteur de micro-organismes d’intérét
remonte au début du XX®™¢ siécle. La premiére fermentation bactérienne réalisée en bioréacteur
controlé a été réalisée en 1916 par Chaim Weizmann (1874-1952) dans le but de produire de
I’acétone qui était alors utilisée pour la fabrication d’explosifs (Nguyen et al. 2018). Des réacteurs

a plus grande échelle intégrant des systémes d’aération ont ensuite été construits pour produire
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des levures pressées (Becze and Liebmann 1944) (Figure 4). De nos jours, la capacité des réacteurs

a augmenté jusqu’a des volumes pouvant aller jusqu’au million de litres.

AERATION in the PRODUCTION
of COMPRESSED YEAST

The photograph shows an
aerating system of the
perforated tube type for
a huge propagating tub,
where compressed yeast
is produced by aeration
in & European factory.

George de Becge and A. [). Lichmann SHENLEY RESEARCH INSTITUTE, LAWRENCEBURG, IND.

Figure 4. Représentation du systéeme d’aération, développé par Becze et Liebmann, utilisé pour la production de levures a
grande échelle (Becze and Liebmann 1944).

Bien que la production de biomasse soit une étape clé dans I'utilisation industrielle de micro-
organismes d’intérét, elle n’est cependant généralement pas la seule. En effet, la viabilité des
micro-organismes ne se maintient pas dans le temps si des procédés de préservation ne sont pas
mis en ceuvre pour les stabiliser apres leur production. La volonté de conserver des micro-
organismes est apparue lors de la création des premiéres collections de souches de micro-
organisme, notamment a celles de I'Institut Pasteur et de I’American Type Culture Collection
créées respectivement en 1887 et 1911. Initialement, le maintien de ces souches de collection
reposait sur leur repiquage régulier et fastidieux. Selon Jean Binot (1867-1909) alors curateur de
la collection de I'Institut Pasteur, cette méthode pouvait cependant échouer par contamination
ou dans les cas ol les générations successives aboutissaient a une forme trop « dénaturée » du
micro-organisme (Gallay-Keller 2021). Cela incita Binot a rechercher des conditions de milieu
conduisant a une « vie latente » qui pourrait permettre de maintenir les souches sans avoir a
appliquer la technique de repiquage. Claude Bernard (1813-1878), dans les Lecons sur les
phénomenes de la vie communs aux animaux et aux végétaux (1878), a décrit quelques années
plus t6t une forme de « vie latente » qui peut s’observer chez certains animaux (tardigrades,
rotiféres...), végétaux (graines) et ferments (levures) dans leur environnement naturel. Ces
observations n’étaient cependant pas les premiéres puisque Leeuwenkoek et Lazzaro Spallanzani
(1729-1799), entre autres, avaient réalisé des observations similaires. Il fut cependant le premier
a définir la « vie latente » comme un « état d’indifférence chimique » qu’il définit comme « la

rupture des relations entre I'étre et le milieu, qui restent en face I'un de l'autre, inaltérables et
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inaltérés ». Les connaissances décrites par Bernard ont probablement nourri la réflexion de Binot
dans la recherche de conditions conduisant a cet état de « vie latente ». Vers la fin de sa vie, Binot
avait mis en place des techniques de dessication (pour des formes sporulées de micro-
champignons) et des milieux « neutralisants ». Ces milieux correspondaient a des milieux pauvres
en nutriments permettant de stopper le développement des micro-organismes mais assurant tout

de méme leur maintien.

L’étude du froid pour la conservation de cellules et tissus biologiques trouve son origine au XVII®™e
siecle dans les travaux de Robert Boyle (1627-1691). Dans son étude New Experiments and
Observations Touching Cold (1683), il s’intéresse aux effets de températures négatives sur
différents animaux. Il pensait alors que certains animaux pouvaient survivre a un cycle de
congélation-décongélation si I'étape de décongélation était menée doucement. En 1776,
Spallanzani observe que des spermatozoides peuvent conserver leur mobilité aprés avoir été
placés dans la neige (Sztein et al. 2018). L'utilisation du froid pour la conservation de cellules
biologiques prend son véritable essor a la fin du XIX®™® siécle au travers de travaux sur des globules
rouges et des spermatozoides. Ces travaux ne conduisaient cependant qu’a des taux de survie
cellulaire tres faibles. C’est seulement dans les années 50 ou la compréhension des phénoménes
cellulaires Iétaux, notamment les effets des perturbations osmotiques induites par la congélation
sur les membranes cellulaires, et I'utilisation de cryoprotectants tels que le glycérol (Lovelock and
Polge 1954) ou le DMSO (Lovelock and Bishop 1959) que la congélation a permis de conserver
avec succes des cellules biologiques d’intérét, dont des micro-organismes.

Depuis la mise en ceuvre des premiéres méthodes utilisées pour stabiliser les micro-organismes,
de nombreux travaux ont cherché a identifier les mécanismes cellulaires permettant la stabilité a
long terme de cellules biologiques. Que ce soit par le biais de la congélation ou la dessiccation, le
mécanisme principal de la conservation de cellules biologiques repose sur la vitrification du milieu
intracellulaire (Sun and Leopold 1997). L’état vitreux correspond a un état solide amorphe dans
lequel la diffusion des molécules et les réactions chimiques sont fortement ralenties.
Contrairement a I’état solide cristallisé qui impose une réorganisation structurale des composants
de la matrice conduisant a une altération des structures cellulaires, I'état vitrifié permet de
préserver au mieux ces structures. Les procédés de préservation actuels, par la mise en ceuvre de
transferts d’énergie (apport ou extraction de chaleur) couplés a des transferts de matiere
(déshydratation), permettent d’atteindre cet état vitrifié (Dupont et al. 2013). Les principaux

procédés utilisés dans la stabilisation sont présentés dans la Figure 5.
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Figure 5. Schéma des fluctuations hydriques (activité de I'eau / pression osmotique) et thermiques des micro-organismes au
cours de différents procédés de préservation de micro-organismes (adapté de Beney 2010; Dupont et al. 2013).

3.1.2. Procédés d’inactivation des micro-organismes

A I'opposé des micro-organismes bénéfiques définis au début du paragraphe précédent, d’autres
micro-organismes impactent négativement I'Homme et ses activités. Avant I'observation par
microscopie au XIX®™€ siécle de ces micro-organismes, les expériences de Spallanzani (1765) visant
a réfuter la théorie de la génération spontanée ont été les premiéres a montrer qu’un traitement
thermique (ébullition) d’'un milieu nutritif a base d’extraits de viande placé dans un récipient fermé
était stabilisé alors que le méme milieu non traité était transformé par des germes. Plus tard, en
1795, Nicolas Appert (1749-1841) développa empiriquement I'appertisation, premier procédé de
traitement thermique d’aliments dans des bouteilles ou bocaux qui permettait de stabiliser leurs
qualités organoleptiques sur des durées prolongées, notamment en vue de leur transport. 60 ans
plus tard, Pasteur décrira le principe scientifique de l'influence de la chaleur sur la qualité
microbiologique des aliments. || déposa en 1865 un brevet pour un procédé de conservation du
vin par chauffage qui sera communément appelé pasteurisation. Des dispositifs permettant de
transférer la chaleur au vin seront rapidement imaginés (Figure 6) et la pasteurisation sera ensuite

appliquée a d’autres matrices alimentaires.
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Figure 6. Exemples des premiers dispositifs permettant la pasteurisation du vin (Institut Pasteur).

Quelques années plus tard, les spores bactériennes, formes de résistance a la chaleur de certaines
bactéries, sont décrites par Koch et Ferdinand Cohn (1828-1898) (Setlow and Johnson 2012). Dans
la suite de cette description, John Tyndall (1820-1893) développera en 1876 la tyndallisation,
procédé permettant de détruire ces spores, a |'aide d’une alternance entre des phases de
chauffage a une température modérée (60 a 70 °C) et des retours a température ambiante. Le
principe de ce procédé repose sur l'induction de la germination des spores perdant leur capacité
de résistance a la chaleur par le biais de ce type de traitement thermique. Les formes végétatives
sont formées pendant le retour a température ambiante et sont ensuite inactivées lors du
chauffage suivant. Ces alternances sont répétées plusieurs fois pour obtenir un traitement

efficace.

Le développement des procédés d’inactivation par I'utilisation de chaleur s’est poursuivi jusqu’a
notre époque en suivant les évolutions techniques et le développement de dispositifs permettant
une optimisation des transferts de chaleur (température atteinte, vitesse de transfert,
homogénéité) aux aliments ou a des matériaux a décontaminer. La caractérisation de I'influence
du niveau de température sur les cinétiques de destruction microbienne a permis de mettre en
place différents barémes « Temps/Température » applicables actuellement pour la
décontamination des aliments au travers de la pasteurisation et de la stérilisation. La
pasteurisation permet |'inactivation des micro-organismes a I'exception des formes sporulées et
est adaptée pour les aliments présentant un pH inférieur a 4, valeur seuil de pH en dessous de
laquelle les spores ne peuvent germer et se développer. La pasteurisation repose sur I'application
de traitements thermiques modérés ou de températures élevées sur des temps trés courts. La
stérilisation permet d’inactiver I'ensemble des micro-organismes, y compris les spores. La

stérilisation peut s’effectuer par tyndallisation ou par I'utilisation de températures trés élevées.

Bien qu’efficaces et largement utilisés, les procédés thermiques d’inactivation microbienne ne
peuvent cependant étre appliqués a tous les types d’aliments et peuvent conduire a une
dégradation des propriétés organoleptiques et nutritionnelles. Des alternatives ont donc été

recherchées afin d’assurer la qualité microbiologique des aliments. Parmi ces alternatives se
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trouvent principalement les hautes pressions, les rayonnements électromagnétiques (UV, gamma)

ou bien encore 'utilisation de molécules chimiques.

Les mécanismes |étaux des procédés et techniques utilisés pour inactiver les micro-organismes
reposent sur I'altération des structures et des macromolécules cellulaires conduisant a une perte
d’activité et a la mort des micro-organismes. La membrane plasmique des micro-organismes, de
par sa position a l'interface entre le milieu intracellulaire et I'environnement extérieur, est une

des cibles majeures des traitements de décontamination.

La membrane plasmique est composée de lipides disposés en double feuillets et de protéines. La
membrane plasmique des micro-organismes est associée a une structure plus externe, la paroi,
dont la composition et la structure varie en fonction du type de micro-organismes (Figure 7). Au-
dela du role de barriére liée a son hemi-perméabilité (perméabilité a I’eau mais pas aux solutés),
la membrane plasmique intervient dans une variété de processus biologiques indispensables au
métabolisme cellulaire tels que les phénomeénes de transport, la transduction de signaux ou
encore les processus de conversion d’énergie (van der Rest et al. 1995). La viabilité des micro-

organismes repose donc sur l'intégrité de cette structure.
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Figure 7. Structure de la paroi cellulaire de bactéries Gram positif (a), de bactéries Gram négatif (b), de mycobactéries (c) et
de champignons incluant les levures (d) (Brown et al. 2015).
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3.1.3. Développement actuel et optimisation des procédés microbiologiques

Bien que les procédés microbiologiques aient considérablement évolué depuis la découverte des
micro-organismes, la recherche dans ce domaine est toujours tres active dans le but d’optimiser
des procédés existants ou de développer des nouveaux procédés permettant de répondre a de

nouveaux enjeux et a de nouvelles attentes sociétales.

3.1.3.1. Production et stabilisation de micro-organismes d’intérét
Concernant les micro-organismes bénéfiques, bien que les conditions de production industrielle
soient maitrisées pour une partie d’entre eux, ces conditions n’ont pas encore été définies pour
d’autres. C'est notamment le cas pour les micro-organismes qui ont été découverts et caractérisés
récemment, comme par exemple la bactérie Faecalibacterium prausnitzii. F. prausnitzii est une
bactérie commensale du tube digestif humain présentant un fort potentiel probiotique
notamment grace a ses effets anti-inflammatoires (Sokol et al. 2008). Cette bactérie est
extrémement sensible a I'oxygéne et ne pouvait, avant les travaux réalisés au sein de I'lUMR PAM,
se cultiver qu’en petits volumes dans des milieux non adaptés a une utilisation industrielle (taux
de croissance faible et milieu non réglementaire pour une ingestion de la bactérie). Pour ces micro-
organismes d’intérét, il y a donc un travail de recherche a mener afin de mieux comprendre leur
métabolisme et leur résistance a des perturbations externes afin de définir des conditions de
production (milieux, parameétres physico-chimiques) et de développer des équipements
spécifiques a ces souches. Il a actuellement été recensé 5,6 millions d’espéces de micro-
organismes par les chercheurs mais il est cependant estimé que ce chiffre ne représenterait que
0,001% de toutes les espéces microbiennes présentes sur Terre (Locey and Lennon 2016). La
production de nouveaux micro-organismes d’intérét, que ce soit pour les domaines de la santé,
de l'agro-alimentaire ou de l'environnement, représente donc un enjeu important pour

I"utilisation future de ces micro-organismes.

Un fois produite, la biomasse microbienne doit étre stabilisée pour étre viable et fonctionnelle
lors de son utilisation future. La déshydratation est une technique de choix pour stabiliser les
micro-organismes puisqu’elle permet ensuite de les stocker et les transporter a température
ambiante. Cependant, la déshydratation est une perturbation cellulaire pouvant endommager les
cellules, notamment leur membrane plasmique, et conduire a leur mort (Simonin et al. 2007). Les
taux de survie et les durées de stockage dans un état viable dépendent du type de micro-
organismes. La faible résistance de certains micro-organismes présentant un potentiel applicatif
important est souvent un verrou a leur utilisation. L'étude de micro-organismes résistants, comme
la levure de boulangerie Saccharomyces cerevisiae, est intéressante pour comprendre les
mécanismes cellulaires permettant a un micro-organisme de résister a la déshydratation. Cette
compréhension se révele cruciale pour ensuite définir des conditions physico-chimiques et des
parameétres opératoires des procédés de préservation pour optimiser la survie de micro-

organismes d’intérét sensibles.
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3.1.3.2. Procédés d’inactivation microbienne
Les procédés de décontamination microbienne sont de nos jours incontournables des domaines
médical et agro-alimentaire. Concernant le domaine agro-alimentaire, ces procédés permettent
d’inactiver des micro-organismes pathogénes mais aussi des micro-organismes d’altération des
aliments. Pour les aliments transformés, les procédés thermiques sont actuellement les plus
utilisés. Ces procédés impactent cependant certains attributs de la qualité des aliments. Quant
aux aliments bruts ou peu transformés, la maitrise des contaminations microbiennes passe par
des étapes de lavage, I'utilisation du froid et 'emploi d’emballages dans lesquels I'atmosphére
peut étre controlée. Ces solutions ne sont cependant parfois pas suffisantes et des molécules
chimiques antifongiques et bactéricides sont utilisées depuis la production jusqu’a la distribution
des aliments bruts. L'utilisation de ces molécules induit cependant des problémes
environnementaux et toxicologiques importants. De plus, a I'image de la croissance forte du
marché des produits biologiques, les consommateurs sont a la recherche de produits faiblement

traités et préts a consommer.

Dans ce contexte, de nombreux travaux de recherche visent actuellement a développer des
stratégies et des procédés d’inactivation microbienne non thermiques qui soient respectueux des
matrices alimentaires traitées mais aussi de I'environnement et des consommateurs (Jan et al.
2017). Ce développement s’appuie sur I’évolution de technologies déja existantes mais aussi sur
la mise en ceuvre de variables/perturbations peu considérées dans des applications de
décontamination. Par exemple, la déshydratation utilisée principalement pour stabiliser les micro-
organismes peut étre envisagée comme un moyen d’inactivation microbienne lorsqu’elle est
appliguée selon des modalités (cinétiques, amplitudes) particuliéres (Zoz et al. 2016). Les travaux
portant sur la compréhension des mécanismes cellulaires conduisant a la mort des micro-
organismes lors de perturbations technologiques sont également indispensables pour le
développement de ces procédés. Une majorité de travaux de la littérature ont étudié les effets de
I'amplitude des perturbations sur les cellules mais peu de travaux ont cherché a comprendre
I'effet de la cinétique avec laquelle la perturbation est appliquée. Cette cinétique conditionne
pourtant les flux de matiéere et d’énergie qui s’opéerent entre les cellules et leur environnement et

influe la survie des micro-organismes aux perturbations.
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3.2. Environnement, thématiques et stratégie de recherche

3.2.1. Environnement de recherche

Mes travaux de recherche sont réalisés au sein de I'UMR Procédés Alimentaires et
Microbiologiques (PAM). Cette UMR est placée sous la gestion conjointe de I'Institut Agro Dijon
(anciennement AgroSup Dijon) et de I'Université de Bourgogne. La démarche scientifique de
'UMR PAM, dirigée par le Pr Laurent Beney, vise a comprendre les phénomenes physiques,
chimiques et biologiques qui déterminent la qualité des aliments pour développer de nouveaux
aliments et de nouveaux procédés alimentaires. La structure de 'UMR est présentée dans la Figure
8. UMR est constituée de 4 équipes complémentaires d’'un point de vue disciplinaire. Quatre
axes transversaux de recherche existent également afin de favoriser les collaborations entre les

différentes équipes de 'UMR.

wine sciences & Technology

> PAM

UMR Procédés Alimentaires et Microbiologiques
Directeur : Pr L. Beney
55 enseignants-chercheurs — 21 ingénieurs, techniciens et personnels administratifs
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Physico-Chimie des Aliments et Procédés Microbiologiques Vin - Aliments — Fermentations et
du Vin et Biotechnologiques Microorganismes — Stress Biotechnologies Innovantes
Dir. : PrT. Karbowiak Dir. : Pr J-M. Perrier-Cornet Dir. : Pr H. Alexandre Dir. : Dr F. Husson
Co-dir.: Pr R. Gougeon Co-dir.: Dr S. Dupont Effectif : 14 EC Co-dir.: PrY. Wache
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|

4 axes de recherche transversaux

+  Domestication de la flore microbienne

+  Eau et fonctionnalité des systemes

. Structuration de matrice et vectorisation

*  Oxydation dans les microorganismes, les aliments et le vin

Figure 8. Structure et organisation de I'lUMR Procédés Alimentaires et Microbiologiques.

Au sein de I'UMR, je travaille plus précisément dans I'équipe Procédés Microbiologiques et
Biotechnologiques (PMB dirigée par le Pr Jean-Marie Perrier-Cornet) dont je suis actuellement le
co-directeur depuis 2018. L'équipe PMB est principalement localisée au sein d’un des batiments
de I'Institut Agro Dijon et est constituée d’enseignants-chercheurs de différentes disciplines :
microbiologie, virologie, biologie moléculaire et cellulaire, biophysique, génie des procédés
microbiologique, informatique, automatisme et mathématiques appliquées. Ces compétences
sont mises en ceuvre pour comprendre et caractériser la réponse de micro-organismes a des
perturbations technologiques (déshydratation, basses et hautes températures, hautes pressions,

champs électriques, rayonnements). Ces perturbations peuvent étre rencontrées par des micro-
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organismes dans des environnements naturels mais les amplitudes ainsi que les vitesses de
variation des variables impliquées sont généralement beaucoup plus grandes dans le cas de
procédés technologiques. Les réponses étudiées comprennent ainsi des activations et répressions
métaboliques mais aussi des réponses passives (morphologiques, structurales...), notamment
pour les perturbations intenses pour lesquels le métabolisme cellulaire n’est plus détectable. La
connaissance des réponses cellulaires est ensuite utilisée pour développer des procédés de

maitrise de la viabilité et de la fonctionnalité de micro-organismes.

3.2.2. Thématique, stratégie et questions de recherche

A l'instar des travaux de recherche menés dans I'équipe PMB, mes travaux s’inscrivent dans une
stratégie reposant sur des objectifs scientifiques associés a des questions fondamentales. Ces
travaux permettent ensuite de développer des procédés de maitrise des micro-organismes. Le
développement de réacteurs originaux d’application de perturbations cellulaire fait également
partie de cette stratégie (

Figure 9).
/ Démarche & Objectif scientifiques \
Caractériser et comprendre les réponses de micro-organismes induites par des perturbations physiques et/ou chimiques
Modeéles étudiés Perturbations appliquées Réponses étudiées
* Microorganismes d’intérét (ferments, probiotiques) ou « Différents types : température (basse et * Réponses structurales * Réponses biologiques
d’altération ou pathogénes éleveée), déshydratation, lumiére visible Structure et fluidité membranaire  Viabilité, croissance
« Différents types : bactéries, levures, champignons « Contréle de la cinétique et de I'amplitude Ultrastructure, volume cellulaire Métabolisme

filamenteux (formes sporulées ou végétatives)

(P E

UL

Ressources & Méthodologies
» Equipements pilotes pour la production et la » Développement de réacteurs originaux pour
stabilisation de microorganismes I'application de lumiere a haute intensité

S\
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b5 |
gL ;.—,, v

Applications
» Procédés de production et de stabilisation de microorganismes d’intérét
» Procédés d’inactivation des microorganismes par la lumiére visible a haute intensité

Figure 9. Schéma de la stratégie de recherche menée.

Plus précisément, la stratégie de recherche que je méne repose sur la recherche de mécanismes
cellulaires fondamentaux permettant de comprendre les bases de la résistance et de la sensibilité
de micro-organismes a des perturbations technologiques et environnementales. Les travaux
consistent a appliquer des perturbations contrélées (cinétique, amplitude, application continue

ou sous forme de cycles) sur différents types de micro-organismes (bactéries, levures et
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champignons filamenteux) a différent stades physiologiques (spores ou formes végétatives).
L'effet des perturbations est caractérisé par I'étude de parametres biologiques (viabilité,
croissance, métabolisme) mais aussi de modifications structurales et morphologiques. Un intérét
particulier est porté a la membrane plasmique des micro-organismes car cette structure est a
I'interface des environnements intra- et extracellulaires et subit des contraintes fortes lors de
I"application de perturbations de I'’environnement des cellules. L'étude des altérations de cette
structure s’appuie sur 'utilisation d’outils du Plateau d’Imagerie Spectroscopique (PIMS), hébergé
au sein de I'équipe PMB, tels que la microscopie confocale et la spectroscopie résolue en temps

de vie.

Une grande partie des travaux de recherche que j'ai menés jusqu’a maintenant ont ciblé des
micro-organismes d’intérét comprenant des ferments et des probiotiques. Pour ces micro-
organismes, je me suis intéressé aux perturbations cellulaires induites par des modifications
physico-chimiques du milieu et par la déshydratation dans le but de développer et d’optimiser des
procédés de production et de stabilisation de micro-organismes d’intérét. Plus récemment, depuis
environ 6 ans, je travaille également sur des micro-organismes d’altération des aliments pour
lesquels mes travaux de recherche ont focalisé sur I'effet de la lumiére visible a trés haute intensité
dont la finalité applicative sera le développement d’un procédé d’inactivation microbienne.

Dans la partie suivante de ce manuscrit, la synthese des travaux de recherche sera présentée en
trois parties. La premiére concernera la compréhension des mécanismes de résistance de la levure
Saccharomyces cerevisiae a la déshydratation. La seconde focalisera sur la production et la
stabilisation de bactéries probiotiques. Enfin, une derniere partie présentera les effets de la
lumiere visible a haute intensité sur des micro-organismes. Les travaux présentés dans ces trois
parties étaient articulés autour de questions scientifiques fondamentales dont les principales

sont :

Quelles sont les bases moléculaires et structurales permettant a des micro-organismes de

résister a des cycles de déshydratation/réhydratation ?

Quelles sont les bases moléculaires et structurales permettant la survie a I’état déshydraté

(anhydrobiose) de micro-organismes ?

Quels sont les effets moléculaires et structuraux de I’application de traitement lumineux visibles
a ultra-haute intensité sur des micro-organismes ?
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3.3. Synthése des travaux de recherche

3.3.1. Compréhension de I"'anhydrobiose par I'étude de Saccharomyces cerevisiae

L’eau est un composant essentiel des cellules biologiques représentant plus de 70% de la masse
d’une cellule. Cette molécule possede des propriétés uniques la rendant essentielle pour les
réactions biochimiques, pour la structure des macromolécules et pour la mobilité moléculaire (Ball
2008). Cependant, certains organismes sont capables de survivre et persister sur des durées
longues lors d’une diminution drastique de leur contenu en eau. Le métabolisme de ces
organismes, appelés anhydrobiotes, est fortement ralenti a I'état déshydraté pour étre réactivé
lors du retour dans des conditions hydriques physiologiques (Crowe et al. 1992). Parmi ces
organismes, la levure S. cerevisiae est un trés bon modeéle pour étudier ce phénomeéne et son
aptitude au séchage est largement utilisée industriellement pour produire des formes séeches de
ferments et des probiotiques (Gélinas 2019). Pour les organismes non anhydrobiotiques, la mort
peut intervenir pendant les phases transitoires de déshydratation ou de réhydratation mais aussi
pendant le maintien a I'état déshydraté si le systéme n’est pas correctement stabilisé. La survie
au séchage et pendant un maintien a I'état sec des levures est principalement reliée a sa capacité
a produire du tréhalose (Wiemken 1990). Cependant, les mécanismes physico-chimiques associés
a ce sucre ne sont pas totalement élucidés. Egalement, bien que cette levure soit considérée
comme un anhydrobiote, sa survie au séchage n’est pas systématique et dépend de paramétres

du procédé utilisé, notamment de la vitesse de déshydratation (Simonin et al. 2007).

Les travaux présentés dans ces parties se sont attachés a approfondir les mécanismes cellulaires
permettant a la levure S. cerevisiae de résister a des perturbations hydriques et a maintenir sa
viabilité a faible hydratation. Ces travaux sont principalement issus de ma thése réalisée entre
2007 et 2011 au laboratoire de Génie des Procédés Microbiologiques et Alimentaires (Université
de Bourgogne, Dijon) et de la thése de Pauline Ribert (2018-2021) que j’ai co-dirigée (co-direction

50% avec Laurent Beney).

3.3.1.1. Impact de la cinétique sur la survie de S. cerevisiae lors de perturbations

hydriques
L'impact de la vitesse de déshydratation et de réhydratation de micro-organismes sur leur viabilité
est un sujet de recherche qui est travaillé depuis de nombreuses années au sein de I’équipe PMB
de 'UMR PAM. Les premiers travaux réalisés au début des années 90 ont montré qu’une
déshydratation osmotique progressive permet d’obtenir des taux de survie plus élevés chez les
levures S. cerevisiae et Sporidiobolus salmonicolor en comparaison avec une déshydratation
brutale (Gervais et al. 1992). Cet impact s’observe également sur des bactéries (Poirier et al. 1997).
Dans la suite de ces travauy, il a été montré que la réhydratation est également une étape critique
dans le maintien de la survie des micro-organismes lors des cycles de déshydratation-
réhydratation. Notamment, 'amplitude de réhydratation (Mille et al. 2000; Simonin et al. 2007)

ainsi que la cinétique de cette étape (Mille et al. 2003) ont une influence forte sur les taux de
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survie a ces cycles. Ces études ont montré que la membrane plasmique des micro-organismes est
une cible majeure de ces traitements et que sa perte d’'intégrité est a I'origine des faibles taux de
survie lors de perturbations hydriques rapides. Les mécanismes cellulaires a I'origine de la survie

des micro-organismes lors de perturbations progressives n’étaient cependant pas compris.

La premiére partie de mes travaux de thése avait pour principal objectif de comprendre I'effet des
cinétiques de déshydratation et de réhydratation sur la membrane plasmique des levures pour
tenter d’expliquer I'effet de ce parametre sur la survie. Afin de cibler des conditions d’étude
permettant d’étudier cet effet, la viabilité de levures S. cerevisiae a tout d’abord été estimée apres
des traitements hyperosmotiques réalisés avec du glycérol. Ce soluté permet d’atteindre des
niveaux de pression osmotique élevés. L'amplitude de déshydratation ainsi que les cinétiques de
déshydratation et de réhydratation ont été contrélées (Tableau 2).

Tableau 2. Impact de I'amplitude et des cinétiques de déshydratation et de réhydratation sur la survie de la levure. Les levures
sont maintenues 60 min en conditions hyperosmotiques (30, 110 ou 166 MPa) avant réhydratation (Dupont et al. 2010).

Profils de A B c D
cinétiques
n n n | \ n
Amplitudes »~ » » >
Temps o Temps ” Temps " Temps i
30 MPa 86,0% (3,6) 86,2% (3,9) 88,2% (8,4) 83,5% (2,5)
110 MPa 86,9% (11,6) 67,7% (4,7) 41,7% (12,7) 12,5% (9,1)
166 MPa 78,7% (3,6) 42,6% (3,6) 19,2% (1,1) 0,3% (0,2)

nt correspond a la pression osmotique du milieu extracellulaire. (A) Déshydratation progressive et réhydratation progressive, (B)
déshydratation progressive et réhydratation brutale, (C) déshydratation brutale et réhydratation progressive, (D) déshydratation brutale et
réhydratation brutale. Les taux de survie ont été mesurés par la méthode UFC aprés réhydratation a 1,4 MPa. Les écarts-types ont été calculés
a partir de trois manipulations indépendantes.

Pour les traitements de faible amplitude (30 MPa), la survie des levures est faiblement affectée
avec un taux de survie d’environ 85% quelles que soient les cinétiques de déshydratation et de
réhydratation. Pour les traitements de plus fortes amplitudes (110 et 166 MPa), la survie est la
plus forte lorsque la déshydratation et la réhydratation sont réalisées progressivement. Par
exemple, le taux de survie est de 78,7% pour un cycle a 166 MPa réalisé progressivement alors
gu’il est de 0,3% lorsque la déshydratation et la réhydratation sont réalisées brutalement. Sur la
base de ces résultats, les traitements a 166 MPa ont été choisis pour étudier I'effet des cinétiques

de perturbation sur la membrane plasmique.

Afin de mieux comprendre I'évolution de la fonctionnalité de la membrane plasmique lors d’un
cycle de déshydratation/réhydratation, les levures ont été marqués par de I'iodure de propidium
a différents moments dans le cycle (Figure 10A). L'iodure de propidium est une sonde fluorescente
qui pénetre dans les cellules lorsque la membrane plasmique perd son intégrité et fluoresce lors

de sa fixation aux acides nucléiques.
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Figure 10. Estimation de l'intégrité de la levure pendant un cycle déshydratation-réhydratation. (A) Protocole de coloration

des cellules avec I'iodure de propidium (IP) afin d'étudier I'évolution de la perméabilité membranaire au cours des traitements.
Les fleches représentent le moment de la coloration des cellules : 0 min correspond au début du traitement hyperosmotique.
L'IP a été introduit (1) avant, (2) pendant, (3) 60 min aprés le traitement de déshydratation, et (4) apres I'étape de
réhydratation. Une déshydratation rapide (choc) et une déshydratation progressive (pente) ont été réalisées. (B) Proportion
de cellules perméabilisées (colorées positivement avec Pl) pendant et 60 min aprés un traitement de déshydratation a 166
MPa, et apres une réhydratation rapide a 1,4 MPa. Les barres d'erreur correspondent a I'écart-type calculé a partir de trois
expériences répétées (Dupont et al. 2010).

Lors d’'une déshydratation brutale a 166 MPa, 46% de la population de levures sont perméabilisés
par la phase de déshydratation (Figure 10B). Cette proportion n’évolue pas significativement
pendant I’"heure de maintien dans les conditions hyperosmotiques révélant une perméabilisation
qui n’est pas transitoire et qui n’évolue pas dans le temps. Cette proportion évolue cependant lors
de la phase de réhydratation. Aprés réhydratation brutale, la proportion atteint 87%. Dans le cas
d’une déshydratation progressive, la proportion de cellules perméabilisées est de 13% apres la
déshydratation. Ceci indique que la vitesse de déshydratation influe directement sur perte
d’intégrité de la membrane. La réhydratation brutale de cellules déshydratées progressivement a
conduit a un taux de perméabilisation de 55%. Ces résultats confirment que la réhydratation est
également une étape critique pour la survie des cellules, quelle que soit la cinétique de
déshydratation. Le cas le plus favorable correspondant a une déshydratation et une réhydratation
progressives n’est pas représenté sur la figure mais conduit a un taux de perméabilisation de 16%.
L’ensemble de ces résultats montre que les altérations de la membrane plasmique se produisent
lors de la déshydratation et de la réhydratation. Ces altérations dépendent cependant des

cinétiques de perturbation.

Afin de comprendre I'effet de la cinétique, la membrane plasmique des levures a été étudiée apres
des déshydratations progressives (rampes osmotiques) et de brutales (chocs osmotiques). Pour
cela, des observations de la membrane ont été réalisées en microscopie confocale et en

microscopie électronique a transmission (Figure 11).
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Figure 11. Observations de I'effet de perturbations hyperosmotiques sur la membrane plasmique de levures S. cerevisiae. Les
observations ont été réalisées en microscopie confocale apres marquage par le FM 4-64 (images du haut) et par microscopie
électronique a transmission (images du bas). (A) Evolution de la membrane plasmique apres un choc a 166 MPa. (B) Evolution
de la membrane plasmique aprés une rampe a 166 MPa (Dupont et al. 2010).

L’observation de I'évolution du marquage membranaire au FM 4-64 par microscopie confocale
révele une internalisation de membrane plasmique au cours du temps aprés un choc osmotique a
166 MPa (Figure 11A). Cette internalisation ne se produit pas si les levures sont déshydratées
progressivement (Figure 11B). Cette différence peut s’expliquer par les types de déformation que
subit la membrane plasmique lors de la déshydratation. Lors de la déshydratation, la sortie d’eau
des cellules conduit a une diminution du volume cellulaire qui atteint environ 50% du volume
initial quelle que soit la cinétique de déshydratation. La membrane plasmique des cellules
biologiques n’étant que faiblement compressible (Evans et al. 1976), la membrane se déforme
pour dissiper I'excés de surface. Dans le cas des déshydratations brutales, les déformations se
manifestent sous forme de nombreuses petites invaginations qui forment ensuite des vésicules
conduisant a [linternalisation de membrane plasmique (Figure 11A). Dans le cas de
déshydratations progressives, la dissipation est réalisée sous forme de quelques gros replis

membranaires stables dans le temps (Figure 11B).

Le mécanisme a l'origine de I'effet de la cinétique de déshydratation sur le type de déformation
membranaire a ensuite été recherché. Pour cela, nous avons étudié I’évolution de |'organisation
latérale de la membrane par I'observation de la distribution de la protéine Sur7 fusionnée a une
protéine fluorescente (GFP). La protéine Sur7 est décrite pour étre positionnée exclusivement
dans des microdomaines membranaires enrichis en ergostérol (Grossmann et al. 2007). Dans les
conditions physiologiques, la protéine Sur7 n’est pas répartie de maniére homogeéne sur
I’ensemble de la membrane plasmique mais est distribuée au sein de microdomaines (Figure 12A).
L'analyse de profils d’intensité de fluorescence réalisés sur des coupes médianes de levures a
permis d’estimer un nombre moyen de 11 microdomaines par coupe de levure avec une taille

moyenne d’environ 500 nm (Figure 12B).
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Figure 12. Impact de la cinétique de déshydratation a 166 MPa sur la répartition et la taille des domaines membranaires Sur7-
GFP de la levure S. cerevisiae. (A) Observations en microscopie confocal de levures témoins, levures aprés déshydratation en
choc a 166 MPa, et levures apres déshydratation progressive a 166 MPa. Sur la gauche, coupes optiques médianes de levures.
Sur la droite, profils représentatifs d'intensité de fluorescence mesurés sur une coupe confocale médiane de levure. Chaque
profil correspond a la levure indiquée par la fleche blanche. Un seuillage moyen a été appliqué sur les courbes obtenues pour
réduire le bruit présent dans les données brutes et les courbes ont été normalisées a la méme valeur maximale. (B) Tableau
synthétisant I'impact de la cinétique de déshydratation sur le nombre et la taille des microdomaines contenant la protéine
Sur7-GFP (Dupont et al. 2010).

Apres un choc hyperosmotique a 166 MPa, la distribution en patches de la protéine Sur7 peut
toujours étre observée (Figure 12A). Le nombre de microdomaines ne change pas mais ils sont
cependant légérement plus petits (Figure 12B). Aprés une rampe hyperosmotique jusqu’a 166
MPa, la répartition de cette protéine est modifiée : la protéine se localise dans des domaines
membranaires plus grands et moins nombreux (Figure 12A). En effet, I'analyse des profils
d’intensité de fluorescence révele que le nombre moyen de domaine est réduit a environ 6 avec
une taille moyenne de 1,1 um (Figure 12B). Cela suggére que la déshydratation progressive
conduit a une réorganisation latérale de la protéine Sur7 et, plus généralement, a une
réorganisation des composants membranaires qui n’intervient pas lors d’'une déshydratation

brutale.

L'ensemble des résultats obtenus dans cette étude permet de proposer des mécanismes
cellulaires pouvant expliquer I'effet des cinétiques de déshydratation et de réhydratation sur la
survie des levures a des perturbations hydriques (Figure 13). Ces mécanismes peuvent étre

résumes :

- Les perturbations hyperosmotiques progressives permettent une réorganisation latérale
des composants membranaires pendant la déshydratation. Cela conduit a la formation de
gros replis membranaires sans perte d’intégrité de la membrane lors de la phase de
diminution du volume cellulaire. Lors de la réhydratation, la surface membranaire est
suffisante pour que la cellule retrouve son volume initial sans perméabilisation. Ces
mécanismes expliquent les forts taux de survie pour ces cinétiques.

- Les perturbations hyperosmotiques brutales ne permettent pas aux composants
membranaires de se redistribuer. Cela conduit a une perte d’intégrité de la membrane

pour une partie de la population de levures et a des déformations membranaires
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conduisant a une internalisation de membrane plasmique. Cette internalisation est a
I'origine d’une diminution de la surface membranaire qui devient alors insuffisante lors de
la réhydratation pour permettre a la levure de retrouver son volume physiologique sans
étre perméabilisée. Ces mécanismes expliquent les faibles taux de survie pour les
cinétiques brutales.
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Figure 13. Schéma de I'impact des cinétiques de déshydratation et de réhydratation sur la membrane plasmique de levures.
(A) Scénario membranaire lors de perturbations hydriques progressives permettant le maintien de I'intégrité de la membrane
plasmique. (B) Scénario membranaire lors de perturbations hydriques brutales conduisant a la perte d’intégrité de la
membrane plasmique.

Bien qu’observé et décrit pour de nombreuses perturbations (thermique, hydrique, hautes
pressions...), I'effet des cinétiques de perturbation sur la viabilité de micro-organismes n’était
que trés peu compris et les mécanismes cellulaires supportant cet effet restaient a élucider.
D’un point de vue fondamental, cette étude a permis de proposer des mécanismes cellulaires
permettant d’expliquer cet effet pour les perturbations hydriques. D’un point de vue appliqué,
ces résultats permettent d’envisager des optimisations dans les procédés de stabilisation de
micro-organismes qui impliquent des perturbations hydriques (séchage ou congélation).

Publications liées au théme des travaux présentés dans cette partie :

- Dupont, S., Beney, L., Ritt, J.-F., Lherminier, J., & Gervais, P. (2010). Lateral reorganization of
plasma membrane is involved in the yeast resistance to severe dehydration. BIOCHIMICA ET
BIOPHYSICA ACTA-BIOMEMBRANES, 1798(5), 975-985.

- Lemetais, G., Dupont, S., Beney, L., & Gervais, P. (2012). Air-drying kinetics affect yeast
membrane organization and survival. APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY, 96(2), 471
-480.
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3.3.1.2. Réble clé de I'ergostérol dans la résistance des levures aux perturbations

hydriques
Les travaux présentés dans la partie précédente ont montré que les perturbations hydriques sont
a l'origine de contraintes mécaniques fortes au niveau de la membrane plasmique des micro-
organismes lors des variations du volume cellulaire. Les perturbations progressives sont associées
a une réorganisation latérale des composants membranaires permettant a la levure S. cerevisiae
de résister a ces contraintes. Cependant, beaucoup de micro-organismes, incluant des levures et
des bactéries, ne sont pas des anhydrobiotes et sont sensibles aux perturbations hydriques méme
lorsque celles-ci sont réalisées progressivement. La composition lipidique de la membrane
plasmique, notamment la nature des lipides, est un parameétre influant la tolérance et la résistance
de micro-organismes a des perturbations environnementales telles que la congélation, la présence
d’éthanol ou bien encore le froid (Rodriguez-Vargas et al. 2007; de Sarrau et al. 2013). Ce lien
entre nature des lipides et résistance repose sur I'effet de la composition de la membrane sur ses
propriétés physiques. Les stérols sont les lipides majoritaires des membranes eucaryotes et 'une
de leur fonction est de stabiliser la membrane plasmique lors de perturbations
environnementales. Chez la levure S. cerevisiae, |le stérol principalement accumulé est I’ergostérol
avec un ratio molaire ergostérol/phospholipides d’environ 0,4 (Bottema et al. 1983; Schneiter et
al. 1999). Nous avons donc cherché a étudier si I'ergostérol jouait un role dans la résistance de

cette levure aux perturbations hydriques.

La stratégie utilisée a reposé sur l'utilisation de souches de levure mutantes délétées pour des
génes impliqués dans la voie de biosynthése de I'ergostérol. Comme tous les stérols des
organismes eucaryotes, I'ergostérol provient de la transformation de I'acétyl CoA (Figure 14A).
Chacune de ces souches accumulent des stérols dont la structure différe de celle de I'ergostérol.
Cette structure est d’autant plus différente de I'ergostérol que la délétion est effectuée t6t dans

la voie de biosynthese de I'ergostérol (Figure 14B).
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Figure 14. Voie de biosynthése de I'ergostérol. (A) Voies de biosynthése des stérols dans les différents régnes eucaryotes. (B)
Derniéres étapes spécifiques a la biosynthese de I'ergostérol chez les champignons (Dupont et al. 2012).
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Les différentes souches mutantes et la souche sauvage (Wild Type) ont été soumises a un séchage
(Humidité Relative de 72%) puis réhydratées. Le séchage a été réalisé sous air ambiant ou sous
azote pour évaluer I'effet de la présence d’oxygéne lors du séchage. La viabilité des souches a
ensuite été mesurée pour estimer la survie a ce cycle de déshydratation/réhydratation (Figure 15)

Progression dans la voie de biosynthése de I'ergostérol

[

100
H Séchage sous azote
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Figure 15. Survie des différentes souches de levures séchées a une humidité relative de 72% en présence ou en absence
d’oxygene. Les mesures de viabilité ont été réalisées par UFC aprés maintien des levures dans I’état déshydraté pendant 60
min suivi d’une réhydratation rapide jusqu’a 1,4 MPa. Les écarts types sont issus de trois manipulations indépendantes
(Dupont et al. 2012).

Le séchage réalisé sous azote en absence d’oxygéne a conduit a des taux de survie apres
réhydratation supérieurs par rapport au séchage réalisé sous air atmosphérique quelle que soit la
souche de levure. Ces résultats suggerent que I'oxygene présent dans I'air atmosphérique influe
sur la viabilité des différentes souches de levures lors d’une déshydratation par séchage. Ces
résultats permettent de proposer I’hypothése qu’une oxydation de la membrane plasmique se
produit lors d’un séchage en présence d’oxygene. L’explication de la résistance variable des
différentes souches serait que la structure des stérols membranaires pourrait influencer
I’oxydation de la membrane plasmique. L'oxydation n’est cependant pas le seul phénomeéne létal
puisque les mutants sont également plus sensibles que la souche sauvage lorsque le séchage est
réalisé sous azote. L'ergostérol pourrait donc également étre impliqué dans le maintien de
I'intégrité membranaire lors des contraintes mécaniques imposées par les variations de volume
liées a la déshydratation et la réhydratation.

Ces différentes hypotheses concernant I'implication de I’ergostérol dans la survie au séchage ont
été éprouvées par la réalisation de deux études permettant de séparer les perturbations

oxydatives et mécaniques que subissent les levures lors d’une déshydratation par séchage.
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L’étude de I'effet des contraintes mécaniques associées a la déshydratation a été réalisée par
I'application de perturbations osmotiques pour lesquelles les phénoménes oxydatifs peuvent étre
considérés comme mineurs. Ces expérimentations ont été réalisées sur la souche mutante Aergé,
la plus sensible au séchage, et la souche sauvage. La survie aprés une perturbation
hyperosmotique a 30 MPa réalisée avec du glycérol a été mesurée (Figure 16A). L'intégrité de la
membrane plasmique a été estimée apres la perturbation hyperosmotique et aprés réhydratation
(retour a des conditions osmotiques physiologiques) (Figure 16B).
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Figure 16. Effets d'une perturbation hyperosmotique a 30 MPa (glycérol) sur les souches de levure sauvage et Aerg6. (A) Taux

de survie estimés par la méthode des UFC. (B) Pourcentage de levures perméabilisées au cours du cycle de déshydratation /
réhydratation estimé par cytométrie en flux et marquage a l'iodure de propidium. Les écarts types sont issus de trois
manipulations indépendantes (Dupont et al. 2011).

Les résultats obtenus ont révélé une sensibilité plus forte de la souche mutante (3% de survie) en
comparaison de la souche sauvage (84% de survie). Cette sensibilité est a rapprocher de la perte
d’intégrité de la membrane plasmique d’environ 90% de la population de la souche mutante
contre 7 % pour la souche sauvage apres le cycle complet déshydratation/réhydratation. La perte
d’intégrité de la souche mutante se produit principalement pendant la phase de réhydratation.
Pour comprendre ce phénomeéne, 'ultrastructure des levures a été observée par microscopie

électronique a transmission aprés la déshydratation a 30 MPa (Figure 17).

Figure 17. Observation en microscopie électronique a transmission des levures sauvage et Aerg6 aprés un choc
hyperosmotique a 30 MPa. Les photographies (A) et (B) correspondent aux levures de souche sauvage, et (C) et (D) aux levures
mutantes Aerg6 apres un choc a 30 MPa. Les barres d’échelle sont égales a 500 nm pour (A) et (C), et @ 100 nm pour (B) et (D)

(Dupont et al. 2011).
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Sous l'effet de la diminution de volume associée a la déshydratation, les observations réalisées
ont montré que la membrane plasmique de la souche sauvage se déforme en de profondes
invaginations alors que de nombreuses vésicules se forment entre membrane et paroi dans le cas
de la souche mutante. La formation de vésicules diminue la surface membranaire ce qui peut
expliquer la perméabilisation lors de la réhydratation puisque la surface est devenue insuffisante
pour permettre a la levure de retourner au volume physiologique initial. L'ensemble de ces
résultats montrent que l'ergostérol joue un réle important dans le maintien de l'intégrité
membranaire et la survie des levures lors des contraintes mécaniques subies par la membrane lors

de perturbations hydriques.

Le possible role de I'ergostérol dans la résistance des levures a I'oxydation a également été étudié.
La démarche appliquée a consisté a étudier ce role au travers d’expérimentation in vivo (résistance
de levures sauvage et mutantes a une oxydation lipidique), in vitro (cinétique d’oxydation de
liposomes avec des compositions en stérols différentes) et in silico (analyse computationnelle de

la réactivité des stérols) (Figure 18).
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Figure 18. Réle de I'ergostérol dans la résistance des levures a I'oxydation. (A) Survie de levures de souche sauvage (WT et
WT(2) et mutantes Aerg6 et Aerg6lAerg2 a un traitement oxydatif au t-BOOH. (B) Composition en stérols des différentes
souches de levure analysée par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse. (C) Cinétique
d’oxydation de liposomes fabriqués partir de phospholipides naturels de levures avec différentes compositions en stérols.
L’oxydation a été générée par de I’hydroperoxyde de cuméne (2 mM) et mesurée par I'utilisation de la sonde C11-BODIPY
581/591 pour laquelle 'augmentation du ratio I (520 nm) / | (590 nm) correspond a I'oxydation des phospholipides. (D)
Représentation de la densité de spin des cations radicalaires de I'ergostérol, du zymostérol et du cholesta-5,7,24-trienol
(Dupont et al. 2021).
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Par I'approche in vivo, il a pu étre observé que les souche de levures délétées pour des genes de
voie de biosynthése de I'ergostérol (Aerg6 et Aerg6Aerg2) sont plus sensibles a un traitement
oxydatif au tert-butylhydroperoxyde (t-BOOH) que leur souche sauvage respective (WT et WT(2))
(Figure 18A). La sensibilité la plus forte est observée pour la souche Aerg6Aerg2 pour laquelle
aucune survie n’est observée méme pour le traitement le moins drastique testé (4 mM de t-BOOH
pendant 1 h). L’analyse de la composition en stérols des différentes souches a montré que les
souches de type sauvage accumulent principalement I'ergostérol (> 80%) alors que la souche
Aerg6 accumule principalement le cholesta-5,7,24-trienol (45%), le zymostérol (25%) et le
cholesta-5,7,14,24-tetraenol (24%) et la souche Aergb6Aerg2 le zymostérol (92%) (Figure 18B). Afin
de s’assurer que les sensibilités différentes des souches étaient bien reliées aux différences de
composition en stérols et a un role anti-oxydant des stérols, des liposomes ont été préparés a base
d’extraits polaires de lipides de levures S. cerevisiae. Différents stérols ont été incorporés dans ces
liposomes puis la cinétique d’oxydation des phospholipides par I’hydroperoxyde de cuméne a été
suivie (Figure 18C). La présence de stérols, en comparaison avec des liposomes ne contenant pas
de stérol, limite I'oxydation de la bicouche lipidique. L’'effet anti-oxydant dépend cependant de Ia
nature des stérols. Il est le plus important pour le cholesta-5,7,24-trienol, puis pour I'ergostérol et
enfin le zymostérol. Pour comprendre cet effet, une analyse computationnelle de la réactivité de
ces 3 molécules a été réalisée. Cette analyse a permis de montrer que I'ergostérol et le cholesta-
5,7,24-trienol présentent une capacité antioxydante liée a deux doubles liaisons conjuguées dans
le cycle B de leur structure leur permettant de s’oxyder facilement tout en conservant cependant
une relative stabilité par un phénoméne de résonance des électrons (Figure 18D). L'ensemble de
ces résultats permettent de conclure a une activité anti-oxydante de I'ergostérol jouant un réle

dans la protection des levures face a I'oxydation.

Les travaux présentés dans cette partie ont permis de démontrer le role clé de I'ergostérol dans
la résistance des levures au séchage. Les mécanismes cellulaires associés a ce role ont pu étre
mis en évidence. D’un point de vue fondamental, ces travaux permettent de proposer une
fonction supplémentaire d’anti-oxydant de certains stérols en plus de la fonction structurante
des stérols déja largement étudiée et décrite. Le role de I'ergostérol dans la résistance aux
perturbations hydriques pourrait expliquer pourquoi ce stérol a été retenu par I’évolution chez
les champignons supérieurs puisque ces organismes sont assujettis a des fluctuations hydriques
fréquentes dans leur milieu naturel. D’un point de vue appliqué, cette connaissance peut étre
utile pour prédire I'aptitude au séchage de différentes levures sur la base de leur composition
en stérol. La supplémentation en ergostérol pourrait également étre un levier pour améliorer la

survie au séchage de souches sensibles.

Publications en lien avec les travaux présentés dans cette partie :
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- Dupont, S., Beney, L., Ferreira, T., & Gervais, P. (2011). Nature of sterols affects plasma
membrane behavior and yeast survival during dehydration. BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA-
BIOMEMBRANES, 1808(6), 1520-1528.

- Dupont, S., Lemetais, G., Ferreira, T., Cayot, P., Gervais, P., & Beney, L. (2012). Ergosterol
biosynthesis : A fungal pathway for life on land? EVOLUTION, 66(9), 2961-2968.

- Dupont, S., Rapoport, A., Gervais, P., & Beney, L. (2014). Survival kit of Saccharomyces cerevisiae
for anhydrobiosis. APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY, 98(21), 8821-8834.

- Dupont, S., Fleurat-Lessard, P., Cruz, R. G., Lafarge, C., Grangeteau, C., Yahou, F., Gerbeau-Pissot,
P., Abrahdo Junior, O., Gervais, P., Simon-Plas, F., Cayot, P., & Beney, L. (2021). Antioxidant
Properties of Ergosterol and Its Role in Yeast Resistance to Oxidation. ANTIOXIDANTS, 10(7), 1024.

3.3.1.3. Réle du tréhalose dans la persistance des levures a I'état déshydraté
Les travaux présentés dans les deux parties précédentes ont montré que les phases transitoires
des perturbations hydriques, correspondant a la déshydratation et la réhydratation, sont critiques
pour la viabilité des micro-organismes. Cependant, la mortalité induite par des perturbations
hydriques peut également se manifester lors du maintien a I'état sec des micro-organismes,
notamment si le niveau de déshydratation n’est pas suffisant (Mugnier and Jung 1985). En effet,
la déshydratation doit étre suffisante pour limiter/stopper les réactions de dégradation cellulaires.
De nombreux travaux sur les organismes anhydrobiotes ont mis en avant le tréhalose comme une
molécule essentielle associée a la persistance des organismes a I'état sec (Leslie et al. 1994;
Tunnacliffe and Lapinski 2003). Le r6le du tréhalose repose sur sa capacité a stabiliser les

macromolécules et les membranes lors d’'une déshydratation.

Elimination de I'eau

Figure 19. Schéma des mécanismes de stabilisation des macromolécules par le tréhalose. C‘)représent“e les molécules d’eau
et "\ représente les molécules de tréhalose. (A) Mécanisme du remplacement des molécules d’eau. (B) Mécanisme de
I’exclusion préférentielle. (Ribert 2021)

Trois principaux mécanismes sont proposés pour expliquer le rble stabilisant du tréhalose. Le
premier repose sur la capacité du tréhalose a former un verre lors de sa concentration associée a

la déshydratation. Les verres formés avec le tréhalose sont des structures amorphes dans lesquels
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la viscosité est trés forte (> a 10* Pa.s) et donc la mobilité moléculaire est trés réduite. Le second
mécanisme est le remplacement de I'eau dans lequel les molécules d’eau sont remplacées par des
molécules de tréhalose lors de la déshydratation (Figure 19A). Pour cela, des liaisons hydrogéne
s’établissent entre les groupements -OH des molécules de tréhalose et les groupements
phosphate des tétes polaires des phospholipides ou les groupes polaires des acides aminés (Crowe
et al. 1984), permettant de stabiliser les structures. Le troisieme mécanisme est I'exclusion
préférentielle dans laquelle le tréhalose est exclu de I’environnement proche des macromolécules
afin de préserver une couche d’hydratation autour de ces derniéres permettant le maintien de

leur conformation lors de la déshydratation (Figure 19B).

Les levures ont la capacité de produire du tréhalose lors de conditions stressantes. Cette capacité
est utilisée par les industriels pur obtenir des levures seches actives qui peuvent étre conservées
sur des périodes allant jusqu’a plusieurs années. Les conditions de production industrielles
conduisent a une accumulation de tréhalose intracellulaire a de fortes concentrations (jusqu’a
20% de la matiere séche). Ces concentrations de tréhalose associées a des niveaux de
déshydratation poussés (aw = 0,15) permettent la conservation des levures sur plusieurs années.
Le maintien d’un tel niveau de déshydratation apres la production des levures n’est cependant
pas évident car les étapes de stockage et de transport sont souvent réalisées dans des conditions
de température et d’humidité fluctuantes. L’étude que nous avons menée a cherché a caractériser

et comprendre I'impact de ces fluctuations sur la survie et la conservation de levures séches.

Les travaux menés ont été réalisés dans le cadre de la thése de Pauline Ribert financée par un
dispositif CIFRE. Cette thése a été réalisée en collaboration avec la société Phileo, filiale de
Lesaffre, ce qui a permis de travailler sur des levures produites industriellement avec des fortes
concentrations intracellulaires en tréhalose et séchées dans des conditions optimisées jusqu’a une
aw de 0,12. A température ambiante, les levures issues de cette production se trouvent dans un
état vitreux propice a une conservation longue. Les matrices vitreuses sont caractérisées par la
température de transition vitreuse (7g) qui correspond a la température a laguelle se produit une
transition entre I’état vitreux et I’état non vitreux, appelé état caoutchoutique. Cette transition
est marquée par un changement fort de la viscosité de la matrice. La Tg d’'une matrice dépend de
sa teneur en eau. Celle-ci diminue lorsque I'activité de I'eau de la matrice augmente. Ainsi, les
cellules séches qui s’humidifient au contact d’air humide peuvent subir un phénomeéne de
dévitrification a température ambiante. Pour étudier ce phénomeéne, des levures séches ont été
équilibrées avec des airs a différentes humidités relatives conduisant a différentes activités de
I’eau pour les échantillons. La Tg de ces différents échantillons a ensuite été estimée par analyse

enthalpique différentielle (Figure 20).
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Figure 20. Transition vitreuse de levures séches équilibrées dans différentes humidités relatives. (A) Courbes de transition
vitreuse pour les levures équilibrées a des humidités relatives de 12% (—) ; 33% (—), 43% (—), 55% (—) et 75% (—). Les points
indiquent le début et la fin de la transition vitreuse. Les fleches pleines indiquent le point médian de la transition vitreuse. (B)
Valeurs moyennes de Tg (début, milieu et fin) des échantillons hydratés a 12% HR (e), 33% HR (e), 43% HR (e), 55% HR (e) et
75% HR (®) représentées sur un diagramme température vs activité de I'eau. Les courbes en pointillés représentent le début
et la fin du phénoméne de transition vitreuse (Ribert et al. 2021).

A température ambiante (25 °C), les résultats obtenus montrent que la matrice cellulaire des
levures équilibrées avec des airs a des humidités relatives de 55% et 75% se présente dans un état
caoutchoutique. Pour 33%, les levures se situent dans la zone de transition vitreuse. Seules les
levures équilibrées avec I'air a 12% d’humidité relative sont dans un état vitreux. La stabilité des
levures a ensuite été estimée en mesurant I’évolution de la cultivabilité des levures au cours d’un
stockage a 25 °C.

Temps (mois)

0,5 1 2 3 6 13
ey
Taa FPay PP 99 ® r§°"§b~c§’ &

O =N
Z
z 2 d
o d
o e
=
c -4
2
©
= a a,0,12 Etat vitreux
= -6
£ B a,0,33 En transition
o
5 -8 H a,055
|‘_‘s Etat caoutchoutique

O a,0,75
-10 -

Figure 21. Stabilité des levures séches équilibrées avec des airs a différentes humidités relatives. Les valeurs moyennes du taux
d'inactivation (Log(N/No)) et les écarts types sont présentés. Les lettres associées aux conditions étudiées indiquent des
différences significatives (p < 0,05) déterminées par le test de Tukey (Ribert et al. 2021).

La viabilité des levures équilibrées a 12% n’a pas été affectée sur le temps de stockage le plus long
étudiée dans notre travail (13 mois) confirmant la forte stabilité des levures lorsqu’elles sont dans
un état vitreux. A l'inverse, la survie des levures équilibrées avec la condition d’humidité la plus

élevée (75%) diminue avec une réduction d’environ 9 log au bout de 13 mois. Pour les conditions
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d’humidités intermédiaires, la perte de cultivabilité est inférieure a 0,5 log aprés 6 mois et
d’environ 1 log au bout de 13 mois. Ce résultat indique que I’état caoutchoutique peut également

étre compatible avec la conservation de levures sur plusieurs mois a température ambiante.

Dans le cadre de la conservation de micro-organismes, les niveaux de déshydratation
intermédiaires et I'état caoutchoutique n‘ont été que faiblement étudiés en comparaison des
déshydratations poussées qui sont généralement associées a la conservation a long terme.
Notamment, I’état caoutchoutique correspond a des conditions dans lesquelles la concentration

en tréhalose est supérieure a sa limite de solubilité et dans lesquelles il devrait normalement
cristalliser (Figure 22).
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Figure 22. Diagramme de phase du tréhalose. La courbe orange correspond a la limite de solubilité du tréhalose (Miller et al.
1997). La courbe en rouge correspond a la courbe de transition vitreuse (Chen et al. 1999) (D’apres (Ribert 2021)).

Dans le cas de la stabilisation de micro-organismes par congélation, I’état vitreux peut étre atteint
sans cristallisation si la diminution de température est trés rapide. Dans le cas du séchage, les
cinétiques de retrait de I'eau cellulaire sont plus lentes. Par exemple, I’extraction de I'eau d’une
solution de tréhalose conduit a la cristallisation du tréhalose. Nous avons donc cherché a
comprendre quels mécanismes étaient a I'origine de I'absence de la cristallisation du tréhalose
dans les niveaux d’hydratation intermédiaires. Dans le cas de levures produites industriellement,
le tréhalose représente environ 20% de la matiere séche et le reste est principalement composé
de protéines. Nous avons donc réalisé des mélanges de tréhalose avec des protéines extraites de
levures, déshydrater ces mélanges et analyser la cristallisation du tréhalose en fonction de la
composition des mélanges (Figure 23).
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Figure 23. Schéma des étapes appliquées pour étudier le réle des protéines dans l'inhibition de la cristallisation du tréhalose
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Les résultats obtenus sur les taux de cristallisation des différents mélanges sont présentés dans la
Figure 24. En I’'absence de protéine, le tréhalose est totalement cristallisé apres équilibrage a des
humidités intermédiaires (humidités relatives de 55% et 75%). En revanche, I'ajout de protéines
conduit a une inhibition de la cristallisation du tréhalose. Cet effet est le plus marqué pour le ratio
80% de protéines / 20% de tréhalose qui s’approche de la composition des levures industrielles.
Ce résultat montre que le tréhalose n’est pas le seul composé clé dans la vitrification de la matrice
cellulaire mais que les protéines ont également un réle important au travers de leur effet
inhibiteur de la cristallisation. L’hypothése pour expliquer cet effet est que la concentration des
protéines pendant la déshydratation limite les possibilités de déplacement et de réarrangement

des molécules de tréhalose pour former une structure cristalline.

100 ¢
80 55%HR o 75%HR o
60
40

20

Taux de cristallisation du
tréhalose (%)

&

0 = ®

) 0% YP 50% YP 80%YP 100% YP
** Tréhalose 100%T 50%T 0%T  O0%T

H,0 pd v T

e

Protéines

Tréhalose (100%) Mélange protéines (50%)/ tréhalose (50%)

3 e

Déshydratation eeses (% . . aco iy A
394<¢ 3, oe Déshydratation 22T ..y "4+ Déshydratation  A{:
T e o * 373N o, #’ 5y
SAAS 3 Sepes %

3

Formation d’une structure
cristalline

Formation d’une structure

semi-cristalline vitreuse

Figure 24. Pourcentage de cristallisation de mélanges tréhalose/protéines lors de déshydratations & des niveaux
intermédiaires. L’évolution de la structure des différents mélanges est schématisée (Ribert 2021).
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Les travaux de la littérature portant sur le role du tréhalose dans la vitrification et la stabilisation
de cellules biologiques sont abondants. Ces travaux focalisent principalement sur des niveaux
de déshydratation sévéres généralement considérés comme les plus favorables pour la
conservation a long-terme. Nos travaux ont permis de compléter cette connaissance en étudiant
des niveaux de déshydratation intermédiaires pour lesquels peu d’études étaient disponibles.
D’un point de vue fondamental, nos travaux ont permis de mettre en avant le r6le des protéines
cellulaires dans l'inhibition de la cristallisation du tréhalose permettant sa vitrification. D’un
point de vue appliqué, ces résultats permettent de mieux prédire la stabilité de levures séches
soumises a des fluctuations hydriques et thermiques de leur environnement.

Publication liée aux travaux présentés dans cette partie :

- Ribert, P., Dupont, S., Roudaut, G., & Beney, L. (2021). Effect of devitrification on the survival and
resistance of dried Saccharomyces cerevisiae yeast. APPLIED MICROBIOLOGY AND
BIOTECHNOLOGY, 105, 6409-6418.

3.3.2. Bactéries probiotiques : de la production a la mise en forme

L'ingestion de bactéries en vue de bénéfices pour la santé humaine apparait dans le début du
XX&me siécle. Cette idée a été initialement développée par le pédiatre Henry Tissier (1866-1926)
qui rapportait que l'ingestion de bifidobactéries pouvaient jouer un réle dans la guérison de la
gastro-entérite chez le nourrisson (Ozen and Dinleyici 2015). L'essor de cette idée interviendra
cependant quelques années plus tard avec les travaux d’Elie Metchnikoff (1845-1916) qui avait
observé que certaines populations des Balkans, dont les régimes alimentaires étaient riches en
produits laitiers fermentés, avaient des durées de vie plus longues que celles qui n’en
consommaient pas. Il encourage alors la consommation de yaourts dans lesquels les ferments
lactiques joueraient un role contre le vieillissement. Depuis, de nombreuses études ont mis
relation diverses pathologies et une dysbiose du microbiote intestinal. Il est ainsi supposé que
I'ingestion de bactéries d’intérét dans le but de rétablir I’équilibre intestinal pourrait permettre de
jouer un role dans la guérison de ces maladies et sur le bien-étre de ’lhomme. A cause de la
lourdeur et de la complexité de la mise en ceuvre d’études cliniques a grandes échelles, les preuves
scientifiques des effets bénéfiques sur la santé de I’homme sont cependant actuellement encore
minces. De plus, pour certaines bactéries commensales du tractus gastro-digestif humain
présentant un potentiel bénéfice, les conditions de production de biomasse compatibles avec la
réglementation permettant leur ingestion ne sont pas connues. Ceci représente ainsi un verrou a
lever pour réaliser des études cliniques et envisager I'utilisation de ces bactéries par le secteur

industriel.
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Les applications impliquant I'utilisation de micro-organismes bénéfiques pour la santé humaine
concernent principalement deux marchés : les compléments alimentaires et les médicaments.
Bien que soumis a des réglementations différentes d’un point de vue de la démonstration des
effets, le processus de production industrielle des bactéries pour ces deux marchés est similaire
et comporte les mémes étapes (Figure 25).

Stabilisation

biomasse forme

Sélection de
souches ’

| / Mise en | > ' Stockage

Figure 25. Schéma des principales étapes liées a I'utilisation industrielle de micro-organismes d'intérét.

L’équipe PMB focalise ses travaux sur deux de ces étapes : la production ainsi que la stabilisation
et la mise en forme de la biomasse bactérienne. Depuis mon recrutement au sein de cette équipe,
une partie de mon travail de recherche a été réalisée sur ces thémes. Ces travaux de recherche
ont été menés au travers de deux théses. La premiére est une thése réalisée par Audrey Raise
(2017-2021), que j’ai co-dirigée (co-direction 50% avec Laurent Beney), dans le cadre du projet
ANR DOPEOS (Development and Optimization of Production process of Extremely Oxygen
Sensitive bacteria for their industrial exploitation). Ce projet, regroupant deux partenaires
académiques (UMR PAM et UMR Micalis) et deux partenaires industriels (Global Process Concept
et Biovitis), avait pour but de développer des outils et des procédés de production et de
stabilisation pour la mise en ceuvre industrielle de bactéries d’intérét extrémement sensibles a
I’oxygéne. La seconde thése portant sur ces thémes est la these d’Aurore Bodzen (2017-2021)
pour laquelle j’ai participé a I'’encadrement. Cette thése a été financée par un dispositif CIFRE et
a été réalisée avec l'entreprise Indigo Therapeutics spécialisée dans le développement de
compléments alimentaires fonctionnels. Ce travail de thése visait a optimiser la production de
bactéries lactiques probiotiques sous forme déshydratée. Les bactéries ciblées présentaient un
potentiel satiétogéne ou un effet dans la réduction de I’hyper-perméabilité membranaire des

cellules intestinales.

Les travaux réalisés lors de ces deux théses sont liés a des partenaires industriels et certains
résultats confidentiels ne peuvent pas étre présentés dans ce manuscrit. Les résultats sont
présentés dans deux parties dont la premiére concerne la production de la biomasse et la seconde

la stabilisation et la mise en forme des bactéries.
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3.3.2.1. Développement de milieux de production de biomasse compatibles avec une

utilisation industrielle des bactéries

e Formulation d’un milieu pour la production de bactéries extrémement sensibles a I'oxygéne

Les travaux de I'’ANR DOPEOS visaient a développer des connaissances sur les bactéries
extrémement sensibles a I'oxygéne pour définir des conditions de production et de stabilisation
en vue d’une application industrielle. Les travaux se sont centrés sur une bactérie modele, la
bactérie Faecalibacterium prausnitzii. Cette bactérie représente environ 5% du microbiote
intestinal des humains sains, faisant d’elle I'une des bactéries les plus abondantes du tube digestif.
Elle présente des effets anti-inflammatoires (Sokol et al. 2008) et est considérée aujourd’hui
comme l'une des bactéries les plus prometteuses en tant que probiotiques de nouvelle
génération. Elle pourrait avoir des applications dans le traitement de diverses maladies dont
principalement les Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin (MICI). Avant le démarrage
du projet DOPEQS, les études menées sur cette bactérie étaient déja nombreuses mais portaient
exclusivement sur son lien avec diverses pathologies lors de dysbiose et sur les mécanismes
cellulaires qui pourraient lui conférer un effet bénéfique sur la santé. Dans ces études, la
production des bactéries était réalisée en petits volumes (quelques mL) dans des milieux de
laboratoire (YCFAG et LYHBHI) peu performants (CFU/mL de I'ordre de 108) et incompatibles avec

une ingestion humaine car contenant des composés d’origine animale non autorisés.

Un des objectifs du projet DOPEOS était de formuler un milieu compatible pour la production
industrielle de F. prausnitzii en bioréacteur. La démarche appliquée est résumée dans la Figure 26.
Cette démarche consistait a substituer certains composés du milieu LYHBHI et a évaluer les effets
de ces substitutions sur la croissance des bactéries par suivi de la densité optique des cultures
bactériennes. Le choix des composés de substitution s’est notamment appuyé sur les données
disponibles sur le métabolisme et les besoins nutritionnels de la bactérie.

Objectif
Performant (bons rendements en biomasse)
Sans composé d'origine animale, OGM, allergéne
Respectant la réglementation sur I'alimentation humaine en
Industrialisable
Economiquement compétitif

Améliorant/Maintenant la fonctionnalité de la bactérie et
sa survie lors du séchage et du stockage

* Partant du milieu LYHBHI

* Exploitant les données disponibles
sur le métabolisme et les besoins
nutritionnels de E prausnitzii

Formuler un milieu adapté a la
culture de F. prausnitzii A2-165
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Figure 26. Objectif et démarche suivie pour formuler le milieu de culture VEGEQOS. BHI correspond a une infusion coeur-
cervelle ; PPDT correspond a des peptones de pommes de terre (Raise 2021).
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Ce travail a permis d’aboutir a la formulation d’un milieu basée sur des peptones végétales
(pommes de terre). Ce milieu, que nous avons appelé VEGEQS, satisfait toutes les exigences
réglementaires associées a un milieu de production pour des bactéries probiotiques. Il présente
également des performances en termes de vitesse de croissance et de biomasse finale obtenue
en fin de culture supérieures a celle du LYHBHI. La concentration bactérienne maximale obtenue
a 12 heures de culture atteint environ 2 10° UFC/mL (Figure 27C).
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Figure 27. Performances de croissance de F. prausnitzii cultivée dans du milieu VEGEOS, en anaérobie a 37 °C. Quatre
parametres ont été suivis : (A) la densité optique a 600 nm, (B) le pH, (C) la concentration en bactéries cultivables par
dénombrements (UFC/mL) et (D) la production de butyrate. Ces suivis ont été réalisés pour des cultures ensemencées a 2%
(orange) et a 4% (rouge). n=3 (Raise 2021).

Ce milieu permet également d’obtenir une bonne production de butyrate (35 mM) (Figure 27D)
en comparaison de celle observée en milieu LYHBHI (6,5 mM, résultat non montré). Cette
production plus importante est a relier a la présence de concentrations optimisées d’acétate et
de carbohydrates dans le milieu VEGEQOS (Heinken et al. 2014). Cette production est intéressante
puisque le butyrate est considéré comme un des composés impliqués dans I'action bénéfique de
bactéries probiotiques. Le milieu VEGEQOS présente enfin I'avantage de ne pas former de mousse

lors de la culture en bioréacteur.
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e Influence du milieu de culture sur la résistance des bactéries aux procédés de stabilisation

La formulation d’'un milieu de culture s’attache généralement a produire un maximum de
bactéries dans un minimum de temps. Cependant, la nature du milieu de culture ainsi que les
conditions de culture peuvent également influer sur la résistance des bactéries. D’un point de vue
industriel, 'augmentation de la résistance des bactéries est un mécanisme d’intérét puisqu’il peut
permettre d’augmenter la survie des bactéries lors de la mise en ceuvre du procédé de stabilisation
(Huang et al. 2016). En effet, la déshydratation et la congélation sont a I’origine de contraintes sur
les membranes cellulaires pouvant conduire a la mort des cellules. Il a été monté que des stress
acides réalisés pendant ou apres culture peuvent augmenter la survie de souches de bactéries
lactiques a des procédés de congélation (Beal et al. 2001; Wang et al. 2005) et de lyophilisation
(Palmfeldt and Hahn-Hagerdal 2000; Shao et al. 2014). Ce mécanisme de protection croisée a été
observé pour des souches d’Oenococcus oeni et des souches de lactobacilles mais pas pour des

souches de lactocoques.

Une partie des travaux réalisés lors de la thése d’Aurore Bodzen s’intégrait dans le programme
OPTALIM qui impliquait 'UMR PAM, I'UMR MICALIS et la société Indigo Therapeutics. Ce
programme visait a optimiser la production et la stabilisation de souches probiotiques ayant un
effet limitant la prise pondérale chez I’'Homme. La souche Lactococcus lactis NZ9000 a été utilisée
car elle présente un effet satiétogene (Bermudez-Humaran et al. 2007). Cette souche dérive de la
souche L. lactis NCDO 712, également utilisée dans notre étude pour son potentiel satiétogene.
L’effet d’un stress acide pendant la culture sur la résistance a la lyophilisation de ces deux souches
de bactérie a été étudié. L’hypothese est que les conditions de pH du milieu de culture peuvent
modifier la composition et les propriétés de la membrane plasmique impactant ainsi la résistance
des bactéries au procédé de stabilisation. En effet, la composition de la membrane influence la
fluidité de la membrane plasmique et affecte la survie des bactéries lors d’un séchage et de la
conservation a I'état sec (Fonseca et al. 2019). Pour tester I’hypothése, deux milieux de culture
différents conduisant a des valeurs de pH différentes lors de la culture ont été utilisés : le milieu
MRS pour lequel la valeur de pH avant culture est de 5,8 et atteint 4,8 en fin de culture, et le milieu

gM17 pour lequel la valeur de pH avant culture est de 7 et atteint 5,4 en fin de culture.

Les résultats obtenus ont montré que la survie des deux souches de bactérie a la lyophilisation
dépendait du milieu de culture utilisé. La survie est plus forte lorsque les bactéries sont cultivées
dans le MRS, milieu le plus acide. A titre d’exemple, la survie a la lyophilisation de la souche NCDO
712 est totale apreés culture en milieu MRS alors qu’environ la moitié de la population bactérienne
meurt aprés culture en milieu gM17 (Figure 28A). La membrane plasmique étant une cible
majeure lors de la lyophilisation, I'impact de la nature du milieu de culture sur la fluidité
membranaire a été caractérisé. Pour cela, [I'anisotropie d’une sonde fluorescente
(diphénylhexatriene, DPH) incorporée dans les membranes bactériennes a été mesurée. La valeur
d’anisotropie reflete la fluidité de la membrane : une augmentation de cette valeur correspond a

une membrane plus rigide. La comparaison des valeurs d’anisotropie des bactéries cultivées dans
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les deux milieux a révélé que le milieu MRS permet une fluidité membranaire des deux souches
plus importantes que le milieu gM17 (Figure 28B). La fluidité plus grande de la membrane aprés
culture en milieu MRS peut s’expliquer par un ratio lipides insaturés/lipides saturés plus grand que
celui apres culture en milieu gM17. Il a été montré chez Lactobacillus acidophilus qu’un stress
acide est a I'origine d’'une modification du métabolisme bactérien et augmente ce ratio (Wang et
al. 2005). La premiere étape de la lyophilisation est une congélation qui impose de refroidir les
bactéries. La diminution de température conduit a une rigidification des membranes biologiques
pouvant conduire a une altération de la bicouche lipidique. L’effet bénéfique du milieu MRS sur la
survie a la lyophilisation pourrait ainsi en partie s’expliquer par la limitation de la rigidification de

la membrane plasmique lors de la phase de refroidissement des cellules (Figure 28C).
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Figure 28. Impact de la nature du milieu de culture sur la survie de L. lactis a la lyophilisation. (A) Taux de survie apres
lyophilisation. Les astérisques indiquent une différence significative entre les deux conditions (* : p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; ***
:p < 0,001, ANOVA). Les valeurs représentent la moyenne + |'écart-type obtenu a partir de triplicats indépendants. (B)
Evaluation de la fluidité membranaire en fonction de la température par anisotropie de fluorescence. (C) Diagramme reliant
I'anisotropie de fluorescence des bactéries a 5°C et le taux de survie a la lyophilisation (Bodzen et al. 2021a).

La production industrielle de bactéries probiotiques requiert I'utilisation de milieux de culture
performants compatibles avec les contraintes réglementaires associées a I’alimentation
humaine. Les travaux présentés ont montré que la compréhension du métabolisme bactérien

peut permettre de développer et d’optimiser des milieux de production pour des bactéries
d’intérét.
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Publications et brevets liés aux themes des travaux présentés dans cette partie :
- Bodzen, A., laconelli, C., Charriau, A., Dupont, S., Beney, L., & Gervais, P. (2020). Specific Gaseous

Conditions Significantly Improve Lactobacillus casei and Escherichia coli Survival to Freeze Drying
and Rehydration. APPLIED FOOD BIOTECHNOLOGY, 7(1), 2+.

- Bodzen, A., Jossier, A., Dupont, S., Mousset, P.-Y., Beney, L., Lafay, S., & Gervais, P. (2021).
Increased Survival of Lactococcus lactis Strains Subjected to Freeze-Drying after Cultivation in an
Acid Medium : Involvement of Membrane Fluidity. FOOD TECHNOLOGY AND BIOTECHNOLOGY,
59(4).

- Gervais, P., Lafay, S., Dupont, S., Beney, L., Mousset, P-Y., Bodzen, A. (2021) Brevet d’invention
(FR3108122A1) : Milieu de culture alimentaire. Ce brevet décrit I'utilisation d’'un milieu de culture
de qualité alimentaire pour la production de bactéries lactiques destinées a une utilisation
alimentaire ou pharmaceutique.

- Beney, L., Raise A., Dupont, S. (2022) Brevet d’invention (FR3118059A1) : Milieu de culture,
procédé de fabrication et procédé de culture bactérienne. Ce brevet décrit la fabrication d’un
milieu et les conditions de culture pour la production de bactéries extrémement sensibles a
I’oxygéne (Brevet étendu a I'international (W02022129616A1)).

3.3.2.2. Stabilisation et mise en forme de bactéries d’intérét probiotiques

e Formulation d’un milieu de protection pour la conservation des bactéries

Aprés la production de la biomasse bactérienne, cette derniére est rarement utilisée directement
et doit donc étre stabilisée afin de conserver sa viabilité et sa fonctionnalité. En fin de culture, les
bactéries sont concentrées avant d’étre stabilisées par déshydratation ou congélation. La
déshydratation est généralement la technique privilégiée dans les applications industrielles car
elle présente I'avantage de pouvoir ensuite conserver les bactéries a température ambiante. La
conservation sur des périodes longues, pouvant aller jusqu’a deux ans dans le cas de produits
probiotiques, requiert cependant des niveaux de déshydratation poussés. En effet, lorsque la
concentration en eau n’est pas suffisamment basse, certaines enzymes cellulaires sont encore
actives et peuvent participer a la dégradation des cellules. Des enzymes comme les protéases et
les oxydases fonctionnent jusqu’a des activités de I'’eau de 0,45. Ce niveau de déshydratation n’est
cependant pas suffisant car les réactions d’oxydation non-enzymatiques et de Maillard peuvent
encore se produire a ce niveau. Il est ainsi nécessaire de déshydrater les cellules jusqu’a des

niveaux séveres correspondant a une activité de I'eau de I'ordre de 0,1.

L'activité de I'eau est un parametre qui refleéte la disponibilité de I'eau pour les réactions
biologiques et chimiques. Méme s’il est en relation avec la teneur en eau, ce parameétre n’est pas
équivalent et dépend également des interactions que I'eau réalise avec les composés avec lesquels
elle est en contact. Dans le cadre de la thése d’Aurore Bodzen, la stabilité aprés séchage de
bactéries lactiques a été étudiée en fonction de I'ajout de différents adjuvants de séchage pouvant
influer sur 'activité de I'eau finale des échantillons. Pour cela, des bactéries Lactiplantibacillus

plantarum ont été séchées par lyophilisation en présence de saccharose auquel a été ajouté de
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I'inuline, de la caséine micellaire ou du lactosérum. Le saccharose seul correspondait a la condition
controle. Ce disaccharide non réducteur est couramment utilisé dans les procédés de
lyophilisation pour obtenir une matrice vitreuse a l'issue du séchage pour permettre la

conservation des bactéries.
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Figure 29. Influence de I'ajout d’adjuvants de séchage sur la stabilité de L. plantarum apreés lyophilisation. (A) Réduction
logarithmique L. plantarum au cours du temps lors de la conservation a 25 °C. Les valeurs représentent la moyenne * I'écart
type obtenu a partir de triplicats indépendants. Les astérisques indiquent une différence significative entre les lyoprotecteurs
(*:p<005; **:p<001; ***:p <0001, ANOVA). (B) Isothermes de sorption du saccharose, de la caséine micellaire
lyophilisée, de protéines de lactosérum et de l'inuline. (Bodzen et al. 2021b)

La survie aprées lyophilisation des bactéries a été évaluée sur une période de 9 mois de
conservation (Figure 29A). Au cours du temps de conservation, la viabilité des bactéries
déshydratées diminue. Cette diminution est cependant dépendante de I’adjuvant ajouté au
saccharose lors de la lyophilisation. La diminution de la survie des bactéries dépasse 2 log au bout
de 9 mois pour le saccharose seul ou le saccharose combiné avec l'inuline ou le lactosérum. En
revanche, la combinaison saccharose et caséine micellaire a conduit a une perte de viabilité
modérée avec 0,5 log a 9 mois de conservation. Afin de comprendre cette différence, la teneur en
eau et I'activité de I'eau des différents échantillons ont été mesurées aprés lyophilisation. Il n'y
avait pas de différence concernant la teneur en eau entre les différents échantillons avec une
valeur de 0,04 g d’eau/g de matiere seche. En revanche, concernant I'activité de I'eau, il existait
des différences, notamment pour I’échantillon contenant la caséine micellaire. Les valeurs
obtenues étaient les suivantes : saccharose seul (aw=0,247), saccharose + inuline (aw=0,229),
saccharose + lactosérum (aw=0,279) et saccharose + caséine micellaire (aw=0,053) (Résultats non
présentés). L'activité de I'eau plus basse atteinte avec la caséine micellaire permet d’expliquer la
meilleure conservation des bactéries au cours du temps. L’analyse des isothermes de sorption des
différents adjuvants (Figure 29B) permet de comprendre leur effet sur I'activité de I'eau finale des
échantillons lyophilisés. En effet, la caséine micellaire se démarque des autres adjuvants puisque
pour une méme teneur en eau, l'activité de I’eau est beaucoup plus basse. Nos résultats montrent
ainsi que I'effet des adjuvants sur I'activité de I'’eau finale des échantillons est, avec le niveau de

déshydratation, un parameétre clé dans la stabilité de bactéries déshydratées.
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e Mise au point de formes galéniques pour préserver la viabilité de bactéries extrémement

sensibles a I'oxygene lors de leur ingestion

En complément de la stabilisation, des étapes de mise en forme sont parfois réalisées en fonction
de I'application visée. Dans le cas de bactéries probiotiques destinées a produire des compléments
alimentaires ou des médicaments, les bactéries sont intégrées a des comprimés ou a des capsules.
Cette étape est indispensable pour permettre leur ingestion et les préserver lors de leur passage
dans le tractus gastro-digestif afin qu’elles arrivent viables jusqu’a leur site d’action. En effet, au
cours de leur progression dans le tractus gastro-digestif, les bactéries rencontrent des
environnements hostiles pouvant conduire a leur mort.

Dans le cadre de la these d’Audrey Raise, une étude sur la mise au point d’'une méthode
d’encapsulation de F. prausnitzii a été réalisée. L'originalité de cette étude portait principalement
sur l'application de I'encapsulation de bactéries extrémement sensibles a I'oxygene pour
lesquelles les connaissances sur leur résistance aux procédés d’encapsulation ainsi que la
protection générée par ces procédés sur ces bactéries n’étaient pas connus. Deux procédés
d’encapsulation ont été utilisés : le premier consistait a I'intégration des bactéries fraiches dans
des billes d’alginate par gélification ionique suivie d’une étape de lyophilisation ; le second
consistait a inclure des bactéries lyophilisées dans une matrice lipidique (Gelucire® 43/01). La
premiére étape de I'étude a consisté a estimer la survie des bactéries, fraiches ou lyophilisées,
dans différents tampons mimant les différents compartiments du tractus gastro-digestif (Figure
30A). Concernant les bactéries fraiches, deux compartiments ont conduit a une perte totale de la
viabilité bactérienne et sont critiques pour la survie des bactéries : I'estomac et le jéjunum distal.
Ces compartiments sont connus pour imposer des conditions drastiques aux bactéries qui passent
au travers : dans I'estomac, le pH peut atteindre une valeur de 1; dans le jéjunum distal, les
bactéries sont en contact des sels biliaires. Cette forte sensibilité de la bactérie a ces deux
compartiments s’observe également pour les bactéries lyophilisées. Une perte de viabilité des
bactéries lyophilisées a également été observée pour les autres compartiments qui n’avaient pas
inactivés les bactéries fraiches. Cet effet peut s’expliquer par la réhydratation des bactéries dans

des milieux non optimaux qui peuvent ainsi conduire a la mortalité d’une partie des bactéries.

B Avant Jéjunum  Jéjunum lleon lléon
a . ;a exposition  Estomac  proximal distal proximal distal Célon
a a a _
T =% a
s
&
= ab
K]
s -2
b b & § bcd abed abc
b < bed
I = - bed od
Y bed
h-] de
o -4 de
=
[}
> 5 of
[ c c o
©
Avant Estomac Jéjunum  Jéjunum lléon Iléon Célon @ f
exposition proximal  distal proximal  distal g 9
m Fraiches Lyophilisées » Billes Ca-ALMP = Gélules de gélatine remplies de Gélucire® 43/01

Figure 30. Survie de la bactérie F. prausnitzii dans des tampons mimant les compartiments du tractus gastro-digestif humain.
(A) Survie de bactéries fraiches ou lyophilisées. (B) Survie des bactéries apreés le procédé de gélification ionique (billes Ca-ALMP)
ou d’inclusion dans une matrice lipidique (Gelucire® 43/01) (Raise et al. 2020).
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La survie des bactéries a ensuite été estimée apres leur encapsulation par les deux procédés
étudiés (Figure 30B). Quel que soit le procédé utilisé, I'encapsulation des bactéries ne permet pas
une protection totale des bactéries. Il y a tout de méme un effet protecteur de I’encapsulation qui
est notamment plus important pour I'inclusion en matrice lipidique en comparaison de celle dans
les billes d’alginate. La protection supérieure du procédé d’inclusion en matrice lipidique peut
s’expliquer par les propriétés hydrophobes de la Gélucire qui limite la réhydratation des bactéries
dans les tampons digestifs. Bien que des optimisations doivent encore étre réalisées pour obtenir
des taux de survie plus importants, I'inclusion de bactéries en matrice lipidique semble étre une

voie prometteuse pour la mise en forme de bactéries probiotiques.

La stabilisation et la mise en forme de la biomasse bactérienne sont des étapes indispensables
pour la production industrielle de bactéries probiotiques. Les travaux présentés dans cette
partie ont mis en avant le r6le d’adjuvants permettant d’influer sur le niveau d’activité de I’eau
et sur la conservation de bactéries déshydratées. Des premiers résultats concernant
I’encapsulation de bactéries EOS ont également été produits. L'inclusion des bactéries dans des
matrices lipidiques semble particulierement intéressante pour limiter la réhydratation dans des
compartiments du tractus défavorables a la survie de ces bactéries sensibles. Ces connaissances
peuvent trouver des applications directes dans les stratégies de production industrielle des

bactéries probiotiques.

Publications liées aux thémes des travaux présentés dans cette partie :
- Allouche, R., Dupont, S., Charriau, A., Gervais, P., Beney, L., & Chambin, O. (2018). Optimized

tableting for extremely oxygen-sensitive probiotics using direct compression. INTERNATIONAL
JOURNAL OF PHARMACEUTICS, 538(1-2), 14-20.

- Raise, A., Dupont, S., laconelli, C., Caliri, C., Charriau, A., Gervais, P., Chambin, O., & Beney, L.
(2020). Comparison of two encapsulation processes to protect the commensal gut probiotic
bacterium Faecalibacterium prausnitzii from the digestive tract. JOURNAL OF DRUG DELIVERY
SCIENCE AND TECHNOLOGY, 56(A).

- Bodzen, A., Jossier, A., Dupont, S., Mousset, P.-Y., Beney, L., Lafay, S., & Gervais, P. (2021b).
Design of a new lyoprotectant increasing freeze-dried Lactobacillus strain survival to long-term
storage. BMC BIOTECHNOLOGY, 21(1), 66.
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3.3.3. Effet de la lumiere visible a haute intensité sur les micro-organismes

La maitrise des contaminations microbiologiques des aliments est une composante essentielle de
la qualité des aliments représentant ainsi un enjeu considérable pour les filieres alimentaires.
Cette maitrise est incontournable pour prévenir certaines maladies d’origine alimentaire,
permettant ainsi la limitation des dépenses de santé, mais aussi pour réduire les pertes
alimentaires liées aux flores d’altération des aliments. Une des solutions actuelles est Iutilisation
de molécules chimiques présentant des propriétés fongicides et bactéricides. L'utilisation de ces
molécules induit cependant des problémes environnementaux et toxicologiques importants. De
plus, a I'image de la croissance forte du marché des produits biologiques, les consommateurs sont
a la recherche de produits faiblement traités et préts a consommer. Dans ce contexte, il est
nécessaire de développer des procédés de décontamination microbienne ne faisant plus appel a
ces composés chimiques et permettant d’assurer la sécurité microbiologique des aliments tout en

conservant leur qualité.

Dans le domaine agro-alimentaire, les procédés de maitrise des contaminations microbiennes ne
se basant pas sur l'utilisation de fongicides ou de bactéricides, reposent principalement sur
I'utilisation de traitements thermiques (pasteurisation, stérilisation). Ces procédés sont
cependant a I'origine d’une altération des qualités nutritionnelles et organoleptiques des aliments
et ne peuvent pas étre utilisés sur tous aliments, notamment les aliments frais. Les rayonnements
ultraviolets, notamment les UVc (A = 100-280 nm), sont également parfois utilisés pour
décontaminer les aliments. Cependant, la faible pénétration de ce type de rayonnement au niveau
de I'eau nécessite des puissances importantes pour obtenir un traitement efficace sur certains
types d’aliment. L'effet mutagéne de ce rayonnement est également un inconvénient a leur
utilisation. Les recherches académiques sur la résistance des micro-organismes a des
perturbations physiques et environnementales, notamment au sein de 'UMR PAM, permettent
d’envisager des procédés alternatifs pour maitriser les populations microbiennes. Parmi ces
alternatives, je travaille a développer, depuis mon recrutement au sein de I'équipe PMB, une
thématique portant sur I'étude de I'effet de la lumiere visible a Ultra Haute Intensité (UHI) sur les
micro-organismes afin de développer un procédé d’inactivation microbienne qui pourrait étre

appliqué a des surfaces de contact alimentaire ou a des aliments.

Les travaux présentés dans cette partie ont reposé principalement sur 3 projets d’envergure
croissante : projet AgroSup Dijon (2017-2018, 10 k€), projet de maturation Sayens IDLux (2018-
2020, 130 k€) et le projet ANR Jeune Chercheur GreenDeconta (2019-2021, 174 k€). Les moyens
alloués par ces projets m’ont permis de superviser le travail de 3 post-doctorants (Cédric
Grangeteau, Emilie Lang et Thibaut Théry). Les résultats sont présentés dans 3 parties. La
premiére concerne la compréhension des effets de la lumiere UHI sur les cellules. La seconde est
dédiée au développement d’un réacteur pilote basé sur I'utilisation de LED. La derniére partie
présente I'étude de l'inactivation de spores de champignons et de bactéries d’altération des

aliments par I'application de lumiére UHI.
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3.3.3.1. Effets cellulaires de traitements lumineux a trés haute intensité
Les rayonnements électromagnétiques sont capables d’interagir avec la matiére organique et
peuvent par conséquent avoir des effets sur les cellules biologiques. Notamment, la lumiére visible
peut étre utilisée pour maitriser la viabilité et certaines activités cellulaires des champignons
(Fuller et al. 2015). Les travaux portant sur l'utilisation de la lumiére visible dans |'objectif
d’inactiver des micro-organismes sont nombreux. La photo-oxydation est le principal mécanisme
conduisant a I'inactivation microbienne. Ce mécanisme repose sur I'interaction de la lumiére avec
des molécules photo-sensibilisatrices qui, lorsqu’elles sont excitées a une longueur d’onde
spécifique qui leur est propre, peuvent transférer leur énergie d’excitation électronique a
I'oxygene pour former de I'oxygene singulet. L'oxygéne singulet est une espéece réactive de
I'oxygéne qui peut directement altérer les lipides, les protéines et les acides nucléiques.
Concernant les micro-organismes, |'effet Iétal est principalement observé sur une plage de
longueurs d’onde comprise entre 400 et 430 nm (Gwynne and Gallagher 2018). Ces longueurs
d’onde sont utilisées pour exciter les porphyrines qui sont des photosensibilisateurs endogénes.
Les mécanismes cellulaires et les cibles de I'oxygene singulet ne sont cependant pas totalement
compris. Certains travaux ont montré que la mort de micro-organismes est liée a des dommages
membranaires (McKenzie et al. 2016; Biener et al. 2017) alors que d’autres ont mis en avant une
oxydation de I’ADN (Kim and Yuk 2017; Yoshida et al. 2017) ou des modifications génétiques sans
altération de la membrane (Kim and Yuk 2017). La plupart de ces travaux ont étudiés |'effet de la
lumiere visible par le biais de traitement lumineux de plusieurs heures. De tels temps d’application
sont cependant difficilement compatibles avec la plupart des applications qui pourraient étre
envisagées pour la lumiere visible. Une solution pour réduire ce temps pourrait étre d’augmenter

la puissance lumineuse.

Nos travaux sur la lumiére visible ont tout d’abord visé a comprendre I'effet de la lumiére UHI sur
les micro-organismes. Pour cela, nous avons appliqué un stress lumineux sur un micro-organisme
modele, la levure S. cerevisiae, par le biais du laser d’un microscope. Ceci a permis de réaliser des
traitements ciblés a une longueur d’onde de 405 nm et d’observer directement et au cours du
temps les effets du traitement. Ces effets ont pu étre caractérisés par l'utilisation de sondes
fluorescentes, le Singlet Oxygen Sensor Green (SOSG) et I’AminoPhenyl Fluorescein (APF), qui
fluorescent en présence d’oxygéne singulet (Figure 31). La membrane plasmique des levures est
imperméable a la sonde SOSG. Lors de I'application d’un traitement lumineux UHI a 405 nm, les
premieres images montrent un marquage du pourtour des cellules indiquant la production
d’oxygéne singulet. Ce marquage devient de plus en plus intense au cours du temps jusqu’a ce
gu’un marquage intracellulaire apparaisse brutalement. Cette observation indique que Ia
membrane plasmique des levures se perméabilise et permet alors a la sonde d’envahir I'espace

intracellulaire. Une éjection de matériel cellulaire est également observée.
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Figure 31. Visualisation de la production d’oxygéne singulet a I'aide de la sonde SOSG lors du traitement de levures S. cerevisiae
a une longueur d’onde équivalente de 415 nm. (A) Image au début du traitement lumineux. Le rectangle rouge indique la
levure ciblée par le traitement. (B) Image a la fin du traitement lumineux réalisée a 318s. (C) Coupes horizontales et verticales
de I'évolution temporelle de la fluorescence dans les cellules ciblées pendant le traitement de photo-oxydation. (D) Evolution
au cours du temps du marquage fluorescent de la levure ciblée. La barre d’échelle rouge représente 2 um (Grangeteau et al.
2018).

La membrane plasmique des levures étant imperméable a la sonde SOSG, cette premiere
expérimentation ne permet pas de savoir si de l'oxygene singulet est produit au niveau
intracellulaire. La méme manipulation a alors été réalisée avec la sonde APF qui passe au travers
de la membrane plasmique (Figure 32). Le marquage observé au cours du traitement révéele une
fluorescence initiale sur le pourtour cellulaire qui diffuse ensuite dans I'espace intracellulaire.
L’'ensemble du cytoplasme semble marqué a I'exception de la vacuole jusqu’a ce qu’interviennent
la rupture de la membrane plasmique. Deux causes peuvent expliquer la disparition de la vacuole :
la contraction de la levure lors sa perméabilisation conduisant a une défocalisation de la cellule

ou une rupture de la membrane vacuolaire.
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Figure 32. Visualisation de la production d’oxygéne singulet a I'aide de la sonde APF lors du traitement de levures S. cerevisiae
a une longueur d’onde équivalente de 415 nm. (A) Image au début du traitement lumineux. Le rectangle rouge indique la
levure ciblée par le traitement. (B) Image a la fin du traitement lumineux réalisée a 270s. (C) Coupes horizontales et verticales
de I'évolution temporelle de la fluorescence dans les cellules ciblées pendant le traitement de photo-oxydation. (D) Evolution
au cours du temps du marquage fluorescent de la levure ciblée. La barre d’échelle rouge représente 2 um (Grangeteau et al.
2018).
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Les résultats obtenus montrent que la membrane plasmique est une cible des traitements
lumineux visibles UHI mais aussi qu’elle semble étre a I'origine de la genése de I'oxygéne singulet.
Pour confirmer cette hypothése, une derniere expérience a consisté a cibler spécifiquement avec
le laser deux zones différentes des levures : I’'enveloppe cellulaire (membrane plasmique et paroi)

ou une zone dans I'espace intracellulaire (Figure 33).

Figure 33. Visualisation de la production d’oxygeéne singulet a I'aide de la sonde APF lors du traitement de levures S. cerevisiae
a une longueur d’onde équivalente de 415 nm. (A) La zone de traitement, indiquée par le rectangle rouge, est située sur la
membrane plasmique. (B) La zone de traitement, indiquée par le rectangle rouge, est située dans I'espace intracellulaire
(Grangeteau et al. 2018).

La focalisation du laser sur I'enveloppe cellulaire induit une augmentation de la fluorescence
autour de la zone d’excitation (Figure 33A). La fluorescence s’intensifie au cours du temps et la
membrane plasmique se rompt rapidement (a 54 s dans I'exemple présenté) a I'’endroit de la zone
d’excitation. Dans le cas de I'excitation au niveau intracellulaire, aucune fluorescence n’apparait
au cours du temps au niveau de la zone d’excitation (Figure 33B). La seule fluorescence visible
correspond au pourtour de la cellule qui devient de plus en plus fluorescent au cours du temps.
Cette fluorescence est liée a la production d’oxygene singulet causée par |'utilisation du laser pour
réaliser les images au cours du temps. Cette derniére expérience suggére que la photo-oxydation
induite par un traitement a la lumiére visible UHI se produit au niveau de la membrane plasmique.
La production d’oxygéne singulet au niveau membranaire peut s’expliquer par la présence de
porphyrines au niveau de la membrane plasmique des levures (Fraikin et al. 1996). L'oxygéne
singulet a une durée de vie dans I'eau de 3,5 ps. En combinant cette durée de vie avec sa vitesse
de diffusion, la distance maximale a laquelle I'oxygéne singulet peut agir a partir de sa zone de
production est d’environ 200 nm (Baier et al. 2005). Ceci permet d’expliquer pourquoi la

membrane plasmique est une cible majeure des traitements a la lumiére visible.

Les travaux rapportant la possibilité d’utiliser la lumiére visible pour inactiver des micro-
organismes sont nombreux. Cependant, la plupart de ces travaux ont été réalisés avec des
puissances lumineuses faibles nécessitant des traitements de plusieurs dizaines de minutes a
plusieurs heures. Les mécanismes cellulaires conduisant a la mort des cellules ne sont également

pas totalement élucidés. Dans le cas de traitement a la lumiére bleue UHI, nos travaux ont

permis de montrer que la membrane plasmique est une structure clé dans le mécanisme de
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photo-oxydation : elle est le site de production de I'oxygéne singulet et est la cible de cette
espéce réactive. Il a également été observé que des traitements de quelques minutes sont
suffisants pour perméabiliser la membrane plasmique de levures dans le cas de traitement UHI.
Ces premiers résultats permettaient d’envisager la lumiére bleue UHI comme un procédé
d’inactivation microbienne qui pourrait notamment étre utilisé dans le domaine agro-

alimentaire.

Publication liée aux travaux présentés dans cette partie :

- Grangeteau, C., Lepinois, F., Winckler, P., Perrier-Cornet, J.-M., Dupont, S., & Beney, L. (2018).
Cell Death Mechanisms Induced by Photo-Oxidation Studied at the Cell Scale in the Yeast
Saccharomyces cerevisiae. FRONTIERS IN MICROBIOLOGY, 9.

3.3.3.2. Développement d’un réacteur LED a ultra haute intensité
Afin d’envisager une utilisation a grande échelle de la lumiere bleue UHI comme procédé
d’inactivation microbienne, il est nécessaire de développer des dispositifs de traitement
permettant d’appliquer sur des échantillons la lumiére a haute puissance dans une gamme de
longueurs d’onde ciblées. La technologie laser permet de cibler des longueurs d’onde précises
mais la surface qui pourrait étre traitée par cette technologie serait trés limitée. Les diodes electro-
luminescentes, appelées communément LED (Light Emitting Diode), présentent beaucoup
d’avantages pour développer un dispositif basé sur I'application de lumiére bleue : possibilité de
cibler une plage de longueurs d’onde, durée de vie trés importante, taille trés réduite, pas
d’émission de rayonnements ultra-violet et infrarouge. De plus, les technologies associées aux LED
sont en constants progrés. Selon la loi de Haitz, le colt d’un lumen est divisé par 10 tandis que
I'intensité d’'une LED est multipliée par 20 tous les 10 ans (Steele 2007). Ces avantages nous ont

conduit a choisir des LED pour développer un réacteur lumineux UHI.

Pour fabriquer ce réacteur, nous nous sommes tournés vers la société NLX (Next Lighting
eXperience) basée a Blois. Cette société développe des solutions de lumiéres innovantes a
destination de professionnels. Sur la base d’un cahier des charges que nous leur avons fourni, le
premier réacteur LED de notre laboratoire a pu étre construit (Figure 34A). Ce réacteur est
constitué de 200 LED placées sur un support relié a un dissipateur thermique pour limiter
I’échauffement des LED (Figure 34B). Les optiques associées aux LED ont été choisies afin d’obtenir
un traitement homogéne d’un échantillon placé & 20 cm des LED (Figure 34C). A cette distance, la
puissance théorique surfacique maximale qui peut étre fournie par le réacteur est d’environ 9000
W/m?2. Les LED utilisées pour la fabrication du réacteur sont des LED 405 nm dont le spectre s’étale

entre 380 et 430 nm avec un pic d’émission de lumiere a 405 nm (Figure 34D).
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Figure 34. Présentation du réacteur lumineux a base de LED développé dans le laboratoire. (A) Vue et représentation du
réacteur avec une version schématique de l'intérieur du dispositif. (B) Schéma du support des LED et du dissipateur thermique
en aluminium du réacteur. (C) Modélisation de l'irradiation recue par des échantillons placés a 20 cm de la source LED. La

puissance maximale estimée (901 mW/cm?) est représentée en rouge. (D) Spectre d’intensité des LED 405 nm utilisées dans le
réacteur (Lang et al. 2022).

L'efficacité de ce réacteur sur linactivation microbienne a été testée par la réalisation de
traitement sur un micro-organisme modele, la levure S. cerevisiae (Figure 35). Les premieres
expériences ont consisté a rechercher s’il existait un seuil minimal d’énergie a appliquer pour
inactiver les levures et a étudier si la puissance appliquée avait un impact sur les taux
d’inactivation. Pour cela, deux niveaux d’énergie ont été étudiés (164 et 405 J/cm?) obtenus avec
I’application de différentes puissances (112 mW/cm?, 225 mW/cm?, 450 mW/cm?, 901 mW/cm?)
(Figure 35A et B). Pour obtenir la méme énergie avec les différents niveaux de puissance, le temps
d’application du traitement est ajusté. A titre d’exemple, le temps d’application est divisé par 2
lorsque la puissance est multipliée par 2. Le traitement a 164 J/cm? n’a conduit a aucune
inactivation des levures et ce quelle que soit la puissance appliquée (Figure 35A). L'augmentation
de I’énergie recue par les échantillons a 405 J/cm? a permis d’inactiver les levures. Cette
inactivation dépend cependant de la puissance appliquée : I'inactivation atteint plus de 4 log pour
la puissance de 901 mW/cm? alors gu’elle est d’environ 0,5 log pour 112 mW/cm?. Ces résultats
montrent qu’il existe un seuil d’énergie minimal a dépasser pour induire I'inactivation des levures.
Ils montrent également que les puissances fortes sont plus létales que les puissances faibles dans
le cas ou le seuil d’énergie minimal est dépassé.
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Figure 35. Inactivation de levures S. cerevisiae par un traitement lumineux UHI a 405 nm. (A) Effet de la puissance lumineuse
sur l'inactivation de levures exposées en milieu liquide & une dose de 164 J/cm? (B) Effet de la puissance lumineuse sur
l'inactivation de levures exposées en milieu liquide & une dose de 405 J/cm?. (C) Inactivation de levures déposées sur différentes
surfaces technologiques rencontrées dans le domaine agroalimentaire par un traitement @ 901 mW/cm? Temps de
traitement : ] 1Imin, 2 min et [l 5 min (Lang et al. 2022).

Des essais d’inactivation de levures déposées a la surface de différents matériaux représentatifs
de surfaces technologiques rencontrées dans les industries agroalimentaires ont également été
réalisés (Figure 35C). Les traitements ont consisté a appliquer la lumiére bleue UHI pendant 1, 2
ou 5 min. Pour I'ensemble des surfaces, les traitements de 1 min sont peu efficaces avec une
diminution de la population inférieure a 0,5 log. L’allongement de la durée du traitement permet
d’augmenter l'inactivation des levures. L'inactivation est similaire pour le polyéthyléne haute
densité (PEHD), le polypropyléene (PP) et le verre avec des inactivations de 1,5 log et 4,5 pour les
traitements de 2 et 5 min, respectivement. L'inox se démarque des autres matériaux avec une
inactivation supérieure a 4 log dés 2 min de traitement. Cette différence pourrait étre en lien a un
effet thermique qui dépendrait de la nature du matériau. Nous avons donc mesuré la température
des différents matériaux lors des traitements lumineux. Les résultats obtenus (non présentés) ont
révélé une augmentation de température similaire pour I'ensemble des matériaux avec une
température d’environ 35 °C aprés 5 min de traitement. Cette température n’est pas létale pour
les levures indiquant que l'inactivation n’est pas liée a I’échauffement des matériaux et que
I'inactivation supérieure observée sur I'inox n’est pas liée a un effet thermique. L’hypothése la
plus probable pour expliquer I'efficacité plus importante sur I'inox est un indice de réflexion plus
élevé de ce matériau en comparaison aux autres permettant a plus d’énergie lumineuse

d’atteindre les levures.
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L’utilisation de la lumiére visible UHI comme procédé d’inactivation microbienne requiert le
développement de dispositifs permettant d’appliquer la lumiére dont les caractéristiques en
termes de longueurs d’onde et de puissance peuvent étre contrélées. Le développement d’un
réacteur UHI a base de LED nous a permis d’appliquer des traitements intenses sur un micro-
organisme modele. Il a pu étre montré que des traitements de quelques minutes peuvent étre
suffisants pour inactiver la levure S. cerevisiae. Il a également été montré que I'augmentation
de la puissance lumineuse permet de diminuer I’énergie requise pour inactiver les levures. Cet
effet est d’autant plus intéressant pour réduire les temps de traitement et envisager des
applications potentielles de ce procédé.

Publication et brevet liés au theme des travaux présentés dans cette partie :
- Lang, E., Thery, T., Peltier, C., Colliau, F., Adamuz, J., Grangeteau, C., Dupont, S., & Beney, L.

(2022). Ultra-high irradiance (UHI) blue light: Highlighting the potential of a novel LED-based
device for short antifungal treatments of food contact surfaces. APPLIED MICROBIOLOGY AND
BIOTECHNOLOGY, 106(1), 415-424.

- Beney, L., Cayot, P., Grangeteau, C., Dupont., S. (2021) Brevet d’invention (FR3084262B1):
Procédé d’élimination de microorganismes présents dans et/ou a la surface d’'un matériau a
décontaminer. (Brevet étendu a l'international (EP3829654A1 et W02020020591A1)).

3.3.3.3. Inactivation de micro-organismes d’altération ou pathogeéenes des aliments

par la lumiére a ultra haute intensité
En réponse a des conditions stressantes de leur environnement comme |’'épuisement nutritif du
milieu, certains micro-organismes ont la capacité de former des spores. Les spores sont des formes
dormantes de micro-organismes présentant un métabolisme ralenti et sont caractérisées par des
modifications de leur structure par rapport a I'état végétatif. Ces changements sont notamment
le développement de membranes externes, la modification de la paroi cellulaire et des
modifications génétiques (Rozali et al. 2017; Cho and Chung 2020). Ces modifications entrainent
une augmentation de la résistance des micro-organismes aux perturbations de leur
environnement. Les spores de bactéries et de champignons sont a |'origine de contaminations
dans l'industrie alimentaire pouvant conduire a des risques pour la santé des consommateurs.
C’est par exemple le cas pour les spores bactériennes de Bacillus cereus ou pour les spores

fongiques du genre Penicillium.

Afin de pouvoir étre utilisé comme procédé de décontamination dans I'industrie alimentaire, la
lumiére visible UHI se doit de présenter une efficacité réelle sur les micro-organismes sporulés.
Nous avons donc mené une étude portant sur I'effet de la lumiére bleue UHI sur des spores de
bactéries (B. cereus), de levures (S. cerevisiae) et de champignons filamenteux (P. digitatum).
L’hypothese de travail est que les fortes puissances lumineuses pourraient permettre d’inactiver

ces formes de résistance. En plus de la longueur d’onde 405 nm que nous avions déja étudiée,

69




I'efficacité de la longueur d’onde 385 nm a également été utilisée. Cette longueur du spectre
visible est a la limite avec les rayonnements UV-A. Quelques études ont montré que cette longueur
pouvait étre plus efficaces dans I'inactivation de micro-organismes sous forme végétatives que la
longueur d’onde 405 nm (Vollmerhausen et al. 2017; Lee et al. 2022). Les résultats obtenus sur
des spores de S. cerevisiae et B. cereus révelent que des temps d’application plus longs, en
comparaison de ceux obtenus sur les formes végétatives de levures, doivent étre appliqués pour
observer une inactivation (Figure 36). Dans le cas de la longueur d’onde a 405 nm, les traitements
de 30 min ont conduit a une inactivation d’environ 1 log pour les deux types de micro-organismes.
La longueur d’onde 385 nm s’est révélée plus efficace avec une destruction d’environ 4 log
indiquant que la longueur d’onde 385 nm est également plus efficace que la longueur d’onde 405

nm sur les formes sporulées.
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Figure 36. Inactivation de spores de micro-organismes par un traitement a la lumiére bleue avec une puissance recue par
I’échantillon de 250 mW/cm?. (A) Spores de S. cerevisiae. (B) Spores de B. cereus. Les traitements réalisés @ 405 nm sont
présentés en bleu clair et ceux réalisés a 385 nm sont présentés en bleu foncé (Thery et al. 2023).

L'efficacité d’un traitement UHI a ensuite été testé sur des spores de champignons filamenteux de
I'espéce Penicillium digitatum. Ce champignon est un contaminant fréquent des agrumes
conduisant a leur pourrissement et a de grosses pertes post-récolte. Dans un premier temps, les
spores ont été traitées en suspension dans de I’eau distillée pendant 5, 10 ou 15 min (Figure 37A).
Les traitements de 5 min a 385 ou 405 nm ont montré une faible efficacité avec des inactivations
inférieures a 0,5 log. En revanche, I'application de traitements de 10 et 15 min ont conduit
respectivement a des taux d’inactivation d’environ 2,5 log et 4 log indépendamment de la
longueur d’onde appliquée. Afin d’évaluer si un traitement a la lumiére UHI peut étre efficace s'il
est appliqué sur des fruits, une seconde expérience a visé a traiter des mandarines contaminées
par des spores de P. digitatum. Le pourrissement des fruits a été estimée en évaluant la croissance
radiale du champignon aprés inoculation des spores. En pratique, le diametre des zones de
pourriture molle, de sporulation et mycélienne a été mesuré (Figure 37B). Deux traitements
lumineux a 385 nm apportant la méme énergie ont été appliqués : 125 mW/cm? pendant 20 min
ou 250 mW/cm? pendant 10 min (Figure 37C). Les résultats obtenus montrent que I'application

des traitements lumineux UHI permettent de réduire significativement le développement du
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champignon. Cet effet est d’autant plus marqué pour le traitement appliqué avec la plus forte
puissance confirmant I'intérét d’utiliser des puissances élevées. Le traitement des fruits impose
cependant de limiter la puissance a une valeur qui n’'endommage pas le fruit. En effet, I'application
de fortes puissances lumineuses conduit a une élévation de la température de surface de fruit
pouvant ainsi I'endommager. Cette limitation n’existe pas pour le traitement de surfaces
technologiques contaminées.
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Figure 37. Inactivation de spores de P. digitatum pour un traitement a la lumiére bleue UHI. (A) Inactivation de spores en
suspension dans de I'eau distillée. Les histogrammes présentés en bleu clair correspondent a un traitement a 405 nm et ceux
en bleu foncé a un traitement a 385 nm. (B) illustration des différentes zones de pourrissement d’une mandarine aprés
contamination par P. digitatum. (C) Evolution du diamétre des différentes zones de pourrissement au troisiéme jour (D+3) et
au sixieme jour (D+6) apres inoculation. Les histogrammes en gris représentent les mandarines qui n’ont pas été traitées avec
la lumiére bleue UHI (contréle), ceux en bleu foncé les mandarines traitées a 385 nm pendant 20 min avec une puissance de
125 mW/cm? et ceux en bleu clair les mandarines traitées @ 385 nm pendant 10 min avec une puissance de 250 mW/cm? Les
deux traitements lumineux apportaient la méme énergie aux mandarines (Thery et al. 2023).

De par leur résistance a de nombreux stress physiques et chimiques, les spores de micro-
organismes sont les formes microbiennes les plus difficiles a inactiver. Ces spores peuvent
cependant étre a l'origine de l'altération des aliments ainsi que de pathologies pour les

consommateurs. Les procédés de décontamination microbienne doivent donc viser leur
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inactivation. Nos travaux ont montré un effet sporicide des traitements a la lumiére bleue UHI.
Les temps d’application requis sont cependant plus longs que pour inactiver les formes
végétatives et sont de I'ordre de plusieurs dizaines de minutes. Ces durées de traitement ainsi
que I’échauffement généré par l'illumination pourraient étre un frein au développement d’un
procédé de décontamination par I'utilisation de la lumiére bleue UHI. Une voie d’optimisation
possible serait d’appliquer la lumiére par le biais de flashs lumineux plutot que d’appliquer un
traitement continu. Ceci pourrait permettre d’appliquer des puissances instantanées plus fortes
que les puissances que nous avons appliquées en continu et pourrait également permettre de

limiter I’échauffement de matrices sensibles thermiquement.

Publication liée aux travaux présentés dans cette partie :
- Thery, T., Grangeteau, C., Beney, L., Dupont, S. (2023). Sporicidal efficiency of an ultra-high

irradiance (UHI) near UV/visible light treatment: an example of application to infected mandarins.
FOOD CONTROL.
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3.4. Perspectives des travaux de recherche

Depuis le début de mes activités de recherche, la démarche scientifique que je mets en ceuvre
vise a comprendre le métabolisme et la réponse a des perturbations environnementales de micro-
organismes pour développer des procédés de maitrise de leur viabilité. Dans le cas de
perturbations drastiques telles que celles associées aux procédés technologiques, les réponses
étudiées comprennent des réponses biologiques mais surtout des réponses structurales qu’il est
nécessaire de caractériser pour comprendre finement les effets des perturbations. Le but est
d’identifier les talons d’Achille ou, a I'inverse, les mécanismes de résistance des micro-organismes
a des perturbations. Cette connaissance est ensuite utilisée pour développer et optimiser des
procédés de préservation ou de décontamination microbienne. Mes futurs travaux poursuivront
cette démarche pour approfondir et développer de nouvelles connaissances sur les themes sur
lesquels j'ai développé une expertise. Les principaux thémes de recherche envisagés pour mes
futurs travaux sont présentés dans les paragraphes suivants.

Réle de la paroi cellulaire dans la résistance des levures a la déshydratation :

Jusgu’a maintenant, une partie importante de mes travaux ont visé a caractériser la réponse de la
membrane plasmique de la levure S. cerevisiae pour comprendre les mécanismes cellulaires
conduisant a la mort ou la survie des cellules lors de perturbations hydriques. Dans le cas des
levures, la membrane plasmique est en étroite interaction avec la paroi cellulaire. La paroi
cellulaire représente entre 15 et 30% de la matiére séche des levures et est composée
principalement de sucres (1,3-B-glucanes et 1,6-B-glucanes) pour sa couche interne et de
mannoprotéines pour sa couche externe. Bien que longtemps décrite comme une structure
passive limitant le passage de certains solutés, la paroi cellulaire est maintenant considérée
comme une structure dynamique dont la synthése implique de nombreux génes (environ 1200) et
est soumise a une régulation complexe (de Groot et al. 2001). Son rdole dans la résistance des
levures a des perturbations de I'environnement a fait I’'objet de nombreuses études. Il a ainsi été
montré que la paroi subissait des modifications de structure et jouait un réle lors de perturbations
thermiques (Verna et al. 1997), acides (Ribeiro et al. 2021), hypo-osmotiques (Valdivia and
Schekman 2003) ou bien encore hyperosmotiques (Jin et al. 2022). Ces études ont cependant
focalisé sur des perturbations modérées pour lesquelles la croissance des levures en conditions
stressantes était évaluée. A ma connaissance, il existe trés peu d’études qui ont cherché a
caractériser I'évolution de la paroi de levures lors d’une déshydratation poussée qui permettrait
d’atteindre les conditions de stabilisation. Cette connaissance pourrait cependant se révéler tres
intéressante pour comprendre comment certaines levures peuvent résister aux procédés de

stabilisation par séchage.

Une partie de mes travaux futurs viseront a caractériser I’évolution structurale de la paroi de S.
cerevisiae lors de déshydratations poussées par séchage. Le séchage aboutit a des échantillons
solidifiés limitant l'utilisation de certaines analyses qui ne peuvent que se réaliser en milieu

hydraté. Le plateau PIMS hébergé par 'lUMR PAM vient de faire I'acquisition d’'un microscope
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mlRage permettant de faire de la microscopie infrarouge et Raman. L'avantage de cette
technologie est de pouvoir étre utilisable a la fois sur des échantillons hydratés et secs. Cela
permettra ainsi d’analyser I’évolution de la structure moléculaire de la paroi au cours d’un
processus de séchage. La microscopie de force atomique (AFM) pourrait également étre utilisée
pour caractériser I’évolution de I'élasticité de la paroi lors de la déshydratation. Les résultats
attendus pourraient permettre de comprendre comment la structure et les propriétés de la paroi
évoluent lors de la contraction volumique associée a la déshydratation cellulaire. Pour approfondir
la compréhension du réle de la paroi, sa composition pourra également étre modulée pour
I"'utilisation de mutants ou en jouant sur la composition du milieu de culture (Aguilar Uscanga and
Francois 2003; Jin et al. 2022). Le financement de ces travaux de recherche pourrait s’appuyer sur
une demande de bourse de thése a I'école doctorale Environnements-Santé de I'Université de
Bourgogne Franche-Comté.

Réle des protéines dans la vitrification de la levure lors du séchage

Une partie des résultats présentés dans ce manuscrit ont montré que les protéines jouaient avec
le tréhalose un role pour obtenir un état vitrifié des levures lors d’un procédé de séchage. Le
mécanisme ainsi que la nature spécifique (s’il y a besoin d’une spécificité) des protéines ne sont
cependant pas connus. Les premiéres études concernant le réle des protéines dans le processus
d’anhydrobiose ont été initiées il y a un peu plus de 30 ans. Ces travaux portaient principalement
sur des graines et ont mis en avant les protéines LEA (Late Embryogenesis Abundant) qui sont
synthétisées par de nombreux organismes anhydrobiotes. Depuis, d’autres protéines jouant un
réle dans I'anhydrobiose ont été décrites comme par exemple les protéines CAHS (Cytoplasmic
Abundant Heat Soluble) présentes uniquement chez les tardigrades (Boothby et al. 2017). Les
protéines LEA et CAHS ont la particularité d’étre des protéines intrinsequement désordonnées
(IDP : intrinsically disordered proteins) qui ne possedent pas une conformation tridimensionnelle
stable mais existent sous différentes conformations interchangeables. Cette spécificité repose sur
I’absence de grandes régions hydrophobes au sein des protéines et la présence d’un grand nombre
de résidus polaires et chargés faisant des interactions avec I’eau. Les hydrophilines présentes chez
la levure, notamment la protéine Hsp12, appartiennent également a ces IDP (Kim et al. 2018). Le
role des IDP dans I'anhydrobiose fait I'objet de nombreuses recherches actuellement mais les
mécanismes qui pourraient expliquer leur fonction lors d’un stress hydrique sont encore
largement inconnus (Boothby and Pielak 2017). Les principaux mécanismes proposés et
actuellement étudiés sont la stabilisation des membranes lipidiques, I'inhibition de I’'agrégation

des protéines ou le piégeage des especes réactives de I'oxygene.

De par leur flexibilité conformationnelle, les IDP pourraient jouer un réle dans I'inhibition de la
cristallisation du cytoplasme lors du séchage jusqu’a des niveaux permettant la conservation a
long terme des levures. L'étude du réle de la protéine Hspl2 dans la conservation de levures a

I’état déshydraté pourrait permettre de tester cette hypotheése. Pour cela, un mutant délété pour
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le géne Hspl2 pourra étre utilisé. Son taux de survie a I'état déshydraté et au cours du temps
pourra étre comparé a la souche sauvage. La caractérisation de I'état vitreux ou cristallisé sera
également réalisée sur les deux souches par calorimétrie différentielle a balayage. L'optimisation
de la stabilisation de micro-organismes est un sujet d’intérét fort pour les producteurs de ferments
et de probiotiques. Ces travaux de recherche pourraient ainsi étre développés dans le cadre d’une
these CIFRE avec un des industriels du secteur, tels que Lesaffre ou Lallemand, avec lesquels le

laboratoire interagit depuis de nombreuses années.

Internalisation de tréhalose par osmoporation pour la conservation a I’état sec

Bien que n’étant pas la seule molécule impliquée dans I'anhydrobiose, le tréhalose est une
molécule clé pour permettre la stabilité a I’état sec d’un systéme vivant. L’accumulation de cette
molécule par les levures S. cerevisiae est un des mécanismes clé dans leur stabilité a I'état sec.
Méme si certaines bactéries sont capables de synthétiser du tréhalose lors de conditions
stressantes, les quantités accumulées sont moindres et les bactéries sont généralement beaucoup
plus fragiles a I’état sec. Pour jouer son role dans la stabilisation de cellules a I’état sec, le tréhalose
doit étre présent dans le cytoplasme des cellules. La membrane plasmique n’étant pas perméable
au tréhalose, I'internalisation de tréhalose requiert de perméabiliser transitoirement les cellules
afin de permettre I'entrée de la molécule (Crowe et al. 2001). Depuis une dizaine d’années, nous
travaillons en collaboration avec une équipe brésilienne (Dr Marcia Regina da Silva Pedrini, Federal
University of Rio Grande do Norte, Natal, Brésil) sur le développement d’un procédé de
perméabilisation transitoire de la membrane plasmique de micro-organismes pour internaliser
des composés d’intérét. Ce procédé consiste a réaliser une perturbation hyperosmotique non
létale qui induit une diminution du volume cellulaire puis a réhydrater brutalement les micro-
organismes avec une solution contenant la molécule a internaliser. Le flux entrant se produisant
lors de la réhydratation perméabilise transitoirement la membrane plasmique et favorise I'entrée
de la molécule d’'intérét dans le cytoplasme. Ce procédé d’osmoporation est applicable a des
levures (Pedrini et al. 2014; Pedrini et al. 2014; Camara et al. 2016; Medeiros et al. 2018; de
Medeiros et al. 2019) mais aussi a des bactéries (de Andrade et al. 2022a; de Andrade et al. 2022b).

Le tréhalose présente un effet osmotique faible : I'activité de I’eau d’une solution de tréhalose a
700 g/L est d’environ 0,96. Sur cette base, il semble envisageable d’utiliser une solution de
tréhalose comme solution de réhydratation dans le procédé d’osmoporation. Cela pourrait
permettre d’introduire au niveau intracellulaire du tréhalose dans des micro-organismes qui
pourraient ensuite étre stabilisés par séchage. Bien que le procédé soit efficace du point de vue
de l'internalisation de molécules, nous n’avons pas encore totalement caractérisé les mécanismes
liés aux transferts de masse lors de la réhydratation. Il est donc envisagé de quantifier les
variations de volume cellulaire lors des différentes phases du procédés d’osmoporation et de
guantifier finement la quantité de tréhalose internalisé. Ces données pourraient permettre de

mieux comprendre le phénomeéne et de modéliser les transferts de matiere. Les travaux sur
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I"'osmoporation sont nés d’une collaboration avec Marcia Regina da Silva Pedrini et je souhaite
ainsi que ces prochains travaux s’intégrent dans la poursuite de cette collaboration avec la
réalisation d’une thése en co-tutelle. Un projet pourra également étre déposé dans le cadre du
programme CAPES-COFECUB de Campus France afin de de financer les frais de voyage et de séjour
des chercheurs associés au projet ainsi qu’'une bourse doctorale pour le(la) doctorant(e)

recruté(é).

Effet de la lumiére a ultra haute intensité (UHI) sur les micro-organismes

Méme si I'effet de la lumiére visible sur les micro-organismes a déja fait I'objet de nombreuses
études, les connaissances sur I'effet de I'application de lumiere UHI restent pour le moment
encore limitées. Cette limitation est liée a la nécessité de devoir développer des sources
d’illumination permettant d’appliquer les traitements UHIl. Dans les travaux que nous avons
réalisés, nous avons développé un premier réacteur d’éclairage a base de LED qui permet
d’atteindre une puissance mesurée au niveau d’'un échantillon d’environ 5000 W/m? sur les
longueurs d’onde 385 nm et 405 nm. Ce premier réacteur nous a permis de tester I'effet |étal de
la lumiére UHI sur différents micro-organismes. Nos résultats ont montré que (i) la lumiéere UHI
pouvait détruire des micro-organismes végétatifs ou sporulés par des traitements avec des durées
allant jusqu’a une dizaine de minutes, (ii) I'énergie requise pour tuer les micro-organismes diminue
lorsque la puissance est augmentée, (iii) les traitements UHI peuvent conduire a un échauffement

qui pourrait altérer des matrices alimentaires sensibles.

Différentes pistes d’optimisation sont envisagées :

- Application de la lumiére UHI en mode pulsée qui permettrait d’augmenter la puissance
lors des pulses d’illumination tout en limitant I’échauffement par dissipation de la chaleur
lors des phases non-éclairées. Nous avons d’ores et déja développé un réacteur LED pulsé
qui vient d’arriver dans notre laboratoire. Ce réacteur peut développer une puissance en
créte de 15 000 W/m? sur les pulses d’illumination a 385 nm. Le rapport cyclique (duty
cycle) des cycles d’éclairage sont paramétrables permettant de contréler la puissance
moyenne appliquée.

- Utilisation de molécules exogenes naturels bactéricides ou fongicides en combinaison avec
un traitement lumineux UHI. Par exemple, l'utilisation d’acide férulique ou d’acide
caféique, composés végétaux utilisés comme additifs alimentaires, en combinaison avec
un éclairage a 385 nm permettent de réduire fortement les temps de traitement. Il a été
montré que des traitements basse puissance (80 W/m?2) de quelques minutes en présence
d’acide féruliqgue permettaient d’obtenir les mémes performances de décontamination
sur Escherichia coli que des traitements de plus d’une heure (Shirai et al. 2017). Le
mécanisme cellulaire relatif a I'effet synergique de la lumiére et de I'acide férulique n’a

cependant pas été déterminé. Sur la base de la quantité d’énergie nécessaire a apporter
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par le traitement lumineux, I'application de lumiére UHI avec ce type de molécule pourrait

théoriquement permettre d’atteindre des temps de traitements de quelques secondes.

Au-dela de ces possibilités d’optimisation en vue d’applications potentielles, les mécanismes
cellulaires conduisant a la mort des cellules lors des traitements a la lumiere UHI, utilisée seule ou
en combinaison avec d’autres stratégies, seront recherchés. Cette recherche pourra notamment
s’appuyer sur l'utilisation de la microscopie infrarouge ou Raman qui permettra d’évaluer des
modifications au niveau des lipides, des protéines et des acides nucléiques. Deux projets de
recherche impliquant la lumiére UHI sont actuellement en cours. Le premier est le projet inter
Carnot Qualiment/Plant2Pro EFFINOX (2022-2024) que je coordonne. Ce projet vise a évaluer le
potentiel d’application de la lumiere UHI contre des micro-organismes pathogénes ou d’altération
des filieres viti-vinicoles et céréaliéres et d’évaluer les effets non-intentionnels sur les matrices
traitées. Le second projet est le projet ANR ClostAbat (2022-2025) coordonné par Olivier Firmesse
de ’ANSES (Maisons-Alfort) et pour lequel TUMR PAM est partenaire. Ce projet porte sur la
caractérisation des dangers Clostridium perfringens et Clostridioides difficile dans les filiéres
bovine, porcine et volaille en abattoirs. Dans une des taches de ce projet, la lumiere UHI sera
testée pour inactiver ces pathogenes. Au-dela de ces projets en cours, des travaux sur la lumiére
visible UHI pourront également étre effectués dans le cadre d’une collaboration avec la société
Pholia, filiale de la société NLX et spécialisée dans le développement de traitements lumineux
visant a protéger les plantes, avec laquelle nous avons développé nos premiers réacteurs
lumineux. Des discussions sont actuellement en cours avec le responsable de la société pour

définir les contours d’un projet de thése CIFRE.
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3.6. Expérience dans I'animation de la recherche

L’animation de la recherche regroupe diverses activités quiincombent a un enseignant-chercheur.
Ces activités incluent I'’encadrement et la supervision d’étudiants, I'établissement et I'animation
de collaborations scientifiques, le montage et le pilotage de projets scientifiques et enfin
I'implication dans des responsabilités collectives relatives a la recherche. Les prochains
paragraphes seront dédiés a ces activités. Pour chacune de ces activités, des données factuelles

ainsi que mon implication seront présentées.

3.6.1. Encadrement et supervision d’étudiants

Depuis mon recrutement comme Maitre de Conférences a AgroSup Dijon en 2016, j'ai eu
I’'opportunité de participer a I'encadrement/la supervision de stagiaires, de doctorants et de post-
doctorants. Mon implication dans les encadrements d’étudiants de Master 2 (8 depuis 2016) s’est
traduit par la réflexion sur la définition des sujets expérimentaux, |'organisation de la stratégie
expérimentale, I'analyse des résultats ainsi que leur valorisation lorsque cela été possible. Cette
implication reposait également sur la formation expérimentale des étudiants et sur la réalisation
de réunions régulieres pour échanger sur l'avancée des travaux. Mon implication sur
I’encadrement de doctorants et de post-doctorants a reposé sur les mémes activités tout en
veillant cependant a inciter les étudiants a apporter leurs propres contributions sur ces différents
aspects. Cette démarche d’accompagnement me tient particulierement a coeur afin d’accroitre les
compétences des étudiants. Depuis mon recrutement, j’ai co-encadré officiellement 2 théses
(Audrey Raise et Pauline Ribert) et participé a I'encadrement de 2 autres theses (Aurore Bodzen
et Richtier Gongalves da Cruz). J'ai également supervisé le travail de 3 post-doctorants (Cédric
Grangeteau, Emilie Lang et Thibaut Théry). La liste des étudiants encadrés ainsi que les sujets

traités sont présentés ci-dessous :

Etudiants niveau Master 2

e janvier 2016 a juin 2016 : Rania Allouche (Master 2 Recherche Microbiologie
Fondamentale et Appliquée, Brest)
Encadrement : Sébastien Dupont (50%) — Odile Chambin (50%)
Sujet de recherche : Stabilisation de bactéries probiotiques extrémement sensibles a I'oxygéne
par compression.

e janvier 2017 a juin 2017 : Adama Soro (Master 2 Recherche Sciences des Aliments,
Sensorialité et Comportement, Dijon)
Encadrement : Sébastien Dupont (50%) — Philippe Cayot (50%)
Sujet de recherche : Analysis of antioxydant capacity of differents extracts of yeasts.

e janvier 2018 a juin 2018 : Jessica Louren¢o (Master 2 MP2 Microbiology and
Physicochemistry for food and wine Processes, Dijon)
Encadrement : Sébastien Dupont (33%) — Hervé Alexandre (33%) — Géraldine Klein (33%)
Sujet de recherche : Study of the cell-cell contact between yeast species of wine interest.
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e janvier 2018 a juin 2018 : Fairouz Yahou (Master 2 MP2 Microbiology and
Physicochemistry for food and wine Processes, Dijon)
Encadrement : Sébastien Dupont (100%)
Sujet de recherche : Role des stérols dans la résistance des levures au séchage et a I'oxydation.

e janvier 2019 a juin 2019 : Basile Veaucher (Master 2 MP2 Microbiology and
Physicochemistry for food and wine Processes, Dijon)
Encadrement : Sébastien Dupont (50%) — Thomas Karbowiak (50%)
Sujet de recherche : Stratégies de protection et de libération de bactéries extrémement
sensibles a I'oxygene.
e janvier 2021 a juin 2021 : Rania Ayachi (Master 2 Sciences, Technologies, Santé,
Clermont-Ferrand)
Encadrement : Sébastien Dupont (100%)
Sujet de recherche : Utilisation de la lumiere visible a haute intensité pour la décontamination
microbienne.

e janvier 2022 a juin 2022 : Slimane Walid Saidi (Master 2 Microbiology, Clermont-
Ferrand)
Encadrement : Sébastien Dupont (50%) — Odile Chambin (50%)
Sujet de recherche : Etude des parameétres de compression sur la stabilité de Bifidobacterium
longum sous forme de comprimés.

e janvier 2022 a juin 2022 : Chloé Abry (Master 2 Procédés Fermentaires pour I’Agro-
Alimentaire, Dijon)
Encadrement : Sébastien Dupont (100%)
Sujet de recherche : Impact de traitements lumineux a haute intensité sur des matrices

alimentaires végétales.

Doctorants et post-doctorants

e 2016-2017: Encadrement du séjour doctoral de Richtier Gong¢alves da Cruz
(doctorant de I'université de Sao Paulo, Brésil) dans le cadre d’une thése sandwich
Brésil-France
Durée : 3 ans dont une année compléte de séjour a Dijon
Encadrement : Thais M.F.S. Vieira (50%) — Laurent Beney (50%) (J’ai participé a 'encadrement
du doctorant lors de son séjour a Dijon sans étre dans la direction de thése)
Sujet de recherche : Caractérisation du potentiel antioxydant d’extraits naturels végétaux par
I"utilisation de levures Saccharomyces cerevisiae.
Valorisation : 2 publications (da Cruz et al., 2019 ; Cavalaro et al., 2019)

e 2017-2017 : Post-doctorat de Cédric Grangeteau
Encadrement : Sébastien Dupont (50%) — Laurent Beney (50%)
Nature du financement : projet AgroSup Dijon
Sujet de recherche : Compréhension des effets cellulaires de la lumiére visible sur
Saccharomyces cerevisiae pour le développement d’un procédé durable de décontamination
fongique.
Valorisation : 1 publications (Grangeteau et al., 2018)
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e 2017-2021 : These d’Aurore Bodzen
Encadrement : Patrick Gervais (50% - Directeur) — Laurent Beney (50%-Co-directeur) (J'ai
participé a I'encadrement de la doctorante sans étre dans la direction de these)
Nature du financement : these CIFRE financée par la société Indigo Therapeutics
Sujet de recherche : Optimisation de la production de bactéries probiotiques déshydratées.
Valorisation : 3 publications (Bodzen et al., 2020, 2021a et 2021b) et 1 brevet (FR3108122A1)

e 2017-2021 : These d’Audrey Raise
Encadrement : Laurent Beney (50% - Directeur) — Sébastien Dupont (50%-Co-directeur)
Nature du financement : projet ANR DOPEOS
Sujet de recherche : Développement et optimisation d’un procédé de production
de bactéries extrémement sensibles a I'oxygéne pour leur utilisation industrielle.
Valorisation : 1 publication (Raise et al, 2021) et 1 brevet (FR2013684)

e 2018-2020 : Post-doctorat d’Emilie Lang
Encadrement : Sébastien Dupont (50%) — Laurent Beney (50%)
Nature du financement : projet de maturation Sayens IDLux
Sujet de recherche: Développement d'un procédé de décontamination fongique par
I'utilisation de lumiere visible.
Valorisation : 1 publications (Lang et al., 2022)

e 2018-2021 : Thése de Pauline Ribert
Encadrement : Laurent Beney (50% - Directeur) — Sébastien Dupont (50% - Co-directeur)
Nature du financement : thése CIFRE financée par la société Philéo, filiale de Lesaffre
Sujet de recherche : Caractérisation et modélisation des phénomenes de déshydratation et de
réhydratation de levures probiotiques Saccharomyces cerevisiae : approches biophysique et
microbiologique.
Valorisation : 1 publication (Ribert et al., 2021) et 1 publication en cours de finalisation.

e 2019-2021 : Post-doctorat de Thibaut Théry
Encadrement : Sébastien Dupont (100%)
Nature du financement : projet ANR GreenDeconta
Sujet de recherche : Utilisation de la lumiere visible a haute intensité pour la destruction de
micro-organismes d’altération des aliments et des matiéres premiéres.
Valorisation : 2 publications (Lang et al., 2022 ; Thery et al., 2023) et 1 publication en cours de

finalisation.

e Depuis décembre 2022 : Thése de Léa Savard
Encadrement : Laurent Beney (50% - Directeur) — Sébastien Dupont (50%-Co-directeur)
Nature du financement : projet ANR ClostAbat
Sujet de recherche : Développement de procédés durables pour lutter contre Clostridium
perfringens et Clostridioides difficile dans la filiere viande.
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3.6.2. Collaborations scientifiques

La recherche est rarement une activité solitaire et il est souvent profitable de réunir des
compétences et connaissances de différentes disciplines pour répondre a des questionnements
scientifiques. Au-dela de collaborations internes a mon UMR de recherche, j'ai été et suis impliqué
dans des collaborations scientifiques avec des chercheurs d’autres équipes de recherche. Ces

collaborations ainsi que les valorisations qui ont pu étre produites sont listées ci-dessous :

Collaborations nationales

e UMR SayFood, Université Paris-Saclay (F. Fonseca) : Meneghel et al., 2017.

e UMR CSGA, Université de Bourgogne Franche-Comté (J-F. Ferveur et J-P. Charles) :
Grangeteau et al., 2018 ; Dupas et al., 2020.

e Institut de Chimie Moléculaire, UMR 6302, Université de Bourgogne (P. Fleurat-
Lessard) : Dupont et al., 2021.

e UMR Agroécologie, Université de Bourgogne Franche-Comté (F. Simon-Plas) :
Dupont et al., 2021.

e Laboratoire Signalisation et Transports loniques membranaires, Université de
Poitiers (T. Ferreira) : Pineau et al., 2009 ; Deguil et al., 2011 ; Dupont et al., 2011 ;
Dupont et al., 2012.

Collaborations internationales
e Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos, Valence, Espagne (J.A.
Prieto) : Garcia-Marqués et al., 2016.

e Department of Agri-Food Industry, Food & Nutrition, University of Sao Paulo,
Brésil (T.M.F.S. Vieira) : da Cruz et al., 2019 ; Cavalaro et al., 2019.

e Institute of Microbiology and Biotechnology, University of Latvia, Lettonie (A.
Rapoport) : Dupont et al., 2014, Rapoport et al., 2019.

e Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do
Norte, Natal, Brésil (M.R. da Silva Pedrini) : Pedrini et al., 2014 ; de Camara et al.,
2016 ; Medeiros et al., 2018 ; Medeiros et al., 2019 ; de Andrade et al., 2022a ; de
Andrade et al., 2022b ; de Andrade et al., 2022c.

Parmi ces collaborations, certaines ont été ponctuelles sur la base de [l'utilisation d’une
méthodologie et d’'une expertise dans le cadre d’une étude précise. Il y a cependant également
des collaborations plus durables. A titre d’exemple, la collaboration avec M.R. da Silva Pedrini de
I"'université brésilienne de Rio Grande du nord a été initiée il y a une dizaine d’années et se poursuit
encore actuellement. Cette collaboration porte sur |'utilisation de perturbations hyperosmotiques
pour internaliser des molécules d’intérét dans des levures. Je suis trés actif dans le maintien de
cette collaboration, notamment en accueillant régulierement des étudiants formés au sein de son

laboratoire.
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3.6.3. Montage et pilotage de projet

A I'heure actuelle, il est a mon sens trés compliqué de mener une recherche de pointe dans le
domaine de la microbiologie et des procédés sans obtenir de financement pour réaliser les

expérimentations. C'est donc naturellement que je me suis impliqué dans le montage et le

pilotage de projets de recherche. Ces projets sont listés ci-dessous :

_ o . ) Réle dans le
Projet Dates Description/Théme Financement )
projet
) _ ) Porteur et
) 01/01/2015 Projet collaboratif France-Lettonie 6 k€
Projet campus . responsable
= avec le Pr Alexander Rapoport sur la (déplacement de o
PHC-Osmose L ) scientifique
31/12/2015  thématique du séchage des levures chercheurs) ,
francais
Projet 01/01/2016 , . 46 k€ (salaire
. Conservation de bactéries o Responsable
Qualiment - ) o technicien + o
strictement anaérobies ) scientifique
Anastab 30/06/2016 fonctionnement)
01/09/2017 ’ i o Porteur et
) Compréhension des mécanismes de 10 k€
Projet AgroSup = i i i responsable
photo-oxydation cellulaire (fonctionnement) o
31/08/2018 scientifique
260 k€ pour )
Co-rédacteur
) S 'UMR PAM ,
Développement et Optimisation d’un ] du projet
01/09/2017 o } o (salaire i
procédé de Production de bactéries Coordinateur
ANR DOPEOS - R ) . . doctorant + )
Extrémement Sensibles a I'Oxygene ] d’une tache
31/08/2020 o . fonctionnement) ,
pour leur utilisation industrielle Co-directeur
(budget total du .
) d’une these
projet : 720 k€)
. - 130 k€ (salaire
] 01/02/2018 Développement d’un procédé de o
Maturation . o i Ingénieur de Responsable
= décontamination fongique par o
IDLux S . recherche + scientifique
31/01/2020 |"utilisation de lumiére visible ,
fonctionnement)
Caractérisation et modélisation des ) Co-rédacteur
. 01/09/2018 T , . 210 k€ (salaire .
Thése CIFRE phénomeénes de déshydratation et de du projet
- ) ) o doctorant + )
Lesaffre réhydratation de levures probiotiques ] Co-directeur
31/08/2021 B fonctionnement) ) .
Saccharomyces cerevisiae d’une these
144 k€ (salaire
Contrat 01/10/2018 ; ; ; Ingénieur de
. . Mise en ceuvre industrielle de la Responsable
industriel = » ) , o recherche + S
o bactérie Faecalibacterium prausnitzii o scientifique
Nextbiotix 31/03/2019 technicien +
fonctionnement)
Décontamination de formes . Porteur et
01/03/2019 . o 174 k€ (salaire
ANR sporulées de bactéries et de responsable
- ) o post-doc + o
GreenDeconta champignons par |'utilisation de la ) scientifique du
31/09/2021 o fonctionnement) ]
lumiere visible projet
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193 k€ pour L
Participation a

Caractérisation des risques liés a "UMR PAM .
01/01/2022 o ) o ) une tache du
Clostridium perfringens et Clostridium (salaire + )
ANR ClostAbat = - i i projet
difficile dans les secteurs bovin, fonctionnement) )
31/12/2025 ) ) ) Co-directeur
porcin et avicole des abattoirs. (budget total du , .
) d’une these
projet : 760 k€)
Compréhension des effets non
intentionnels d’une technologie 80 k€ pour 'UMR
01/01/2022 émergeante de traitement par photo- PAM (salaire + )
Inter-Carnot ) ) ) Coordinateur
- oxydation comme alternative aux fonctionnement) )
EFFINOX du projet

31/12/2024  intrants chimiques pour deux filieres (budget total du
agro-alimentaires majeures : la projet : 240 k€)

vitiviniculture et les céréales.

En début de carriere, j'ai principalement déposé des projets associés a des volumes financiers
modestes. Ces projets faiblement sélectifs m’ont cependant permis de réaliser des
expérimentations préliminaires qui ont ensuite la base de dép6ts de projets plus ambitieux. A titre
d’exemple, j'ai obtenu en 2017 un financement de 10 k€ sur un appel a projet émis par mon
établissement, AgroSup Dijon. Le projet déposé portait sur la compréhension des mécanismes de
photo-oxydation cellulaire. Cette thématique n’était alors pas travaillée au sein de mon
laboratoire. Les premiers résultats obtenus lors de ce projet ont permis ensuite de mener une
étude dans le cadre un projet de maturation avec la SATT Sayens (projet IDLux, 130 k€, 2018-
2020). J'ai également obtenu en 2018 un projet ANR jeune chercheur portant sur ce theme (2019-
2021, 174 k€). Cette thématique de recherche est maintenant bien ancrée dans le laboratoire avec
deux projets en cours incluant des volets portant sur |'utilisation de la lumiere visible pour la
décontamination microbienne : le projet ANR ClostAbat (2022-2025, 193 k€) et le projet inter-
Carnot EFFINOX (2022-2024, 80 k€).

3.6.4. Responsabilités collectives liées a la recherche

A la suite de mon recrutement, j’ai rapidement eu la volonté de m’impliquer dans la stratégie
collective de recherche de mon UMR. C'est pourquoi j'ai accepté des responsabilités lorsque
celles-ci m’ont été proposées. J'ai été responsable entre 2016 et 2020 d’un axe transversal de
recherche de 'UMR PAM et suis depuis 2018 le directeur adjoint de I'équipe PMB de 'UMR.

e 2016-2020: Responsable de I'axe transversal de recherche « Oxydation des micro-
organismes, des aliments et du vin » au sein de 'UMR PAM

Afin de dynamiser les collaborations entre les 4 équipes de I'UMR PAM, quatre axes transversaux

de recherche ont été créés. L'axe dont j'étais responsable vise a comprendre et caractériser les

phénomeénes d’oxydation qui peuvent se dérouler au sein des micro-organismes lors de

perturbations technologiques mais aussi ceux qui peuvent se dérouler au sein de différentes
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matrices (aliments, vins...). Un des roles des responsables d’axes transversaux est d’attribuer des
financements (sur les fonds de 'UMR) de Master 2 Recherche pour initier des projets collaboratifs
entre les membres des différentes équipes de 'UMR. Dans le cadre de cet axe, j'ai également
organisé deux séminaires sur les techniques de caractérisation des phénomeénes oxydatifs. Sans
prendre en compte les étudiants, cet axe regroupe 14 enseignants-chercheurs de 'lUMR.

e Depuis 2018 : Co-direction de I’'équipe Procédés Microbiologiques et Biotechnologiques
L’équipe Procédés Microbiologiques et Biotechnologiques est I'une des 4 équipes de 'UMR PAM.
Cette équipe est actuellement composée de 13 enseignants-chercheurs (7 professeurs et 6 maitres
de conférences), 3 ingénieurs, 2 techniciens et 1 secrétaire. A ces personnes s’ajoutent ensuite les
personnels contractuels, les doctorants, les post-doctorants et les stagiaires. Concernant mes
activités liées a cette responsabilité, je participe conjointement avec le directeur de I'équipe a
I'animation, a la gestion de I'équipe et a la stratégie scientifique de I'’équipe. L'année 2022 a été
particulierement dense en termes d’activités puisque le laboratoire a été évalué par le comité
HCERES. A cette occasion, je me suis fortement impliqué dans la rédaction du rapport d’auto-
évaluation de I’équipe ainsi que dans la définition des objectifs de notre équipe pour le prochain

contrat.
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3.7. Sélection de 6 articles emblématiques de la recherche réalisée

Les noms soulignés correspondent aux étudiants que j’ai encadrés pendant leurs travaux de these
ou de post-doctorat. Les astérisques (*) indiquent les publications pour lesquelles je suis 'auteur
correspondant.

Dupont, S., Beney, L., Ritt, J.-F., Lherminier, J., & Gervais, P. (2010). Lateral reorganization of
plasma membrane is involved in the yeast resistance to severe dehydration. Biochimica et
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(PM) modifications because this parameter is crucial to cell survival. Functional (permeability) and
structural (morphology ultrastructure, and distribution of the protein Sur7-GFP contained in sterol-rich
membrane microd ) PM modifications were investigated by confocal and electron microscopy after
progressive (non-lethal) and rapid (lethal) hyperosmotic perturbations. Rapid cell dehydration induced the
formation of many PM invaginations followed by membrane internalization of low sterol content PM regions

Keywords:

Dehydration kinetic with time. Permeabilization of the plasma membrane occurred during the rehydration stage because of
Cell survival inadequacies in the membrane surface and led to cell death. Progressive dehydration conducted to the
Microdomain formation of some big PM pleats without membrane internalization. It also led to the modification of the

Confocal microscopy
Electron microscopy

distribution of the Sur7-GFP microdomains, suggesting that a lateral rearrang of com-
ponents occurred. This event is a function of time and is involved in the particular deformations of the PM
during a progressive perturbation. The maintenance of the repartition of the microdomains during rapid
perturbations consolidates this assumption. These findings highlight that the perturbation kinetic influences
the evolution of the PM organization and indicate the crucial role of PM lateral reorganization in cell survival

to hydric perturbations.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Liquid water is a requirement for life on Earth and is the main
factor of interest for researchers looking for life on other planets.
However, diverse organisms, including tardigrades, nematodes,
yeasts, and higher and lower plants, can survive in a dehydrated
environment for extended periods. The mechanisms by which cells
survive extreme dehydration are important to biological research and
for stabilizing cells for biotechnological applications. The long-term
preservation of biological materials is currently based on severe
dehydration of the cell environment (e.g., freezing, drying. and freeze-
drying) [1-3]. Dehydration is nevertheless an abiotic stress that
perturbs cells and threatens survival.

The effects on cells induced by hydric perturbations are mainly a
function of the severity of the treatment, and the magnitude of
the perturbation determines the quantity of water that flows out of
the cells. In the low-amplitude range of dehydration, most micro-
organisms adapt through active metabolic pathways. Osmoregulatory

* Corresponding author. Tel.:+33 3 80 39 66 66; fax: +33 3 80 39 68 98.
E-mail address: laurent beney@u-bourgogne fr (L Beney).

0005-2736/$ - see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbamem 2010.01.015

pathways encompass active processes such as the high-osmolarity
glycerol-signaling system through which cells monitor and adjust the
internal osmotic pressure and control their shape, turgor, and relative
water content [4], which allow cells to grow in concentrated media.
The maximal osmotic pressure for osmoregulation varies according to
microbial species and is about 15 MPa for the yeast Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae) |5]. Long-term preservation strategies exceed
this limit and typically involve osmotic pressures between 150 and
300 MPa corresponding to water activity (aw) of 0.34 and 0.15, re-
spectively. In this range of extreme dehydration, active cell responses
have never been detected and cell survival is challenged considerably
by the physicochemical constraints induced by the low hydric status.
The structures of macromolecules and macromolecular assemblies are
altered in these conditions [6], and the decrease in the cytoplasmic
space caused by water outflow increases the confinement of intra-
cellular structures and promotes aggregation phenomena [7].
Among the vital structures affected by extreme dehydration, the
plasma membrane is a major target because the phospholipid bilayer
structure results largely from the interaction of the lipids with the
cytoplasmic and extracellular fluids. Dehydration and consequential
osmotic phenomena cause movement of large quantities of water
across the membrane, decreasing cell volume. For example, during
hyperosmotic shock, the volume of yeast S. cerevisiae can be reduced

94



976 & Dupont et al [ Biochimica et Biophysica Acta 1798 (2010) 975-985

by 60% within a few milliseconds [8]. This event increases the cell
surface-to-volume ratio (s/v), causing plasma membrane deforma-
tions such as ruffles, wrinkles, and surface roughness [9,10]. The
fluidity and structural arrangement of membrane lipids also change;
for example, their mobility decreases and the transition from the
liguid lamellar to gel or hexagonal phases can occur under conditions
of low water content [11-13]. These phenomena are often mentioned
to explain plasma membrane permeabilization and cell death during
hydric stresses [14-16].

Biological membranes have long been considered to be a fluid
mixture of lipids organized in a homogenous bilayer. However, many
studies reported that the plasma membrane of eukaryotic cells is
highly compartmentalized laterally and that the membrane displays
lipid microdomains enriched in sterols, sphingolipids, and specific
raft proteins |17,18). Lipid microdomains, so-called lipid rafts, are
proposed to function in several processes including endocytosis and
protein trafficking. The plasma membrane of the yeast 5. cerevisiae
comprises two different nonoverlapping lateral plasma membrane
compartments. The first is occupied by the protein Pmal and is called
MCP [membrane compartment occupied by Pmalp) [19] or RMC P
(raft-based membrane compartment P) [20]. The second contains
the arginine transporter Canl and is named MCC (membrane com-
partment occupied by Canlp) or RMC C (raft-based membrane
compartment C). Grossmann et al. [21] have shown that 21 proteins
cluster within or associate with the MCC ergosterol-rich membrane
compartment. In physiological conditions, when fused to GFP, these
proteins form a patch at the cell surface. The effect of severe perturba-
tions on the plasma membrane lateral organization has never been
investigated.

Several studies have shown that decreasing the rate of perturba-
tion improves cell survival after extreme dehydration. Such kinetic
effect was observed during dehydrations performed by drying [22] or
hyperosmotic treatments [13,23] and suggest that the structural
evolution of the membrane depends on the dehydration rate. The
effects of the kinetics concern essentially the rate of osmotic water
transfer and potentially the physical reorganization of cellular struc-
tures during dehydration. In the present study, we endeavored to
clarify the impact of the magnitude and the kinetic of dehydration on
plasma membrane reorganization and cell survival. We used yeast
cells because they experience hydric fluctuations in their natural
environment and are a convenient model to investigate the effect of
hyperosmotic perturbations in eukaryotic organisms. Three dehydra-
tion conditions were chosen: 30 MPa (aw=0.8), corresponding to a
sublethal level but out of the osmoregulatory range, and 110 MPa
(@w=0.45) and 166 MPa (0w =0.3), corresponding to severe dehy-
dration close to the water status of dried cells. Dehydration was
induced by progressively increasing the concentration of glycerol in
the extracellular solution [slope) or within a few milliseconds
(shock). This protocol allowed us to induce severe cell dehydration
in a liguid medium, which is convenient for microscopic observations
[24). Functional and structural investigations of the plasma mem-
brane are necessary to understand the mechanisms operating during
dehydration perturbation. To this end, we used fluorescence micros-
copy (epifluorescence and confocal) to observe modifications of the
yeast plasma membrane during dehydration [ 25]. These modifications
included changes in plasma membrane permeability, Sur7-GFP
(contained in MCC) repartition, and membrane delocalization. To
better understand the effect of dehydration kinetic, we used trans-
mission electron microscopy (TEM) in cases where the kinetics
influenced the fluorescent staining and survival rates. Our results
show that slow perturbations led to the lateral reorganization of the
plasma membrane, which was associated with the preservation of
plasma membrane integrity, whereas rapid perturbation did not allow
this phenomenon. We conclude that time is required for membrane
reorganization and that this event is crucial for cell survival in re-
sponse to severe dehydration.

2. Materials and methods
2.1. Yeast strain and culture conditions

S cerevisiae strain BY 4742 [ Euroscarf, Frankfurt, Germany) was used
in this study. Cells were grown aerobically at 25 °C in 250 mL conical
flasks containing 100 mL of Malt Wickerham modified medium (MW
[ Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). The MW medium
contained 10 g glucose, 3 g pancreatic peptone, 3 g yeast extract. and
1.5 g MaH,PO, in 1 L of water-glycerol, which had an osmotic pressure
of 1.4 MPa. This osmotic pressure has been recommended for the
optimal growth of 5. cerevisiae | 26). A subculture (1 mL) was transferred
into a conical flask containing MW medium, and cultures were placed on
a rotary shaker (Mew Brunswick Scientific, Edison, NY, USA) at 250 rpm
for 24 h and allowed to grow to the early stationary phase. The final
population was estimated at about 10% cells mL ™",

Plasmid amplification was carried out in the Escherichia coli
[E. coli) DH5a host, grown at 37 °C in Luria-Bertani medium sup-
plemented with 100 pg/mL ampicillin. The 5. cerevisige transformants
were selected on Yeast Nitrogen Base casa plates (0.67% Difco yeast
nitrogen base without amino acids, 0.5% NH,Cl, 1% glucose, 0.1% Difco
Bacto Casamino acids, and 1.8% agar).

2.2 Yeast transformation

The strain BY4742 was transformed with the plasmid Yip211-
SUR7GFP after linearization by Eco521 This plasmid was a generous gift
from W. Tanner (University of Regensburg, Cell Biology and Plant Phys-
iology, Regensburg, Germany ) and was first transferred into E. cofi DH5a
and selected on Luna-Bertani plates supplemented with ampicillin
(100 pg/ mL). The 5. cerevisioe strain transformation with the linearized
¥lp2 11SUR7GFP plasmid was performed by the LiAc method |27).

2.3. Preparation of hinary water-glycerol solutions of different asmotic
pressures

The solute used in all experiments to perform hyperosmotic
treatments was glycerol | Sigma-Aldrich).

The mass of solute to be added to 1000 g of distilled water to
obtain the desired water activity [a,,) was calculated using the
Norrish equation [28]:

Oy = |I—K,!e'm'=.

where X, is the molar fraction of the solute and K is the Morrish
coefficient of the solute used to increase the osmotic pressure. For
glycerol, K= 1.16 [29]. Osmotic pressure () is related to the water
activity by the following equation:

_ —RTIna,,
—

w

m

where R is the universal gas constant (Jmol ' K~ '), T is the tem-
perature (K)and V,, is the partial molar volume of water (m* mol '),
Table 1 presents the quantity of glycerol used to prepare the solutions
of different osmotic pressures.

Table 1
Preparation of binary water-glycerol solutions of different osmaotic pressures.

Osmatic pressure (MPa) Water activity  Glycerol weight (g) for 1000 g of water

14 099 51
15 09 513
30 [iF:} 1063
110 045 JURE
166 03 BES4
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The osmotic pressure of all solutions was checked with a dew-
point osmometer (Decagon Devices Inc, Pullman, WA, USA).

2.4. Osmotic treatments

Three levels of osmotic treatments were used: moderate (30 MFPa),
which is slightly higher than that allowing osmoregulation, and
severes (110 and 166 MPa).

Samples (20 mL) of culture were centrifuged (5 min, 2200 xg),
washed twice in the binary water-glycerol mixture (1.4 MPa), and the
pellets were resuspended in 10 mL of the same medium. For rapid
perturbations (shock), 1 mL aliquots of this suspension were placed in
microsample tubes, which were then centrifuged (10 min, 5100 = g)
and the supernatant was removed. Hyperosmotic shock was induced
by guickly introducing 1 mL of a binary water-glycerol solution (final
osmotic pressure of 30, 110, or 166 MPa) to the pellets. For the pro-
gressive perturbations {osmotic slope of 0.086 MPa s~ '), the external
osmotic pressure was increased linearly by slowly adding pure
glycerol to an agitated conical flask containing the initial cell sus-
pension at 1.4 MPa; the glycerol solution was injected by a syringe
pump (KD Scientific, Boston, MA, USA). The cells were maintained for
various maintenance periods under hyperosmeotic conditions before
rehydration. For rapid rehydration, the hyperosmotic solution was
removed from the microsample tube after centrifugation (10 min,
5100 xg) and 1 mL of the binary water-glycerol solution (1.4 MPa)
was introduced suddenly to the cell pellet. Progressive rehydration
was performed using successive dilutions in solutions with decreasing
osmotic pressure to 1.4 MPa.

Cell suspensions, rehydration solutions, and shock solutions were
kept in an air-conditioned room at 25 *C. The temperature of the
solutions was checked using a thermocouple.

2.5 Measurement of yeast viahility

Yeast viability was estimated in triplicate by the CFU method. After
osmotic treatment, fully rehydrated cells were diluted serially and the
appropriate dilutions were plated in MW medium with 15g L~ of
agar. CFU were counted after incubation for 36 h at 25 “C_ The initial
cell suspension was used as the control.

2.6. Fluorescence microscopy

Propidium iodide (P1) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) was used to
assess plasma membrane integrity. This probe stains nucleic acids after
permeabilization of the plasma membrane. Pl was dissolved in distilled
water (10 mg mL™ ") to prepare the stock solution, and 200 pg of Pl was
used tostain 10% cells. Pl was added to the cell suspension before, during,
or 60 min after the dehwdration shock and after rehydration (Fig. 8A).
This protocol allowed ws to estimate the changes in the membrane
permeability during and after hydric perturbation. For staining during
the hydric stress, the probe was added to the hyperosmotic solu-
tion before induction of the perturbation. A Mikon Eclipse TE 2000 E
epifluorescence microscope (Mikon, Tokyo, Japan) with spectral camera
Nuance CRI was used to observe cells. Images were acquired with a = 40
(NA: 095) Plan Apo objective (Nikon) and collected with Muance
software (Nikon). Black and white images were captured to observe
the total cell population. A monochromatic epifilter (540-580 nm and
G00-660 nm excitation and emission wavelengths, respectively) was
used to observe cells stained with PL

MN-{ 3-triethylammoniumpropyl ) -4-{ 6-{ 4- diethylamino ) phenyl)
hexatrienyl ) pyridinium dibromide (FM 4-64) (Invitrogen) is a
membrane probe that is not flucrescent in an agueous medium and
which has been extensively used to observe endovesiculation phe-
nomena [30-32). In our study, FM 4-64 was used to observe the
delocalization of membrane lipids and changes in cell morphology.
The dye was dissolved in distilled water (1 mg mL™") to prepare the

stock solution, and 10* cells were stained with 20 pg of FM 4-64.
Before staining, yeast cells were placed in the 15 MPa water-glycerol
solution to stop the natural endocytosis pathway, which could perturb
the observations of membrane delocalization induced by hyperosmo-
tic treatment. This low osmotic pressure had no impact on yeast
viability. A Nikon Eclipse TE 2000 U microscope with multispectral
confocal head D Eclipse C1 was used to observe the cells stained with
FM 4-64. Excitation was performed at 488 nm with laser He/ Ar and
the emission signal was recovered between 350 and 700 nm. Images
were acquired with a =60 [NA: 095) Plan Apo objective and a = 100
[NA: 14) Plan Apo oil-immersion objective (Nikon), and collected
with EZ-C1 software 3.50 (Nikon).

Sur7-CFP was visualized using the same confocal microscope.
Images were acquired with a = 100 (NA: 1.4) Plan Apo oil-immersion
objective (Mikon), and collected with EZ-C1 software 3.50 (Nikon).
Excitation was performed at 488 nm, and the emission signal was
measured between 500 and 550 nm.

2.7. Electron microscopy

TEM was used to assess the yeast ultrastructure just after hyper-
osmotic slope and shock to 110 MPa. Concentrated yeast samples were
fixed for 12 hat 4 *Cwith 3% glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde in
PBS for control cells (1.4 MPa) and in water-glycerol solution for cells
subjected to 110 MPa osmotic pressure, Treated cells were fixed just after
the end of the osmotic treatment. After washing, cells were postfixed
with 0.5% 0s0,4-0.1 M phosphate buffer, pH 7.2, for 1 h at 4 *C. Cells were
dehydrated progressively in 30%, 50% 70% 90%, and 100% ethanol,
30 min for each step, impregnated with Epon, and polymerized at 60 “C
for 48 h. Ultrathin sections (90 nm) were obtained using an Ultracut E
ultramicrotome (Reichert, Depew, NY, USA) and contrasted with uranyl
acetate and lead citrate. Polysaccharides were detected histochernically
by the periodic acid-thiocarbohydrazide (TCH)-silver proteinate
[PATAg) method described by Thiery |33]. Observations were performed
on a Hitachi 7500 transmissicn electron microscope | operating at 80 kV)
equipped with an AMT camera driven by AMT software [ AMT, Danvers,
MA, USA).

3. Results
3.1. Impact of hyperosmatic treatments on yeast viability

1.1.1. Kinetic and magnitude of hyperosmotic treatments influence the
yeast survival

Cells were treated with the hyperosmotic conditions at 30, 110,
or 166 MPa for 60 min and then rehydrated to 1.4 MPa. The dehy-
dration and rehydration steps were achieved progressively or quickly
according to 4 possible combinations (Table 2). For 30 MPa, the rates
of dehydration and rehydration had almost no effect on yeast via-
bility, which remained higher than 80%. For severe dehydrations,
the survival rate depended on the kinetics of dehydration and re-
hydration. At 110 and 166 MPa, the best viabilities were observed
after progressive dehydrations followed by progressive rehydrations
(B6.9% and 78.7%, respectively) and the weakest were observed when
the two steps were performed quickly (12.5% and 0.3%, respectively).
Intermediate viabilities were obtained after slope/shock and shock/
slope cycles: 41.7% and 67.7% respectively, for the treatments to
110 MPa, and 19.2% and 42.6%, respectively, for the treatments to
166 MPa. These results showed that the magnitude of the dehydration
treatment influenced the cell viability. For severe perturbations (110
and 166 MPa), survival rates are strongly related to the perturbation
kinetic of the dehydration and rehydration steps.

3.1.2. First minutes after a severe hydric shock are crucial for cell survival
The effect of maintenance periods in hyperosmotic conditions on
cell viability was estimated by rapid rehydration at different times
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Table 2
Impact of changes in the kinetics of dehydration and rehydration on yeast viability for treatments to 30, 110, and 166 MPa with a maintenance period of 60 min in hyperosmotic
conditions.

Amplimude Kinetic profiles

A B L= o
. /_\ | 7 | = | N " | |
. .
: L
Time Time Time Time

30 MPa B6OE (3.6) BE.XE (39) BR2E (BA) 83.5% (25)

110 MPa B6.9% (118) B.7E (4.7) 41.7% (127) 12.5% (9.1)

166 MPa TATE (36) 426% (3.6) 19.2% (1.1) 0.3% (02)

m corresponds to the esmotic pressure of the extracellular medium. [A) Show dehydration and slow rehydration, (B) slow dehydration and rapid rehydration, (C) rapid dehydration
and slow rehydration, and (D) rapid dehydration and rapid rehydration. Survival rate was measured using the CFU method after rehydration o 1.4 MPa. The SDs were cabculated

from three experiments.

after the hyperosmotic shock: 1, 15, and 60 min for 30 MPa, and 1, 2,
15, and 60 min for 166 MPa (Fig. 1). For 30 MPa shock, cell viability
did not evolve significantly according to maintenance periods and
remained close to 85%. This result indicates that the decrease of the
survival rate occurs during the first minute after the shock and that
the viability is not affected by the maintenance time. After osmotic
shock at 166 MPa, cell viability decreased markedly with increasing
maintenance time in hyperosmotic conditions. The viability was 48.9%
when cells were rehydrated 1 min after the shock and declined to
38.7%, 3.6% and 0.3% for rehydration at 2, 15 and 60 min, respectively.
These results suggest that events occurring during the first minutes
after severe hyperosmotic shock influence the cell survival during the
rehydration.

3.2, Plasma membrane internalization depends on the amplitude and the
kinetic of hyperosmotic treatments

3.2.1. Arrest of endocytosis ar 15 MPa

Endocytosis refers to the formation of vesicles in the cytosol from
the plasma membrane. It is a rapid process that allows the inter-
nalization of extracellular fluids, particles, and plasma membrane
proteins by invagination of the plasma membrane [32). The yeast
plasma membrane was stained by FM 4-64 and wisualized using
confocal microscopy to observe the membrane delocalization (Fig. 2.
Initially, the probe was observed only in the plasma membrane. With

100

Bo

-
£ 60
£ =<3+ Shock 30 MPa
B
£ w0
= —e— Shock 166 MPa

20

D -
0 10 20 30 40 50 80

Time after the beginning of treatment (min)

Fig. 1. Evolution of the viability of yeast cells during different maintenance periods after
hyperosmaotic shock to 30 MPa and 166 MPa. Viahility was measured by the CFU
method after rapid rehydration to 1.4 MPa. The cells were rehydrated for 1, 15, or
60 min after the shock o 30 MPa and for 1, 3, 15, or 60 min after the shock to 166 MPa.
Error bars correspond to the S0 calculated from three repeat experiments.

time and in iso-osmotic conditions corresponding to the osmotic
pressure of the culture medium (1.4 MPa), the plasma membrane was
internalized and reached intracellular compartments such as vacuoles
after 60 min (Fig. 2C). The kinetic of the probe internalization is
consistent with observations previously reported | 34]. As endocytosis
is an energy-dependent phenomenon [35), yeast placed in a 1.4 MFa
water/glycerol solution possessed sufficient energetic resources. In
our study, FM 4-64 staining was used to assess plasma membrane
delocalization during hydric perturbations. It was necessary to arrest
this phenomenon because it could disturb observations during pro-
gressive dehydration which required 30 min to reach 166 MPa. So we
seek for non-lethal conditions which stopped this phenomenon.
For that, we placed the cells at 15 MPa which corresponds to the
limit level of yeast osmoregulation [5]. At this amplitude, staining
by the FM 4-64 remained in the plasma membrane over time (Fig. 2D,
E, and F).

3.2 2. Induction of plasma membrane internalization by severe hyperosmotic
shock

Yeasts were observed at 1, 10, and 60 min after hyperosmotic
treatments, The images obtained after hyperosmotic perturbations
are presented in Figs. 3 and 4.

After shock or slope to 30 MPa, the staining by FM 4-64 appeared
only in the plasma membrane, and the pattern was similar to that of
cells before treatment (Figs. 3 and 4). Shocks to 110 and 166 MPa led
to progressive plasma membrane internalization which occurred
during the maintenance period in hyperosmotic conditions. Small
spots of probe were visible close to the plasma membrane 10 min
after the beginning of the treatment [Fig. 3F and 1). The probe was
internalized deeper in the cell with time and reached intracellular
compartments such as vacuoles after 60 min [Fig. 3G and ] ). However,
membrane internalization did not affect all the cells after the shock to
110 MPa contrary to the one to 166 MPa. Indeed, a minor part of cells
(~20%) did not present intracellular FM 4-64 staining after 60 min
time exposure (Fig. 3G). 5o, these results show that the shock to
30MPa did not induce plasma membrane delocalization, whereas
shocks to 110 and 166 MPa caused plasma membrane internalization.
Progressive dehydrations to 110 and 166 MPa were characterized by a
peripheral staining which did not evolve over time (Fig. 4). The
plasma membrane was not internalized during the 60 min following
the perturbations but presented a peculiar aspect. Spots of probe were
observed in the plasma membrane at the end of the progressive
dehydration; these spots may correspond to large wrinkles of mem-
brane or vesicles that stayed close to the plasma membrane.

These original results showed that hyperosmotic shock to 110 and
166 MPa induced membrane internalization during the maintenance
period in hyperosmotic conditions. For these high-osmotic pressure
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smotic pressure to 15 MPa

ver the tir 1 4-64 stal

levels, the kinetic of dehydration influenced the morphological evo-
lution of the plasma membrane.

3.3. Dehydration kinetic influences plasma membrane deformations

TEM was used to characterize ultrastructural changes in cases
where the dehydration kinetic influenced the survival rate and the
fluorescent staining by FM 4-64 (Table 2 and Figs. 3 and 4). As it was
not possible to fix the cells at 166 MPa because of the high viscosity of
the solutions, observations were performed on samples dehydrated to
110 MPa (Fig. 5). Cell fixation was performed just after the treatments

Shock to
30 MPa

Shock to
110 MPa
15 MPa

Shock to
166 MPa

Fig. 3. Impact erosmotic shocks on
with the styryl dye FM 4-64 after hypero:
respond to cells
nbserved 1, 10, and 6

0 min after t xcks. Bar scale =5 pm
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ma membrane internalization. Representative ¢
otic shocks to 30, 110, and 166 MPa carned «
motic shock; (E), (F),and (G) after hyperosmotic

10 min

Saccharomyce:

C. Observations

(slope or shock) to observe membrane modifications which occurred
after the perturbations. Fixation of cells was performed with chemical
fixation. This protocol can sometimes alter the structure of the plasma
membrane with artificially tilted and profound invaginations, evoked
by Stradalova et al. [36], caused by the osmotic effects of chemical
fixatives |37]. These artifacts were not observed on the control cells
and allowed reasonable comparative observations between the
samples after slope and shock dehydrations.

Control cells presented an almost smooth plasma membrane
with about ten curved membrane areas per cell median microscopic
section that corresponded to invaginations of ~50 nm deep (Fig. 5A

10 min 60 min

s cerevisiae stained
solution; (B), (C), and
k to 166 MPa. Cells were

focal laser scanning microscopy images
with glycerol. (A) Control cells in 15 MPa
ck to 110 MPa and (H), (1}, and (}) after hyperosmotic sh

=
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1 min

Slope to
30 MPa

Slope to
110 MPa

Slope to
166 MPa

Fig. 4. Impact of hyperosmotic slo
with FM 4-64 after hyperosmotic slopes of 30, 110, and 166 MPa carried out
C after slope to 30 MPa; (D), (E), and (F) after slope to 110 MPa

of the slopes. Bar scale =5 pym.

and B). Observations of superficial sections revealed that these invagi-
nations presented a furrow-like aspect with a length of ~300 nm
(data not shown). This type of invaginations has already been
described and localized within MCC patches [36]. After the shock
to 110 MPa, cells showed an undulated plasma membrane with
deeper invaginations than in control cells. These invaginations were
narrower at the base than at the tip and extended about 150 nm into
the cytosol ( 5D). After the slope condition to 110 MPa, membrane
deformation was different: the invaginations were fewer but were
longer (~400-500 nm) than in the case of the shock dehydration
(Fig. 5E). They often appeared curl back toward, and in some cases
even to fuse, with themselves or the cell surface (Fig. 5F).

In contrast to the observations after dehydration in vegetal cells
[38], the cell wall remained in contact with the plasma membrane
after the dehydration treatment, and the classical plasmolysis event
was not observed. This can be explained by the many anchorage sites
between the cell wall and plasma membrane in yeast and by the
greater elasticity of the wall of yeast cells than in vegetal cells |39].

3.4. Progressive dehydration leads to lateral redistribution of Sur7-GFP

Effect of treatments to 166 MPa (progressive or rapid) on lateral
distribution of Sur7-GFP was studied. In control cells, Sur7 proteins
fused to GFP were not distributed homogeneously in the plasma
membrane but were concentrated in discrete patches (Fig. 6A), as
described previously |19,40]. Analysis of the fluorescence intensity
profiles of the median optical sections gave an estimated mean
number of patches at the median section of the control cells of 11 with
a size of about 550 nm (Table 3). This number of patches is in agree-
ment with previous observations [19]. MCC size of 300 nm which is
smaller than the size estimated in the present study has been reported
[20]. This difference could result from the blur introduced by micro-
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scopic imaging and from the threshold used to estimate the
domain size. After hyperosmotic shock to 166 MPa, the repartition
of Sur7-GFP domains remained in distinct patches (Fig. 6B). The
distance between the fluorescence intensity peaks on the membrane
perimeter was smaller than that in control cells, indicating that the
Sur7-GFP patches were positioned closer to each other. The size of
the domains was also slightly decreased. Progressive dehydration to
166 MPa changed the distribution of the Sur7 proteins, and the
plasma membrane did not exhibit small fluorescent patches, but
larger fluorescent domains (Fig. 6C) with a mean size of about 1.1 pm
(Table 3). The number of domains decreased from 11 in median cell
sections of control cells and cells subjected to rapid dehydration
(shock) to 6 distinct domains after progressive dehydration (slope).
Progressive dehydration caused a redistribution of Sur7p from the
patches, suggesting that lateral membrane reorganization occurred
during this treatment. These results indicate that the dehydration
kinetic influences the evolution of the repartition of Sur7p.

Effect of rehydration on Sur7p distribution was assessed by obser-
vation of cells after dehydration to 166 MPa followed by rehydration.
Yeasts were treated according to a dehydration-rehydration cycle
leading to low survival rate (shock-shock) or to a cycle conducting to
high survival rate (slope-slope). After the shock-shock cycle, Sur7-GFP
was localized in the cell cytosol and was not observed in the plasma
membrane (Fig. 7A) and did not evolve with time (Fig. 7B). AsSur7pisa
membrane protein, this aberrant localization could be explained by lysis
of the cells during the shock rehydration. Just after the rehydration
step of the slope-slope cycle, fluorescence of Sur7-GFP was observed in
large and diffuse domains of the plasma membrane (Fig. 7C). Sur7-GFP
regained the initial small patch distribution 90 min later (Fig. 7D)
suggesting that MCC domain re-formation required time. These results
show an influence of the rehydration kinetic on the structural evolution
of the plasma membrane.
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Fig. 5. Ultrastructure of yeast in the first
micrographs of representative yeast sections. Control cells (A and B), cells after shock to
110 MPa (C and D) and after slope to 110 MPa (E and F) were treated with Thiery
reaction. Cells were fixed just after the hyperosmotic treatments. (A), (C). and (E): bar
scale =500 nm. (B), (D), and (F): bar scale =100 nm.

after hyp ictr TEM

3.5. Plasma membrane integrity is challenged both by dehydration and
rehydration

The permeability of the plasma membrane of the yeast cell pop-
ulation was estimated with PI staining. The cells were labeled during,
or 60 min after dehydration, and after rehydration in the high-
osmotic pressure (166 MPa) condition in the slope and shock experi-
ments (Fig. 8A). Dehydration led to permeabilization of some of the
cells, and the proportion of cells affected was higher for shock (45.6%)
than for slope (12.9%). The staining pattern was similar for staining
performed during the perturbations and for staining performed
60 min after the maintenance period at 166 MPa. This result indicates
that permeabilization occurred in the first minute of the treatments
and persisted over the time. Shock rehydration, performed after
60 min maintenance, caused additional permeabilization of cells:
proportion of permeabilized cells after rapid rehydration reached
86.4% and 55.2% for the dehydration achieved according to a shock
or a slope, respectively (Fig. 8). These results suggest that the kinetics
of dehydration and rehydration influence the membrane integrity
of the plasma membrane. Thus, the two steps of the dehydration-
rehydration cycle are critical for maintaining plasma membrane
integrity.

4. Discussion

We have extended the findings of a previous study [16] on the
impact of hyperosmotic stress on the plasma membrane by char-
acterizing the structural and functional plasma membrane modifica-
tions following osmotic perturbations. We focused on the effects of
the kinetic and the amplitude of hyperosmotic treatments on these
alterations to understand the influence of these parameters on yeast
survival. Several pieces of evidence are presented, which allow us to
propose a scenario describing the events implied in survival and death
of cells during hydric perturbations (Fig. 9).

4.1. Preservation of cell integrity and high survival rate after moderated
dehydration (15 and 30 MPa)

Hyperosmotic treatment to 30 MPa led to a high survival rate of
yeast (Table 2), and progressive and rapid dehydration to this level
conducted to the same viability. This suggests that survival after mild
dehydration is not dependent on the kinetics of dehydration
and rehydration. Cell viability was not affected by the duration of
the maintenance at 30 MPa before rehydration (Fig. 1). Thus, this
osmotic level, slightly higher than the one allowing osmoregulation
|5). corresponds to a condition where the cell growth is stopped but
where the viability remains high. This suggests that the plasma
membrane integrity is preserved over the time in this condition.
Fluorescent staining by FM 4-64 showed a smooth and regular aspect
of the yeast plasma membrane after the perturbation to 30 MPa
(Figs. 3 and 4), similar to that in the control cells (Fig. 3A), which did
not change with exposure time. Preservation of membrane integrity
could be related to the maintenance of lipid order in the liquid phase.
Indeed, the lipid phase transition from the liquid-crystalline to gel
phase, which can destabilize the plasma membrane, has been
reported to occur above 60 MPa in glycerol solutions for S. cerevisiae
[12).

Experiments performed at 15 and 30 MPa showed that mild
dehydrations, to levels higher than the ones allowing yeast osmoreg-
ulation |5, conducted to the arrest of plasma membrane endocytosis
mechanism (Figs. 2 and 3). This active mechanism is time, tem-
perature and energy dependent [35]. In our study, endocytosis was
observed even if the yeasts were placed in water-glycerol at 1.4 MPa
(Fig. 2). This suggests that an energetic insufficiency cannot be the
cause of the observed arrest of endocytosis. Arrest of endocytosis is
most probably related to the consequences of the decrease of hydric
potential on macromolecular structure assemblies. For example,
hyperosmotic treatments are known to cause depolymerization of
the yeast cytoskeleton [41,42] which is required for plasma
membrane endocytosis |43 44).

4.2. Severe hyperosmotic shocks (110 and 166 MPa) lead to cell death

Yeast viability was strongly affected by rapid and severe dehydra-
tions (Table 2). Leaking of cellular content induced by plasma
membrane permeabilization is often reported to explain cell death
during hydric perturbation [11,14). Membrane continuity is essential
for maintaining many vital cellular functions that rely on membrane-
bound proteins and electrochemical potentials, such as ATP synthesis.
The results of the membrane permeability experiments (Fig. 88) and
those on viability (Table 2) confirm this hypothesis because the pro-
portion of permeabilized cells was similar to that of dead cells.
Staining by Pl at different moments of dehydration-rehydration
cycles allowed us to specify the critical phases for plasma membrane
integrity (Fig. 8) and to draw the probable scenario explaining cell
death during hydric treatments. This scenario is composed of two
phases presented in Fig. 9A.

First, a part of cells are irreversibly permeabilized during the rapid
volume variation phase caused by the osmotic shock (Fig. 8B).
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Membrane permeabilization could be related to the phase transitions
of lipids emerging around &0 MPa |12]. Such phenomencn is induced
by the remaval of water from polar head groups during dehydration
[11] and affects the resistance of membranes to shear forces [45).
Moreover, rapid volume contraction may be critical because plasma
membrane regions with too high curvature could experience the loss
of the continuity of the lipid bilayer.

Rehydration step after maintenance period in hyperosmotic
conditions is also critical for cell integrity. Maintenance period of
60 min followed by rapid rehydration conducted to an increase of the
proportion of permeabilized cells (Fig. 8B). Higher survival rates were
observed when the exposure times were brief (<15 min) (Fig. 1)
suggesting that membrane integrity was preserved during rehydra-
tion for the short maintenance period in hyperosmotic conditions.
Thus, permeabilization occurring during the rehydration phase is
linked to events arising in the first minutes after the shock dehy-
dration. During this period, progressive plasma membrane internal-
ization was observed (Fig. 5). This phenomenon leads to reduction of
the plasma membrane surface, which becomes insufficient during the
rehyydration step and leads to cell lysis when the cell volume increases
(Fig. 9A). Plasma membrane rupture explains the abnormal intra-
cellular location of Sur7-GFP observed after rapid rehydration (Fig. 7).

Table 3
Impact of different deh
membrane domain cont.

sdration kinetics to 166 MPa on the number and size of plasma
ing Sur7-GFP.

Mean size of
domain {pm)

Mean number (5D} of
domains by cell section

Contral 1.4 MPa 1.0 {0.6) 0.56 (0.05)
Shock 166 MFa 1.0 {1.6) 0.49 [0.015)
Slope 166 MPPa 63 (0.8) 1.1 [0.24)

The mean number of domains was estimated by observation of median optical sections
through the cells. The SDs were caboulated from the observation of 20 cells for each
treatment.
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The relation between membrane internalization and cell death is
supported by the higher survival rate after 110 MPa than 166 MPa
which could be related to the absence or the insufficiency of mem-
brane internalization for some cells at 110 MPa (Fig. 3G). Thus,
plasma membrane internalization induced by hyperosmotic shock
seems to be a key event in the induction of the cell death during the
dehydration-rehydration cycle.

Fig. 7. Evolution of the re
(B) correspond to cells after 3
conditions followed by shock rehydrar
after slope dehydration to 166 MPa, kept 60 min in hyperosmeti
by progressive rehydration to 1.4 MPa. Cells were observed just after
(A and C) or 90 min after rehydration (B and D). Bar scale =2 pm.

ehydration
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[Fig. 8. Estimation of the integrity of yeast during dehydration-rehydration. (A) Protocs
far cell stainimg with PI in order mo investigare the evolution of membrane permeabiliny
during treatments. The arrows represent the timing of cell staining: 0 min corresponds
to the beginning of the hyperosmotic treatment. Pl was introduced (1) before,
(2] during, {3) 60 min after the dehydration treatment, and (4) afrer the rehydration
step. Rapid dehydration (shock) and progressive dehydration (slope) were performed.
(B) The proportion of permeabilized cells [positively stained with PI) during and
&0 min after 166 MPa dehydration treatment, and after rapid rehydration to 1.4 MPa.
Error hars correspond to the S0 cabculated from three repeat experiments. At least 300
cells were observed for each experiment.

The cause of membrane internalization after severe hyperosmotic
shock may be related to the rapid volume contraction of the cells. Due to
the low lateral compressibility of the membrane [46], the cell s/v ratio
increase conducted to the deformartion of the plasma membrane [9,10].
After severe hyperosmotic shocks, the dissipation of membrane surface
excess could be achieved by undulation and furrow-like invaginations of
the plasma membrane. Furrow-like invaginations, localized at the MCC
domains containing Sur7p [36), were also observed in our study in
isotonic conditions (Fig. 5B) but they were shallower than after
hyperosmaotic shocks (Fig. 5D). A possible mechanism is the extension
of membrane invaginations, existing in isotonic conditions, to dissipate
the excess of membrane surface. This assumption is supported by the
observation of the closeness of the Sur7-GFP patches after the shock
dehydration (Table 3). Observation of Sur7-GFP localized in sterol-rich
MCC microdomains revealed that these proteins were not internalized
(Fig. 6B). Consequently, the phenomenon of membrane internalization
could consist in a first initial step of furrow-like invagination extension
by low sterol content membrane region. Membrane fusion is the second
step necessary for membrane intermalization. This event could be
explained by the closeness between two portions of plasma membrang
(Fig. 5D), protein aggregation [ 47| and the structural instability of lipids
in hyperosmatic conditions which promote membrane fusion and
vesicle formation [48.49].

4.3 Progressive dehydrations and cell survival to severe treatments (110
and 166 MPa)

As already reported [13,22,23], progressive dehydrations allow
higher survival rates than ones obtained after rapid treatments

[Table 2). High cell survival rates are related to the preservation of
plasma membrane integrity during the two steps of dehydration-
rehydration cycle (Fig. 8). Preservation of membrane continuity
may result from the particular evolution of membrane structure
during progressive perturbations which consists in the formation of
big pleats. Accordingly. membrane surface excess, caused by cell
volume contraction, is dissipated in some fewer and larger pleats than
in the case of shock dehydration (Fig. 5). Such deformations do not
bring closer portions of plasma membrane which could explain the
absence of membrane internalization over time after progressive
treatments (Fig. 4).

The formation of these large invaginations which curled back
toward the cell surface (Fig. 5E and F) could be related to the rate of
increase of the s/v ratio. Indeed, such invaginations are sometimes
observed when the chemical fixation of samples for electron
microscopy causes slight osmotic dehydration. Similar formations
are also observed on yeast mutants presenting an imbalance between
exocytosis and endocytosis which is not compensated by a parallel
increase in overall growth [50]. In this last case, the increase of the s/v
ratio also occurs progressively. Formation of such invaginations could
depend on the time required for the lateral reorganization of the
plasma membrane. This hypothesis is comforted by the observation of
the medification of Sur7-GFP repartition after the progressive dehy-
dration (Fig. 6). Delocalization of proteins located in MCC domains
after perturbation has been already reported: plasma membrane
depalarization induces reversible dispersion of the H'-symporters,
localized in MCC domains in physiological conditions [19]. However,
to our knowledge, the delocalization of Sur7p has never been ob-
served. Sur7p is described as a very stable protein due to its asso-
ciation with large immobile protein assemblies at the cell cortex [51].
Observation of its redistribution could be linked to the severity of the
perturbation used in the present study. Indeed, modification of Sur7p
lateral distribution, after progressive dehydration to 166 MPa, could
be related to thorough membrane reorganization caused by the
disordered to ordered phase transition which oceurs in this elevated
range of osmotic pressures [12]. Such phenomenon is known to
promote progressive phase separation in the membrane plane [52)
and could influence the lateral distribution of proteins in the mem-
brane due to their partition equilibrium between phases [53].

After progressive dehydration, invaginations formed during the
perturbation could be reincorporated into the plasma membrane
during rehydration, avoiding permeabilization for some of the cells
during the increase in cell volume (Table 2). The survival rate of yeasts
was even higher when rehydration was performed progressively, as
already reported on bacteria |54). Hypothetical events that may allow
a high survival rate during severe dehydration followed by rehydra-
tion are presented in Fig. 9B. Progressive rehydration probably causes
slow and optimal unfolding of membrane pleats which allows the
maintenance of membrane integrity. This explains the beneficial
effect on yeast survival of rehydration in the slope condition after
dehydration to 166 MPa (Table 2). Therefore, after dehydration to
high-osmotic pressures, the rehydration step should be considered as
a second perturbation. After rehydration, the MCC domains visualized
by Sur7-GFP did not immediately appear as small domains but
recovered their patch distribution over time (Fig. 7). The time period
after rehydration, allowing Sur7-GFP patch recovery, could corre-
spond to the requisite time for the recovery of the cell metabolism
after hydric perturbations which could be involved in rich Sur7p
domain re-formation. However, this mechanism is not really under-
stood and should be investigated further.

5. Conclusion
The present study focused on yeast plasma membrane modifica-

tions and their dynamics during hyperosmotic perturbations. We
found that the modifications varied according to the osmotic level and
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60 min at 166 MPa
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membrane with time

Fig. 9. Schematic representations of the hypothetical sequence of events occurring during high-amplitude dehydration of yeast in the shock (A) or slope (B) conditions followed by
rehydration. The first scheme (A) highlights the different mechanisms leading to cell death during the rapid dehydration and rehydration stages. Scheme B explains how the yeasts

their i during progr dehydration folk

the kinetic of treatment and could explain the survival and the death
of cells during hydric perturbations. The study of plasma membrane
behavior during drastic hydric perturbations showed that cell death is
strongly related to loss of membrane integrity. A determinant mech-
anism causing the loss of membrane integrity during dehydration-
rehydration cycle is a plasma membrane internalization which occurs
after hyperosmotic shocks. We have shown for the first time that the
morphologic response of the plasma membrane is related to the
kinetic of dehydration, suggesting that this cellular structure is sen-
sitive to the rate of environmental perturbation. By visualizing the
dynamics of the membrane microdomains during environmental

d by progressive rehydration.

perturbation, we have shown that lateral membrane reorganization
can occur during hydric disturbance and that this organization is time
dependent. This suggests that the plasticity of the plasma membrane
is a key property in the resistance of cells to environmental stresses.
Such knowledge may lead to improvement of cell resistance during
hydric stress and to optimization of preservation methods based on
dehydration (drying, freezing, and freeze-drying). Indeed, the both
steps of the dehydration-rehydration cycle need to be considered as
critical for membrane integrity and cell survival. Future studies will
focus on the mechanisms of plasma membrane lateral reorganization
during drastic environmental perturbation and the potential effects of
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lipid structural transitions and changes in functionality of active
proteins on the membrane microdomain distribution.
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Sterols, essential lipids of most eukaryotic cells, ensure important structural and signaling functions. The selection pressure that
has led to different dominant sterols in the three eukaryotic kingd i k Here, we investigated the influence
of the progression in the different steps of the ergosterol biosynthetic pathway (EBP) on the yeast resistance to transitions from
aqueous to aerial media, typical perturbations of the higher fungi habitats. Five mutants of the EBP (ergA), accumulating different
sterol intermediates in the EBP, and the wild-type (WT) strain were exposed to drying under atmospheric air or nitrogen and
wetting. Results show that the progression in the EBP parallels an increase in the yeast resistance to air-drying with a maximal
survival rate for the WT strain. When drying/wetting was performed under nitrogen, yeast survival was higher, particularly for
the earlier mutants of the EBP. Thus, ergosterol, through its protective role against mechanical and oxidative stress, might have
been selected by the pressure induced by drying/wetting cycles occurring in the fungi habitats. These results support the Bloch

hypothesis, which p |

i

that the properties of sterols are gradually optimized for function along the biosynthetic pathway

and provide a response to the enduring question “why ergosterol in fungi?”.

KEY WORDS: Dehydration, ergosterol pathway, evolution, oxidation, sterols, yeast.

Plasma membrane of eukaryotes contains sterols that are essen-
tial for the organization and functions of this structure. The main
sterols found in eukaryotes are represented by three predominant
forms: cholesterol in vertebrates, phytosterols (sitosterol, stig-
masterol, campesterol) in plants, and ergosterol in fungi. Each of
these sterols is the end-product of a long multistep biosynthetic
pathway that derives from a common initial pathway (acetyl CoA
to squalene epoxide) (Fig. 1A). These three different pathways
may. as proposed by Konrad Bloch. parallel sterol structural evo-
lution and the product of each step should support optimized
cellular and physiological functions when compared with its pre-
cursors (Bloch 1983). For example, Bloch argued that cholesterol.

2961 Evolution 66-9: 2961-2968

in its own synthetic pathway. represents evolutionary perfection,
in terms of functional fitness as a membrane reinforcer of animal
cells.

The specificity of sterols, in each eukaryotic life kingdom,
may be related to biological evolution but the origin of the three
distinct pathways after the common early steps (Fig. 1A) is an
intriguing fact that still remains unclear. In particular, the reason
why ergosterol is present in fungi is not clear, because its synthe-
sis requires more energy than cholesterol (Parks and Casey 1995)
and structure-function studies have failed to show any advan-
tages of ergosterol compared with cholesterol (Parks and Casey
1995; Shrivastava and Chattopadhyay 2007). So, it is thought that

© 2012 The Author(s). Evolution © 2012 The Society for the Study of Evolution.
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for plants, animals, and fungi, respectively. The number of oxygen molecules required for the different pathways is indicated in red.
The number of steps involved in the pathways is indicated in italics (Galea and Brown 2009). (B) The last five steps of the ergosterol
biosynthetic pathway in yeast Saccharomyces cerevisiae. Structures of the main sterols accumulated by the ergA mutants and the WT

are shown.

ergosterol is preferred because it serves as a consensus sterol,
being able to satisfy a variety of unidentified functions (Parks
et al. 1999). A recent work also showed that some less evolu-
tionary advanced species of fungi do not synthesize ergosterol
but cholesterol (Weete et al. 2010). Therefore, ergosterol biosyn-
thetic pathway (EBP) might have accompanied the evolution of
the fungi kingdom.

2962 EVOLUTION SEPTEMBER 2012

An extensive literature reports the fundamental contribution
of sterols to fluidity, permeability, microdomain formation, pro-
tein functionality and membrane activities (Jacobson et al. 2007:
Guan et al. 2009: Tyler et al. 2009; Lingwood and Simons 2010).
These crucial roles of sterols in cell membrane impose to eu-
karyotic organisms, that are unable to produce sterols, to keep
them from food (Bos et al. 1976: Odriozola et al. 1978). In
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addition to the structural advantage, it was proposed that evolu-
tion of sterol synthetic pathways could be linked to oxygenation
of Earth (between 2.7 and 2.4 Gy) (Summons et al. 2006). high-
lighting the possible role of sterol evolution in the management of
oxidative stress (Galea and Brown 2009; Brown and Galea 2010).
Therefore, the origin of the EBP could be related to some fungi's
life specificities that could have constituted the main selection
pressure that drove the biochemical evolution of this synthetic
pathway.

Terrestrial fungi are interfacial organisms that live in soil, on
the surfaces of rocks and of living organisms (plants, animals)
where they experience frequent fluctuations of relative humid-
ity (RH). These organisms are particularly well adapted to these
habitats where their presence is frequently associated with detri-
mental effects such as mycosis. Climatic instabilities, occurring
in the habitats of terrestrial fungi, are at the origin of drying and
wetting phenomena that impose on cell transitions from aqueous
to aerial conditions. The main problem for these fungi exposed
to drying/wetting cycles is related to their inability to maintain
water homeostasis. Consequently, such perturbations induce both
severe osmotic stress and direct exposure to air. Because ergos-
terol is known to increase the mechanical resistance of cell plasma
membrane to osmotic treatments when compared to its biochem-
ical precursors (Dupont et al. 2011) and to be involved in the
resistance of membrane lipids to peroxidation (Wiseman 1993),
we hypothesized that the EBP may have been selected under the
pressure of the mechanical and oxidative constraints caused by
transitions between wet and dry conditions.

In the present work, we investigated the influence of the pro-
gression in the EBP on the yeast resistance to transitions from
aqueous to aerial media. Most ERG genes are essential but the
five last proteins involved in the EBP are encoded by nonessential
ERG genes (Lees et al. 1995; Munn et al. 1999). The five viable
Saccharomyces cerevisiae mutants of the EBP (ergA) and the
wild-type (WT) strain were exposed to drying under atmospheric
air or nitrogen and wetting. Results show an unambiguous rela-
tionship between the progression in the pathway from ergosterol
precursors toward ergosterol and the ability of yeast to survive
air-drying and wetting.

Materials and methods

YEAST STRAINS AND GROWTH CONDITIONS

The WT and ergA strains of 5. cerevisiae BY4742 (Euroscarf,
Frankfurt, Germany) used in this study are presented in Table 1.
Cells were grown aerobically at 25°C in 250 mL conical flasks
containing 100 mL of Malt Wickerham (MW) modified medium.
This contained 10 g glucose, 3 g pancreatic peptone, 3 g yeast
extract, 1.5 g NaH;PO, (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
France) in 1 L of water—glycerol, and had an osmotic pressure

of 1.4 MPa (aw = 0.99). This osmotic pressure has been rec-
ommended for the optimal growth of 8. cerevisiae. For aerobic
growth, a subculture (1 mL) was transferred into a conical flask
containing MW medium, and the cultures were placed on a rotary
shaker (New Brunswick Scientific, Edison, NY) at 250 rpm for
24 h and allowed to grow to the early stationary phase. The final
population was nearly 10° cells/mL.

To perform ergosterol supplementation under anaerobic con-
ditions, the MW medium used was supplemented with 2% (viv)
Tween 80 (polyoxyethylene sorbitan monooleate) and 250 pM
ergosterol and was degassed of oxygen by nitrogen bubbling for
12 h before inoculation with 1 mL of subculture. The culture was
cultured in an anaerobic chamber for 24 h at 25°C.

ENVIRONMENTAL CONTROL CHAMEBER

The environmental control chamber consisted of an airtight plastic
box controlled for RH. Saturated saline solution was used to
control the average RH inside the box (Greenspan 1977). The
nature of the gas in the chamber was controlled by a system
allowing the filling of the chamber with atmospheric air or with
nitrogen (N-). Samples were placed on a rack above the salt
solution and the area of exposure was kept as large as possible
to allow free diffusion of water. The chambers were maintained
at a temperature of 25°C and ventilated to increase mass transfer.
NaCl saturated salt solution allowed the RH in the chamber to
reach 75% and dry samples to achieve a water activity of (.75.
Saturation was assured by mixing a large excess (50%) of each salt
with deionized water. Culture samples (40 mL) were centrifuged
for 5 min at 2200 = g, washed twice with physiological water. and
the pellets resuspended in 10 mL of physiological water. Cultures
were harvested by filtration using a Buchner funnel. A thin layer
of yeast was then deposited on a glass microscope slide and placed
in the drying chambers for 1 h. Rehydration was performed by
plunging yeast cells directly into physiological water.

MEASUREMENT OF YEAST VIABILITY

Yeast viability was estimated in triplicate using the colony forming
unit (CFU) method. After drying followed by rehydration, cells
were serially diluted and the appropriate dilutions were plated
on MW solid medium (15 g/l of agar). CFU were counted af-
ter incubation for 48 h at 25°C and estimated as CFU/mL/g of
hydrated paste. Cell suspensions and rehydration solutions were
kept in an air-conditioned room at 25°C. Either in liguid medium
or during air-drying desiccation, the a,, values of the solutions and
the samples were checked with a dew-point osmometer (Decagon
Devices Inc., Pullman, WA).

STEROL IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION
Lipid extraction was performed as described previously (Pineau
et al. 2009). The different sterol species were then separated by
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Table 1. Impact of the sterol composition of the WT and erg6A strains on the viability after drying under ambient air followed by

rehydration.
Chemical structures Survival® after drying
of the most under ambient
abundant sterols' air (a,, = 0.75)
Aerobic culture Wild type “01:&6\*( 65.9% (2.2)
Ergosterol: 70.1% (4.3)
Aerobic culture ergbA M@V\r 2.7% (0.5)
Zymosterol : 62.2% (4.0)
Anaerobic culture,
ergosterol
supplementation Wild type ¥o 83.0% (2.6)
Ergosterol : 90.0% (2.6)
Anaerobic culture,
ergosterol
supplementation ergbA 78.1% (4.4)

Ergosterol : 92.4% (3.2)

1Sterol identification and quantification were perf d by gas ch

Viabilities were d with CFU method after rehydration. §

§P SR Jdtr (et

were calculated from three repeated experiments.

Y

gas chromatography using a 25 m x 0.32 mm AT-1 capillary
column (Alltech, Deerfield, IL). Instrument conditions were as
follows: injection port temperature, 250°C: detector temperature,
250°C: initial oven temperature, 50°C. The oven temperature was
increased at 30°C/min up to a temperature of 220°C followed by
a 2°C/min increase to a final temperature of 290°C and held for
15 min. Sterols were identified by means of their retention times
relative to cholesterol, used as a standard.

Results

To estimate the influence of the progression in the EBP on the
yeast resistance to transitions from aqueous to aerial media, five
mutants of the EBP (ergA) and the WT strain were exposed to
drying and wetting by introducing a thin layer of hydrated cells
into a chamber containing atmospheric air or nitrogen with a
controlled RH of 75%, corresponding to the typical RH of the
gaseous phase measured over brine at 25°C. The mutant strains
have deletions in the genes erg6. erg2, erg3, ergS. or ergd of
the EBP. These mutants are well characterized and are unable
to produce ergosterol (Zweytick et al. 2000; Heese-Peck et al.
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were calculated from at least three repeated experiments.

2002: Souzaet al. 2011). Each mutant accumulates mainly distinct
sterols that differ from ergosterol in the number and the position
of double bonds in the B-ring and in the side chain of the sterol
molecule (Fig. 1B).

The survival of the different strains according to the nature of
the gas in the drying chamber was measured (Fig. 2). Resistance
of the yeast to drying in 75% RH atmospheric air increased with
the extent of progression of the EBP. The mutants in the three
earliest components of the pathway, that is, erg6 A, erg2 A, and
erg3 A, demonstrated low survival rates that did not exceed 6%. A
significant progressive increase in the survival rate was observed
for the strains with mutations in the three later genes, that is,
ergSA, erg4 A, and the WT, to 12%, 32%, and 66%. respectively.
These results demonstrate that progression to the last three steps
of the ergosterol synthetic pathway increased the ability of yeast
to resist drying under atmospheric air.

The same drying protocol was performed replacing air with
nitrogen (RH = 75%). This replacement induced a significant
increase in survival rates for all the tested strains. Indeed, after
drying under nitrogen, the viability of the three strains with mu-
tations in the earliest ergA genes, ergbA, erg2A, and erg3A,
reached 33%, 62%, and 42%, respectively (Fig. 2). The positive
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Figure 2. Survival of the ergA and WT strains of Saccharomyces cerevisiae after drying followed by rehydration. Drying to an RH of 75%
was performed under atmospheric air (dark-gray histograms) or under nitrogen (light-gray histograms). The differant yeast strains are
arranged along the x-axis according to the order of their mutations in the ergosterol biosynthetic pathway. Data are presented as mean
values + standard deviation of three independent experiments. Newman-Keuls pairwise comparisons were used for post-hoc statistical
analysis; different letters within this figure indicate that means are significantly different (P < 0.05).

effect of substitution of nitrogen for air was also observed with
the ergSA, ergdA, and WT strains, with increases in survival
rates to 68%, 80%, and 86%, respectively. These results suggest
that the presence of oxygen in the gaseous phase decreases the
resistance of yeast to drying. However, the yeast resistance to ni-
trogen drying did not occur gradually with the progression in the
EBP, as observed in the case of atmospheric air drying. Indeed, the
erg2 A strain presented a better survival rate than erg3 A. Thus, the
gradual biochemical evolution of sterals in the EBP allows yeast
to better accommodate to the presence of oxygen during drying.
This last point is illustrated by the survival gain factor (survival
rate under nitrogen/survival rate under air), which decreases from
nearly 10 for erg6 A, erg2 A, and erg3A, to 5.5 for erg5A, 2.5 for
ergd A, and 1.3 for WT.

To confirm that ergosterol is a key membrane component in
the resistance to air-drying. ergosterol supplementation of a sen-
sitive strain (erghA) was performed before the drying treatment.
Under aerobic growth conditions, veast cells synthesize sterols
and do not incorporate significant amounts of exogenous sterols,
a phenomenon known as “aerobic sterol exclusion™ (Lorenz and
Parks 1991). Ergosterol supplementation was achieved by grow-
ing the cell in the absence of oxygen. The WT veasts were also
supplemented to verify that exogenous ergosterol had the same
effect as endogenous ergosterol on yeast resistance to drying. The
sterols of the ergbA and WT strains were analyzed according
to the growth conditions, that is. aerobic or anaerobic with er-
gosterol supplementation. For each condition, the results of the
chemical analysis are presented with the survival rates after dry-
ing (Table 2). After aerobic culture, ergosterol represented T0%

Table 2. Yeast strains used in this study.

Strains Genotypes

Wild type (Mat)e; his3AL leu2A0: lys2A0; ura3Aal

ergh A (Mat)a; his3AL; leu2A0; lys2A0; ura3Ad;
YMLOO&c:: kanMX4

erg? A (Mat)e: his3Al; len2A0; lys2A0; ura3Ad;
YME2(2w::kanMX4

ergd A (Mat)e; his3AL; leu2 AD: lys2A0; ura3 Al
YLROS6w: kanMX4

ergS A (Mat)ee; his3AL leu2A0: lys2A0; ura3Al:
YMRO15¢: kanMX4

ergd A (Mat)e; his3AL; leu2 AD: lys2A0; ura3 Al

YGLO12w::kanMX4

of the total sterols in the WT strain; yeast with this proportion of
ergosterol had a survival of 66% after air-drying to RH = 75%. In
the same culture conditions, the ergfi A strain mainly accumulated
zymosterol (62% of total sterols) and survival associated with this
sterol composition was low, close to 3%. Anaerobic growth with
ergosterol supplementation of the two strains resulted in the ac-
cumulation of nearly 9% ergosterol and in survival rates close to
80% (Table 2). Thus, growth conditions under which ergosterol
was the main accumulated sterol (aerobic and anaerobic for the
WT strain, anaerobic for the ergdA strain) were associated with
yeast resistance to air-drying. These results show that the ability
of yeast to survive drying is directly linked to the accumulation
of ergosterol.
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Discussion

The results of this study demonstrate for the first time the key
role of the synthesis of ergosterol in the resistance of yeasts to
drying/wetting treatments (Fig. 2). Replacement of zymosterol,
the earliest sterol of the EBP that was tested in this study (ergt A
strain), by ergosterol allowed the restoration of resistance to the
level observed with the WT strain (Table 2). The main chemical
transformations that occur during the biosynthetic process from
zymosterol to ergosterol are a change in the saturation of the
B-ring and of the aliphatic tail (Fig. 1B). These gradual modifi-
cations could contribute to optimization of the biophysical prop-
erties of the molecules at succeeding steps along the EBP and
could explain the increase in resistance to drying/wetting cycles.
Our results show that the three earliest mutants tested (erg6A,
erg2 A, and erg3A) are highly sensitive to drying/wetting. The
first break in the increase of resistance along the EBP was de-
tected with the ergSA strain. This progressively increased with
ergd A to reach a maximal value with the WT strain (Fig. 2). The
chemical structures of the principal sterols accumulated by these
last three strains are characterized by the presence of two double
bonds in the B-ring (Fig. 1B). During a radical attack, these con-
jugated double bonds allow the stabilization of sterol radicals by
resonance (delocalization of the unpaired electron). This chemi-
cal charactenstic could explain the beneficial effect on survival
to drying/wetting, which involves oxidation (Garre et al. 2010),
by protecting phospholipids against peroxidation in the same way
as vitamin E (Packer 1991). The main sterols accumulated by the
three strains with mutations early in the EBP possess a unique
double C-C bond at the C-7.8 or C-89 position, far from the
hydroxyl group, which does not promote the stabilization of the
radical by resonance. This could explain the high sensitivity of
the erg A, erg2 A, and erg3 A strains to drying under atmospheric
air. The progressive increase in resistance towardthe end of the
EBP (Fig. 2), observed with the erg5A, erg4 A, and WT strains,
might be related to the difference between the aliphatic tails of the
sterols (Fig. 1B). Indeed, the tail structure affects the planarity of
the sterols, which is a determinant of their position in the mem-
brane {Xu and London 2000; Bakht and London 2006). Thus, the
final steps of the ergosterol pathway might allow improved fitting
of the sterol in the membrane, modifying parameters such as their
depth within the lipid bilayer, to optimize the protection of phos-
pholipids from oxidation. The sterol-mediated protection of lipids
against oxidation has already been shown on model membranes
(Wiseman 1993) but has never been demonstrated on biological
cells. Our results show, for the first time, a relationship between
the nature of the sterols and the resistance to oxidation. They also
support a hypothesis which proposed that sterols may have given
cells resistance to oxidation when oxygen levels rose during the
Earth oxygenation (Galea and Brown 2009 Brown and Galea
2010). Indeed, the authors of this study conclude that the synthe-
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sis of sterols, an oxygen-dependent process (Fig. 1A), could have
been an adaptive response to the rise in terrestrial oxygen.
Drying experiments performed under nitrogen led to higher
survival rates than air-drying experiments for all tested strains
(Fig. 2). The effect of oxygen absence during drying was strong
for the strains with mutations in early components of the EBP,
decreased for those with mutations in later components of the
EBP, and was minor for the WT strain. These results show that
oxidation plays a major role in the lethal effect of drying un-
der atmospheric conditions. However, as the death rate remained
substantial for ergfA, erg2 A, erg3A, and erg5A when drying
was performed under nitrogen, we conclude that factors other
than oxidation contribute to the cell death during drying. One of
these factors could be severe mechanical constraints on the plasma
membrane resulting from water loss from cells by osmotic trans-
fer (Dupont et al. 2010). Indeed, the nature of sterols is known to
influence plasma membrane properties such as fluidity (Abe and
Hiraki 2009) and types of deformation (Bacia et al. 2005; Dupont
et al. 2011). These modifications of membrane properties led to
plasma membrane rupture and cell death during hyperosmotic
stress in the erghA strain but not the WT (Dupont et al. 2011).
The relationship between the nature of the predominant sterol and
the membrane properties is based on the structure of the sterol
molecule, including its planar structure, size, and properties of its
small polar 3-0H group (Xu and London 2000). In particular, the
C-7.8 double bond of the sterol B-ring, only present in the ergS A,
ergd A, and WT strains (Fig. 1B), is known to be involved in the
packing and the overall Agidity of the plasma membrane (Xu and
London 2000; Bakht and London 2006). Thus, the evolution of the
chemical structure of sterols in the EBP could both improve the
antioxidant and mechanical stabilizer roles of these molecules in
the plasma membrane and explain the progressive increase along
the EBP of the resistance of yeast strains to drying/wetting.
Under classical laboratory conditions, the nature of sterols
has no effect on yeast growth. Indeed, the WT and ergA strains
grew with the same kinetics on full media (data not shown). Ac-
cumulation of other sterals (cholesteral, desmosterol, or campes-
terol) by yeasts, induced by genetic transformation, does not af-
fect cell growth (Souza et al. 2011). Thus, the nature of sterols
is crucial for cells under stress conditions. The fact that progres-
sion down the EBP increases yeast resistance to drying/wetting
events establishes a potential link between this pathway and the
ability of fungi to survive in interfacial habitats. This result has
important implications for the Bloch hypothesis, which is based
on the observation that sterol pathways parallel sterol evolution
and that the product of each step should better support cellular
and physiological functions than its precursors (Bloch 1983).
However, this hypothesis, which has mainly been tested for the
structural function of sterols, has never been supported by experi-
mental facts. For example, in the cholesterol pathway, it has been
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shown that some precursors are more efficient than cholesterol
for raft stabilization in a model membrane (Bakht and London
2006). The involvement of ergosterol in yeast resistance to dry-
ing/wetting events could be at the origin of the evolution of the
EBP and of the widespread presence of ergosterol in land fungi
(Weete et al. 2010). Indeed, the evolution of the chemical structure
of sterols in the EBP could have both improved the antioxidant
and mechanical stabilizer roles of these molecules in the plasma
membrane and explain the progressive increase along the EBP
of the resistance of yeast strains to drying/wetting. This study,
performed in a cellular context, provides the first experimental
data supporting the Bloch hypothesis.

In spite of the major role that ergosterol seems to play in the
persistence of yeasts in their natural environment, Weete et al.,
who addressed the question of diversity of sterols in fungi, showed
that ergosterol is not the only sterol in this kingdom (Weete et al.
2010). The findings of this study support the idea that cholesterol
may be considered the most primitive fungal sterol, and that the
evolution of the specific structure of ergosterol was driven by
functional requirements specific to evolving fungi. Indeed, the
primitive fungi that accumulate cholesterol are flagellated and
live in an aquatic medium (James et al. 2006; Weete et al. 2010)
where hydration is maximal and stable. This is consistent with the
fact that cholesterol is an efficient mechanical stabilizer (Bakht
and London 2006); although it is less effective as an antioxidant
than ergosterol (Wiseman 1993) (cholesterol possesses only one
double bond in the B-ring), it is less energetically expensive to
produce (Parks and Casey 1995). These data, brought together
with the results of the present study, could mean that the synthesis
of ergosterol confers an important advantage for higher fungi
survival and the colonization of the solid-air interfacial habitats.

We conclude that survival of drying and wetting is facili-
tated in yeast, a unicellular eukaryote unable to maintain water
homeostasis, by ergosterol. This essential component, specific
to the membranes of fungi, increases the resistance to mechan-
ical constraints and oxidation caused by water evaporation and
direct exposure to atmospheric air. Therefore, evolution of the
EBP may have been a key element in the conguest of solid-air
interfacial habitats by fungi. The results of this study suggest
a response to the enduring question “why ergosterol in fungi?”
(Parks and Casey 1995). The mechanisms related to these find-
ings should be deepened in future experiments. For this purpose,
we are currently studying the molecular properties of ergosterol
in the plasma membrane to elucidate the mechanisms by which
ergosterol preserves the membrane from chemical and physical
alterations caused by air-drying and wetting. The expected ap-
plications include the optimization of drying-based methods for
preservation of eukaryotic cells and the development of novel
strategies for the destruction of fungi involved in many pathogenic
and food spoilage activities.
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In this study, we compared the antioxidant activity of ripe and unripe
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1. Introduction

The rancidification of lipids is one of the main food spoilage reac-
tions leading to the emergence of flavors and odors that often mis-
characterize the product concerned. This reaction causes the dete-
rioration, quality loss and reduction of the nutritional value of food. To
avoid this, the food industry makes considerable use of antioxidants
(Frankel, 1998). Two basic classifications are applied to antioxidants:
synthetic and natural. Generally, the synthetic antioxidants are phe-
nolic compounds containing various degrees of alkyl substitutes,
whereas the natural antioxidants can be phenolic compounds such as
quinone and lactone. Synthetic antioxidants such as butylated hydro-
xyanisole (BHA) and butylated hydroxytoluene (BHT) are widely used
in the food industry due to their high antioxidant capacity and out-
standing performance in the retardation of oxidation reactions. Thus,
they have been the subjects of numerous studies related to their effi-
ciency and toxicology (Shzhidi & Ambigaipalan, 2015; Yehye et al.,
2015). Beyond food applications, the characterization of the ant-
oxidant property of molecules and mixtures is also of growing interest
for biological systems. It has been suggested that an antioxidant rich
diet would be beneficial to human health by preventing pathologies
linked with oxidative stress such as cardiovascular diseases and cancers
(Lépez-Alarcén and Denicola, 2013).

Acerola fruit originates from the Antilles and is cultivated in the
United States and Japan where it is consumed in large quantities. In
Brazil, large-scale plantations began in 1949, although nowadays al-
most the entire production is destined for the internal marker. It is
known to be a rustic and resistant plant, spreading easily in various
regions with different climatic conditions. Despite these characteristics,
interest in acerola and studies on its economic potential only began in
the 1940s when high levels of vitamin C were discovered in the fruit's
edible portion (Mezadri, Fernindez Pachdn, Villano, Garcla Parrilla, &
Troncoso, 2006). Several studies have neponed particularly high con-
centrations of ascorbic acid and also appreci ts of phenoli
compounds in acerola fruit, such as anthocyanins and a h)gh anti-
oxidant activity compared to other fruits considered as important
sources of these compounds, such as grape, acai, strawberry, cherry,
and mango (Chang, Alasalvar, & Shahidi, 2018). Due to the high con-
centration of these compounds, acerola fruits can be good candidates
for the development of novel functional foods with promising effects on
human health (Alvarez-Suarez et al., 2017; Belwal et al., 2018; Cappato
et al., 2018). However, the presence and concentration of these com-
pounds can change according to the degree of maruration of the fruit,
(Lima et al., 2005; Righetto, Netto, & Carraro, 2005; Nébrega, Oliveira,
Genovese, & Correla, 2015).

Many studies, dealing with the replacement

of synthetic
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antioxidants by natural ones obtained from fruit and vegetable sources,
compared the i viro antoxidant activiny with thoese of certain synthetic
antioxidants (de Oliveira er al., 200%; Sun, Liang, Shan, Viernstein, &
Unger, 2011). However it is now believed that dn wive studies are re-
guired to elucidare the acrual antloxidant activity of certain foods and
extracts (Silva et al., 2005; Masisi, Beta, & Moghadasian, 2016).

Soccharomyces cerevisiee 15 a unicellular eukaryotic organism that
has been extensively studied because its cellular strseture presents si-
milarities with the cells of higher-level organisms. 18 we in the eva-
luation of the eellular effects of chemical compounds is growing.
Indeed, yeast has already been wed to assess the cellular todeiny of
heavy metals (Schmit, Gellern, Ludwig, & Lichtenberg-Frapd, 2004) and
food preservatives [(Kasemels, Balru, Laht, & Paalme, 2006} It iz also
widely wed for the study of oxidative siress and aging since 30% of
known genes involved in human disease have yeast orthologues. The
antioxidant activitbes of natural extracts and/for pure compounds have
been evaluated in yeasts (Silva et al, 2005). This evaluation ig a fasg,
eopnemic and reproducible in vivo asessment of antioxidant molecules.
Theese resulis can be extrapolated to bumans more easily than those
obtained anly with in vitro assays.

The aim of thiz work was o investigate the chemical composition of
vipe and unripe acerala exteacts and o assess their antioxidant prop-
erties in comparison with synthetic antioxidants (BHT and BHA). To do
this, antioxidant activity was evaluated by classieal in vitro approaches
[DPPH and ABTS) and by in wive experiments with 5 cerevisioe yeasis.
For the latter steategy, two strains of yeast (Wild-Type and erpsaA) were
subjected o oxidative wreatments in the presence of various con-
centrations of antioxidants. The eped steain wasg used because this
mutant exhibits higher sensitvity o oxidative permurbations tan the
wild Type steain (Dupont et al, 2012) The protective role of anti-
ouidant was assessed by measuring changes in cultivability, plasma
membrane integrity and the quantity of ntracellular ROS in yeases,

2. Materials and methods
2.1 Aeceroln extract preparation and characterzation

Samples of unripe and ripe acerola fruits were obtained from cer-
tified producers in the city of Junqueiropolis, a0 Paulo, Brazil, in
January and February 2015, Twoe collections of 1kg each were pes-
formed. The acerola frwits were transported under relrigeration on the
same day of collection and immediaely prepared. The fruits were
wished in water and sanitized with sodium hypoehlorite solution
(100 mgL ™"} for 10min. They were then frozen in an ulira-freezer at
— 80 "C (Coldlab CLEE0-BEV) and lyophilized (Lyophilizer L10E, Liotop)
until the complete removal of water. Then, e samples were erushed in
a processor (Philips Walilo RITSE25,/71) for Smin to obtain a powder.
The powder was packed in plastic bags under vacuum and stored in a
[repger at —8B0°C until analysis. To prepare the extracts, 1 g of powder
wixs mixed with 60 mL of distilled water and subjected o heating in a
water bath with agitation at 35°C for S0min at 200 rpm in low light
canditions. Afterwards, the samples were filered under vacuum wing a
47 mum diameter, white, smooth membrane made of cellulose ester,
with a pore size of 0.45 pm (Millipore, Merck). Finally, the extracts
were frozen at —B0"C, lyophilized (Lyophilizer L10B, Liotop) and stored
at —B0C untl analysis.

The quantification of the main phenolic compounds of acerola and
ascorbic acid was performed wsing high-performance liquid chromato-
graphy (HPLC). To quantifly the compounds in the extracts of ripe and
unripe acerola, a standard ewrve was constructed for quercetin (reten-
tion e — 148 min), ferulic (retention time = 7.7 min), p-coumaric
[retention  tme - 65min)  and  chlorogenic  aeid  (retention
time — 7.9 min) (phenolic compounds) from 7 o 100 mgl™" and for
ascorbic acid from 100 te 1500 mgl ™" A preliminary work of our
study revealed that thes: eompounds were the main phenolic com-
pounds sccumulated in acerola. That's why, we elvoodse to focus on these

a9
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compounds. The chromatograpby was performed on an Agilent HP
serjes V100 (UVWis), with a diode array detector (DAD], a guaternary
pump and a UV detector with a wavelength of multiple waves (MWD), a
cooled column compartment (30°C), and a C-18 Phenamenex® column
(4.6 % 250 mum — 5 pm). The mobile phase consisted of a gradient of
sodium citrate solution (0.01 M) and metlanol, beginning with 100%
soddium etrate and ending with 100% methanol in 25min. The flow
rate was 1 mLodn ™" and the injection volume was 20 pl. The DAD was
sap 1o collect the signal ar 275 nm for ascorbie acid and quercetin and
325 nm for the other compounds. Due 1o the low concenteations of the
phenolic compounds in acerola extracts, we quantified these com-
pounds by doping the samples with the standard to belp the idennifi-
cation of the peaks. This protocol was done for each phenalic molecule.

2.2 In virre approaches fo aises anttoxidant aceivny

2.2 1. Reagents and chemicals

Folin-Ciocalten  reagent,  Teolox™  (&-hydroxy-2.5,7,B-tetra-
methylchroman-2-carboxylic acid), azinobis (3-ethylbenzothiazoline-&-
sulfonie acid) radical (ABTS), 1,1-diphenyl-2-picrylbydrazyl radieal
[DPPH) were obtained from Aldrich (Steinheim, Germany). Ascorbie
achd, p-couwmarie acid, chlorogenie acid, gallic acid, propidiem jodide
solution, ferulic acid, hydrogen peroxide solution (Ha0gz), tert-buryl
hydroperoxide (-BOOH), menadione and Df+ Jglucose were obtained
feom Sigma (Steinheim, Germany).

2,22 Determination of reducing power

The reducing power for the acerola extracts (ar concentration of
10,075 and #3.B60 mgmL ™" for dpe and uncipe acerala, respectively)
wirs determined by the Folin-Ciocaltew colorimetric method according
to the methodology propoesed by Singleton, Omholer, and Lamuela-
Raventds (19990 The results were calculated from a standard curve
with known concentrations (5-B0pgmL™') of gallic acid (linear
equation ¥ = 0.0069x — 0.032% R* = 0.9929) and expressed in mg of
gallic acid (GA) per 100 mL of extract and per gram of dry fruic. To
asgess the influence of the concentration of assorbic acid in the extracts,
the samie amalysis was performed in a solution of standard aseorbic scid
at the same concentration as tat found in the exiracts of rpe and
unripe acerola. The same procedure was followed for the DPPH and
ABTS assays.

2.2 3 Determination of free radical seavenging activity (DPPH- assay)

The free radical scavenging activity was determined by the free
radical DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method performed ac-
cording 1o the protocel deseribed by Brand-willlams, Cuvelies, and
Bersel (1995). The resulis were caleulated from a standard curve with
known concentrations {from 0.01 1o 0.10 pmolmL ™) of Trolox (lineas
equation ¥ = —0.0023% + 0.379; B® = 0.9912) and expressed as
Trolox equivalent antioxidant capaeity (pmol of TEAC per 100mL of
extract).

2.2 4. Determination of free radical seavenging activity (ABTS assay)
The free radical scavenging activity was determined by the free
cadical ABTS (2 2%azino-bis(3-ethylbenzothiazeline-G-sulphonic acid)
method pesformed according to the protocel described by Re er al
[1599]. The results were calculated from a standasd curve with known
coneentrations (from 0.04 1o 0.10 pmolmL ™) of Trolox (lisear equa-
tion ¥y = —00013x + 03232 R® = 0.9951) and expressed as Trolox
equivalent antioxidant capacity (pMol of TEAC per 100 mL of extract).

2.3 In vivo approaches o aises anioxidant aceivine

2.3.1. Yeadr seraing and cullure preparelion

The straing used in this smdy are Seecharomyces cerevisios BYAT42
[(Wild Type) and érpbA mutant (EURDSCARF, Frankiurt, Germany). The
ergty gene encoding the sterol C-24 methyliransferase, which catalyzes
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the first of the five fnal steps of the ergosteral biogynthetie pathway, is
nonessential. The corresponding mutant steain aceumilates mainly
zymoateral and cholesta-5.7 24-irienol instead of ergosterol. This mu-
tant was chosen because it exhibits both higher plasma membrane
permeability o pro-oxidant molecules (Branco, Marinho, Cyme, &
Anmunes, 2004) and lower resistance to membrane lipid peroxidation
[Dupont et al., 2012). These characteristics make this mutant highly
suitable for axidation experiments with hydrophobic and hydrophilic
cecidants, a8 we used in our study. Subcultures of yeass were performed
by placing ome isolated colomy in 250 mL conical flasks containing
100 mL of Yeast extract-Peptone-Dextrose (YPD) medivm. The Nasks
were placed in a rotary shaker Excella E24 (New Brunswick Scientifie
TM, Edison, MJ, USA) ar 250 rpm, 25°C for 48h. Cultures were per-
formed by tranderring 1mbL of subewltures into a Nask containing
100 ek of fresh YPD medium and cells were grown ar 25 °C for 24 hina
rotary shaker at 250 rpi. At harvest, cells wers at the beginning of the
stationary  phase and the cell concentration was approximately
10° celleml ™", The cell suspension (20 mL) was centrifuged for 5 min
at 2800 g and 25 "C (Eppendorf, Hamburg, Germany, model S810R).
The cell peller was washed rwice and then the oprical density (0D) was
adjusted to 0.5 (600 nm, GE Healtheare® GeneQuant 1300 spectro-
photometer) in phosphate bulfered solution (PBS)L

2532 Effect of antowidant molecules on peast groweh durng cuelnere

Before evaluating whether antioxidant molecules protect cells from
oocdation, the effect of these molecules on yeast growth was assessed.
Ty this, the acerola extracts and the syntheric antoxidants (BHA and
BHT) were added during the 24 h of eulure at three different con-
centrations (50, 200 and S00mgl~"). The wiable eells (Colony-
Forming Units (CFUImL™") were then enumerated on YPD agar by
spread plating followed by ncubation ar 25°C for 48 he

233 Effect of oxddative ireatments on yeasls

Menadione, tert-butyl hydroperoxide (I-BOOH) and hydrogen pes-
oecide (Hzi0g) were used as pro-axddant molecules on yeasts 1o assess the
protective effpet of ascerola extracrs. Different pro-oxidant moelecules
were wed because their action mechanisms on yeasts are distiner. The
different effects of these molecules are linked o their chemical prop-
erties such as hydrophobiciny/ydrophilicity which condition the cel-
lular targets. The idea of the usge of three pre-oxidant molecules was o
assess U acerola extracts displayed specific o general antboxidant
properties.

2331 Yeau cultivability after menadione rreatments. The effect of
ouidative treatments induced by menadione on yeast viability was
assegeed. Oxidative stress induced by menadione 5 related to the
production of superoxide anion in the cytosol of cells (Herdeiro,
Pamek, &  Elewtherio, 2006}  Yeast suspensions
[ODeo0 nm = 0L5) were placed in contact with menadione (0.4 mM) for
1l Adwer that, the cells were centeifuged for 10 min ar 5.000 g and
25"C and washed pwice with PBS. Wiable cells (CFU) were enumerated
on YPD agar by spread plating followed by incubation at 25°C for 48 k.
The extracts of ripe and woripe acerola and the synthetic antoxidants
(BHA and BHT) were added (30, 200 and 500mg L™ ") at the same time
as menadione.

Peraira,

25332 Plosma membrare imtegriny ofter -BOOH  réabments. Yeast
plasma membrane integrity was evaluared by flow-cytomerry and
propidium jodide (P1) staining after treatment with ©-BOOH, an
ouidative agent preferentially targeting membrane lipids. P1 iz a
fuoreseent dye that is mormally absent from living cells, but which
capidly enters them when te plasma membrane is permeabilized.
Positive controel was performed by applying dreastie 1-BOOH treatment
o yeasts. Ths, yeast cells were exposed 1o 18 mM of t-BOOH for 24 h.
Then the cells were centrifuged for 10 min ar 5.000x g and 25°C and
wished mwice with PBS and then marked P1, o give a final

T
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concentration of 2 pgml~". Flow eytomerry was pesformed in
FACSArda™ 11 flow cytometer (BD Biosciences, USA) excitation/
emission; 493/636 nm to caleulate the number of cells with lesions of
their cytoplasmic membrane, The control of living cells was done with
the cell solution (0D 0.5} and marked with PL

Ty assess the pratective effect of antioxidanes, the cell solutions (0D
0.5) were exposed for 4 b in four different concentrations (50, 200, 500
and 1000 mgl™") of each antioxidant {syntheatic and acerola exiracts)
in the presence of -BOOH (18 mM). The same procedure, using the flow
cytomerry as deseribed previously, was applied w evaluate the influ-
ence of the extracts and the antioxidants on membrane integrity.

25335 Production of furacelldor BOS ofter HyOy treatmerts. The
measire of inracellular oxidation in yeasts was done with a
chloromethyl derivative of 20,7 -dichlorodilydrofleorescein diacerars
[CM-HZDCFDA) following a protecol adapted from May, Qu, and L
[200%). Fluorescence within cells was quantified (Excitation/Emizsion:
~ 485/535 nm) using a plate reader (Beckman Coulter PARADIGM™).
100 readings were recorded with a Smin break between each one in
order to obtain the oxdation kinetice. Cell solutions (0D 0.5) were
stained with 20 pM of CM-H2DCFDA and kept in the dark for 30 min at
37°C with 5mM of p-glusose and wnder agitation ar 200 rpm. Then the
cells were centrifiged for 10 min ar 5.000 = g and 25 *C and rinsed mwice
with PBS supplemented with 5 mdM of p-glucose, Intracellular oxidation
wirg induced by 10 mM of HaOp The acerola extracts and the synthetic
antioxidants were added in the same time ag the Hz04 in two different
concentrations, i.e. 25 and 50 mgL~" for BHA and 50 and 500 mgl~?
for BHT and the acerela extracts.

2.4 Seadseical analysis

Each amalysis was triplicated, and the results are the averages of the
walues obtained. One-way analyses of variance (ANOVA) with Tukey
pairwise comparisons of means were performed. povalues of < 0,05
were considerad as statistically significant (R solbware).

3. Results and discussion
3.1, Chemical comyposition ard charocterzation of acernln extraces

The scavenging capacity of fresh fewir and vegetable exiracts can be
assesced by different methods ineluding 2.2- azinobis (3-ethyl-ben-
zothizzoline-G-sulfonic  acid)  (ABTS), diphenyl-1-piceyvlhydeazyl
[DPPH), ferric reducing antoxidant power (FRAP), and oxygen radiecal
absorption capacity (ORAC). It s widely known that chemical compo-
sition can significantly alter all these analyses, especially dwe 1o the
presence of phenolic compounds and other molecules with antioxidant
activity such as aseorbic acld (Mezadr er al, 2008; Thaipong,
Boonprakob, Croshy, Cieneros-Zevallos, & Byrne, 2006). Table 1 Lsts
the reducing power, the scavenging capacity for tle DPPH and ABTS
methodologies, and the quantification of quercetin and aseorbic,
chlovogenic, p-coumaric and ferulic acids in the extracts of ripe and
unripe acercla. Unripe acerola extracts exhibited higher scavenging
capacity and reducing power (p = 0.05) than the ripe ones. In line
with our results, Delva and Goodrich-Schaeider (20013) showed that
seavenging capacity and reducing power was also higher for unripe
acerola extracts in comparison with two other stages of maturation.
These valwes can be explained by the difference of the chemieal com-
position between the extracts of ripe and wnripe acerola and the in-
tersction with the radicals (ABTS and DPPH). Indeed, the different
compounds of the extreacts lave different types of affinities that involve
elecrrostatie, sterie hindrance and polar interactions that can give dif-
ferent values in the ABETS and DPPH assays.

In terms of composition, ascorbic acd concentration was almost two
times higher in the unripe extracts (567 mg 100 mL of extract) than in
the ripe ones (299 mg/100 mL of extract). However, the extracts of ripe
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Table 1
Chemical composition of acerola extracts.

Food Chemiary I77 (2019) 658-705

Ripe Aecernla (100 mL of excmer)

Usnripe Acensla (100 mL of excract)

Reduscing Fowes (s of Gallic acid) 253.50"
Seavenglng Capacicy DPPEL [smal Tralox) 164172
Seavenglng Capacicy ARTS {umol Tealax 1656.73
Ascorble Acid (s} 298.93"
Quercetn (1) 205.10°
Crlaregenic Add (s 115268
pCousmaric Acd (i} 13672 %
Fenulic Acid {ug) aa83*

235 71"
2141.55"

“Means followed by different letters in the same line indicate significant differences {p < (0051 by Tukey test. Experiments were performed in triplicate and

repeated three times.

acerola presented higher levels of phenolic compounds. Vendramint
and Trugo (2000) reported a loss of ascorbic acid of about 50% from the
cipe (red) to wnripe (green] acerola freit This s very similar o our
results (47%). The probable explanation for this difference between
acerola extracts (s the elimination of ascorbic acid accumulation during
fewin maruration (Badejo, Fujikawa, & Esaka, 2009). Bumn (1980) attri-
bures the low concentration of sseorbic acid in ripe acerala to the n-
credmse of enzymatie activity in the form of ascorbic acid oxidase.
Comcerning the phenolic compounds (chlorogenie, pcoumaric and
ferulic acids), their kigher concentrations in ripe acerola samples can be
explained by the degradation of compounds like ehlorophylls into
substanees like carotencdds, pigments and phenols during the matuwra-
tion peocess (Alves, Chitarra, & Chitarra, 1995).

Ascorbic acid influences the seavenging activity and reducing power
asgays. This influence was assessed in the ripe and unripe acerola ex-
tracts (Table 23 For that, we prepared solutions made with the sandard
of ascorbie acid at the same concentration we found in ripe and unripe
acerola extract o assess the efect of aseorbic acid in comparizon to the
tatal acerola extracts. There is wide divergence in the literature re-
garding thes values, since it is possible to find valees thar range be-
rween 40 and 100% (Delva & Goodrich-Schneider, 2013 Mezadri er al.,
2006). In our study, the influence of ascorbic acid assesed by the re-
ducing power analysis ranged from 59.12 o 98.12% for ripe and unripe
acerola, respectively. These results appear vo explain the high levels of
reducing power of unripe acerala, thus supporting the idea that this
method cannot be considered for ‘total phenol” measurement since as-
corbie acid i3 not a phesolic caompound [de Oliveira et al., 2009)
Congequently, this eould lead 1o overestimaring the values of the phe-
nalie eompounds.

32 Assessment of enttoxiden acdvity wsing 5 cerevisine

In vive experiments were performed on the WT yeast strain of 5.
cerevisiae and on the érpfd mutant steain. This mutant was chosen be-
cause of it low resistancs to oxidative treatments in comparison to the
WT steain (Branco et al., 2004; Dupont et al., 2012) which could reveal
the antioxidant property of the compounds tested more acewrately.

Table 2
[nfluence (in %)} af ascorbic acid on DPFH, ABTS and oo the reducing power af
the fpe and unripe acerola extracts.

Methad Unripe Acerala Ripe Acerola
DPPE 90.78% 75294
ABTS 92.30% TH.A3%
Reducing Fowes 98.12% 50.12%

“Means follawed by different letters in the same column indicate significint
differences (p < 0.05) by Tukey test. Experiments were performed in eriplicabe
and repeabed thres times.

Log CFWmL

Fig. 1. Cell concentration (log CFU-mL™") of WT and erpfi strains of 5. ceres
visize after grawth in the presence of different concentrations of extracts of ripe
and unripe acerala and synthetic antioxidants. Sample identification: 50, 200,
500 {concentration in m;gl.."}: WT = Wild Typs 46 = eptis; € = cootrod
[without extract or anticxidants); U = Unripe acerola; B = Ripe acerola. Means
fallowed by different letters indicate significant differences (p < 0.05) by
Tukey test.

321, Effert of antiovidant molecules on yeast growth

Although antioxidants can exhibit beneficial effects in eell re-
sigtance o oxidative treatments, some of them could give rise o ox-
ieolegical isues. To assess this, acerola extracts and synthetic anti-
oxidants (BHT and BHA) were added during tie WT and ergha yeast
culiure {24 h]. The call concentrations abrained at the end of the culnre
are presented in Fig. 1.

In cantrel conditions (without antioxidant), the yeast concentration
of bath strains reached &log CFUmL™" ar the end of cultuse.
Supplementation of the culiure medium with acerola extracts (ripe and
unripe] and BHT led 1o yeast growth similar to the control conditions.
However, adding BHA led to deleterious effects in cell cultivability at
2000 and 500 mgl~" with the absence of ealony growth at these con-
centrations for both strains. The inkibitory effect of BHA on biological
cells has already been observed. Indeed, in a comparative study of BHA
with two other synthetic antioxidans (test-burylydroguinone and
propyl gallate), the effect of BHA on 5 cerevisiae growth was the
strongest witl no viable cells ar concentrations luigher than 300 mgl ™’
[Eubanks & Beuchar, 19582). In other studies with bacteria (5. aureus),
soime authors reported 93 and 100% inhibition of eell growth in the
presence of BHA at a eencentration of 150mgL ™" [Ayaz, Luedecke, &
Bramen, 19800
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indicate significant differences {p < 005) by Tukey test.

322 Euimatiorn of yeest viobiliy after menadione ereampent in the
presence of ocerola extraces

Yeast survival was estimated after treatments with menadione in the
presence of not of acerola extracts and synthetie antioxidams (Fig. 2).
Menadione is known to cause specific oxidation in the intracellular
compartment by oxidation of cytosolie proteins with the superoxide
anlon (Herdeiro er al., 2008).

The results showed that the extracts of ripe and unripe acerola en-
hanced the resistance of yeast to menadione treatments for both strains.
However, no difference was observed between ripe and unripe acerola
extracts. This contradiers the in vitre tests in which the scavenging ca-
pacity and reducing power were significantly higher for unripe acerola
[Table 1) These resulis highlight the importanee of studying the anti-
oocdant effects with different methods. Thus, a chemical environment
does not necescarily reflect the responses that will be obtained with
living organisms, mainly due 1o the insability and lifetime of the ra-
dicals formed.

Coneceming the synthete antioxidants, BHT did not display a pro-
tective effect on yeasts during menadione rreanments. The survival of
yeast was even lower in the presence of BHA than in conteel (withouwt
antioxidant). Indeed, no cell growth was observed after treatments in
the presence of 200 and S00mgL™" of BHA. Thiz result confirms the
deleterious effect of BHA on biological cells.

323 Yewst membrane integrity after oxidetve restmments with e-B0O0H
-BOOH s an oxidant thar ean cause lipid peroccidation in the

2

cellular membrane by reaction with the --buroxyl radical (Gaedag eral.,
20114). Flow eytometry is frequently used to collect information on the
cell alteration, such as damage to DNA, membrane or other intracellular
organelles. In thiz study, cells stained by PI were analvzed by flow
cytamerry to measure the damage eaused by the axidant -BOOH o the
membrane of the 5. cerevizize strains (WT and erptd) and 1o assess if the
acerola extracts and the synthete antoxidams could proteet the eells
feom this oxidant.

Fig. 51 shows the difference berween permeabilized and non-pes-
meabilized cells exposed o -BOOH (18 mM] for 24 b {positive controll.
The separation of el as a function of permeabilized {quadrant P1) and
non- permeabilized membranes is clear and wsed as a standard o de-
termine the percentage of intact eells v the experiment.

Before assessing whether antioxidants can prevent oxidation effecrs
imdueed by -BOOH on yeast membrane integrity, Pl staining was
analyzed with only antickidants (withowt -BOOH). Table 51 presenes
the percentage of cells with intact membranes after exposure o syn-
thetie antioxidant (EHA or BHT) and to extracts of rpe or unripe
acerola for 4 h at different concentrations. In general, BHT and extracts
of ripe and unripe acerala did not cavse damage to the membrane,
resulting in intact cell values elose to the contral samples for both
straing. In conteast, the presence of BHA in cell suspension led o veast
plasma membrane permeabilization. This effect increased with BHA
concentration and was slightly higher for the erpfA steain than the WT
sirain. For the highest coneentration tested in our study (500 mgL™'),
99.9% of the cell population was permeabilized for both straing. These
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indicate significant differences {p = 0L05) by Tukey best.

vesulis explain the lack of growth of yeass in the presence of BHA since
membrane integrity is required for cell metabolism and division.

Cell membrane integrity was then measured alfter the oxidative
stress eondition (-BOOH, 18 mM for 4 h) in the presence of not of
acerola extracts or BHT (Fig. 3). Due to its deleterious effect on mem-
brane invegricy without oxidative treatments, the resulis obtained with
BHA are not presented. The apBA steain was more sensitive to oxidant
stress with -BOOH than the WT strain in the conditions studied. In-
dead, the membranes of 71.2% of the apbA @rin population were
altered, whereas only 1.1% of the cells of the WT strain presented al-
terations of the plasma membrane. The higher sensitivity of the mutant
strain in comparison to te WT could be explained by s deficiency in
the production of ergosterol which can exhibit antioxidant properties
and act a3 a plasma membrane reinfoscer (Brewer, 2011; Dupont ot al.,
2012).

In the presence of -BOOH, none of the compounds presented anti-
oxidant activity for this oxidant since all the samples displayed slighdy
lower or egual values of permeabilization in comparison with the

703

control samples without antioxidanis (samples “Th"). These resulis -
dicate that acerola extracts are not able o protect plasma membrane
lipids from oxidation indueced by -BOOH. The effectivensss of anti-
oidanis in complex systems depends on many factors, including the
partitioning properties of the molecules berween lipid and aqueous
phases (Frankel & Meyer, 2000). These properties influence the cellular
lecalization of e antioxidans. In owr case, the inefficiency of the
hydrophobic compounds of acerala extracts (mainly plenolic acids, as
ferulie acids, and flavonaids, as quereetin} eould be explained by a low
capacity of these compounds to be incorporated in the plasma mem-
brane of yeast eells.

324, Inrrocellular ROS production induced by HeOo treatments
Hydrogen peroxide (Hy0o) reacts with partially reduced ransition
metals (Fe* or Cu* for example) leading o the fomatien of the ex-
tremely reactive hydroxyl radical thar induces inteacellular oxidation.
To evaluate intracellular exidation, CM-HZDCFDA was used as an in-
tracellular marker. This reagent is used for én wive oxidation assays and
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Fig. 4. Intracellular oxidation (; d by CMH2DCFDA) of S. cerevisioe cells WT (A and C) and erg6 (8 and D) induced by H,0, (10 mM) in the
presence of the acerols extracts and the syntheti identification: 25, 50, 500 (antiaxidant concentration in mgL™'); WT = Wild Type;

Ab = erghd; H202 = with axidant (H203) but without antiaxidant, U = Unnpe acerola; R = Ripe acerola.

becomes fluarescent upon oxidation by intracellular reaction oxygen extracts, in view to replacing it and the authors mostly found a similar
species (ROS) (Pan et al., 2009). In this study, H,0, (10 mM) was added or higher antioxidant activity for the new source {(Bandyvopadhyay,
to induce the oxidation of the S. cerevisice strains in the presence of ripe Chakraborty, & Raychaudhuri, 2007; de Camargo, Vieira, Regitano-
and unripe acerola extracts and synthetic antioxidants (BHA and BHT) D'Arce, Calori-Domingues, & Canniattl-Brazaca, 2012). However, this is
in order to evaluate their antioxidant capacity over time. The selected not sufficient for recommendation for human consumption because, as
concentrations were 25 and 50 mg'L™* for BHA, and 50 and 500 mgL ™’ shown in this work, different concentrations and in vivo assays can
for the extracts of acerola and BHT (Fig. 4), since these compounds provide various responses.

were not deleterious for yeasts as shown in the former analysis, con-
trary 10 BHA.

The results were divided into four graphics according to the anti-
oxidant compound concentrations and the yeast strains. Graphics 3A
and 3B show the results for the highest concentrations, Le. S0mgL™? displays an antioxidant activity. This d % ¥ tactare suck as
for BHA and 500 mgL™", of the acerola extracts and BHT for WT and ch?:u’c:l compasition, conc;:trauon, el?l?alc reactions, concentration
erg6A strains, respectively. Graphics 3C and 3D show the results for the 4 ) 0alizarion of the oxidation site (in case of in vivo analysis). The

lowest concentrations, Le. 25 mgL ™" for BHA and 50mgL™", of the analysis of acerola extracts revealed that they contained significant
acerola extracts and BHT for WT and erg6A strains, respectively. amounts of phenolic compounds and ascorbic acid that display radical

During the first mlfmles of the oxidative treatments (< 30 min), it scavenger capacity and reducing power. In vitro experiments (ABTS
was not possible to distinguish the specific antloxidant effect of the 3 ooy showed that unripe acerola extracts displayed better anti-
difesent compounds. The continuation of data recordings over time ;. properties than the ripe ones due to a higher concentration of
revealed differences between the different compounds. Acerola extracts ascoebic acid. In in Wvo experiments, acerola extracts protected yeasts
and BHT decreased the kinetics of intracellular ROS production. This from oxidative treatments induced by menadione and H,O, but both
decrease depended on the concentration of the different compounds. oy s presented similar effects. Moreover, the antioxidant propesty of
For this type of oxidative treatment, BHT presented better efficiency in 30001 extracts must be nuanced since they did not protect the yeast
comparison with the acerola extracts. When we compared acerola ex- membrane from 1-BOOH, an oxidizing agent targeting the cell mem-
tracts, the unripe ones decreased the oxidation kinetics slightly more brana- These rexitts & = that the chemical assays of the acerola

than the ripe ones. Regarding BHA in the presence of H,0,, ltactedasa ;0 e did not fully reflect their effects in the i vivo tests, highlighting
pro-oxidant at all the concentrations suidied. the complexity to find an in viero analytical method reliable enough to

Inall the ke vivo l?m of antloxidant activity performed In our study, estimate antioxidant activity capable of mirroring in vivo assay results.
BHA, whose antioxidant capacity has been demonstrated it vitno  qy¢ eomplexity was illustrated by the results obtained with the syn-
(C&l&jﬂ. Barras, Antonto, Olivelra, & Ferreira, 2017), was found to be thetic antioxidant BHA that displayed pro-omldam and cell m‘ng
inefficient in preventing cellular oxidation, more often than not playing effects In the in vivw experiments. Thus, this study reinforces the in-

a pro-oxidant and cell damaging role even in the absence of oxidative il
reagents. It is important to emphasize that many studies using chemical cteasinsly aoce;‘ued Ko Chat Chachc g the entiasidant pecperty of

req the bination of in vitro and in vivo assays. The
based assays have compared the efficiency of BHA with vegetable use of eukaryotic unicellular organisms, like S. cerevisiae yeasts, is a

4. Conclusion

Inc ion, it is not simple to state that one molecule or extract
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good model to perform simple in vivo assays. Results based on these
assays could be very useful before experiments on complex eukaryotic
organisms such as mice or rats.
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Anzerobic commensal gut bacterla are among the most promising fubure treatments for many diseases, Because
of their sensitivity to oxygen and to the harsh conditions of the gut, few studies on formulations that daliver
bacteria in a viable and functional form to the Intestine have been done. The alm of this study was to develop a
relizabde and easy-io-scale-up process mesting thess requirements. The designed process conststed of mixing a
frepze-dried bacterium, Foscalibacrerium prousniest, with a melted hydrmophobic matrix (Gelucire® 43,/01) to
ancapsulate them into A solld lpéd base after cooling. Thess frmulations were compared with freesa-drizd beads

containing bacterla encapsulated by lonotropéc galation. This work demonstrates that both formulations Improve
the survival of bacteria In the stomach and distal Jejunem buffers during & digestive exposure test. However, only
lipid inclusion provided sufficlent protection suttable for therapeutic application. Nevertheless, Gelucire® poorly
stabllizes bactaria during storage, unlike the fresze-dried beads.

1. Introduction

The human gut microbiota is composed of several trillions of mi-
croorganisms, including bacteria, archaea, eukarya, viruses and para-
sites. Among them, bacteria are the most prevalent with over 1000
different species [1-3]. Since the 1990s, these bacteria have become of
increasing interest to the medical profession because they play a crucial
role in maintzining the health and wellness of their host and can also
prevent some pathologies. Indesed, several studies have demonstrated
that some gut bacteria show an inverse correlation with some disease
activity [2]. This is especially the case for inflammatory bowel disezse
(ulcerative colitis, Crohn's dizsease), whose appearance is reduced in
individuals with normal or high levels of Frecalibocterium prousnitsil or
Roseburia homnis in their microbiota, or for obesity or type 11 diabetes
and Akkermaonsia mucingphia [4-6].

Therefore, these bacteria could be part of either & new generation of
probiotics or live biotherapeutic products, called “biclogical products’
that (1) contain living organisms, such as bacteria; (2) prevent, treat or
cure a disease or condition in humans and (3) are not vaccines [7]. Most
of these promising bacteria are extremely oxygen sensitive, which
considerably impedes their therapeutic usa [7]. It is, therefore, essential
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to develop strategies to protect them from oxygen during the produc-
tion process and until administration to the patients, and from the harsh
conditions of the digestive tract, so that they will be delivered in & vi-
able and functional state to the end of the small intestine or the colon,
their site of action. Despite the great need to develop such delivery
strategies, few studies have been performed on formulations containing
commensal gut probiotic bacteria, and none of the developed strategies
kept these bacteria visble and functional during both storage and the
digestive process [8,9].

Encapsulation of bacteria is one of the most promising delivery
methods [10]. It can be defined as a physicochemical or chemical process
by which compounds are retained within an encapsulation matrix acting
as a physical barrier that protects them from adwverse environmental
conditions and delivers them to the desired place [10]. In the case of
commensal gut bacteria, the encapsulation matrix is intended to protect
the bacteria, and deliver them in a functional form to the intestine by
reducing cell injuries by oxygen, moisture and tempersture exposure
during storage and by the acidic pH of the stomach, the digestive en-
zymes and the bile salts during the gastro-intestinal transit steps. Cur-
rently, encapsulation of becteria is performed by extrusion, emulsion or
spray-drying. Extrusion is the oldest method. It consists to mix bacteria
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with & hydrocolloid solution and to extrude the cell suspension through a
syringe needle or & nozzle to obtain droplets. These droplets will then fall
into a hardening solution or setting bath and become beads instamtly.
This method presents many advantages. It is simple to settle, cheap, uses
gentle operations, does not inwvolve deletericus solvent, can be done
under aerobic and anaerobic conditions and allows to have & high sur-
wival rate [11,12]. Regarding the emulsion techniqgue [11,12], a small
wvolume of a cell-hydrocolloid polymer suspension is added to a large
wolume of a vegetable oil. The mixture is then homogenized to form a
water-in-oil emulsion which leads to the insolubilization of the polymer
and the formation of gelled beads. This method is easy to scale up and
allows to have a high survival rate of bacteria because it limits the
physical stress imposed on bacteria during encapsulation. For the spray-
drying method [11,12], bacteria are mixed with a polymer matrix and
the cell suspension is then sprayed into air or nitrogen flux to produce
fine droplets. The droplets are then dried with hot air and beads are
obtained. The advantages of this technique are its high reproducibility,
its low execution time and its relatively low cost. However, these tech-
niques have some disadvantages that prevent them from efficiently en-
capsulating commenszl gut bacteria at large scale: extrusion is hard to
seale up due to the slow formation of the beads, emulsion is expensive
and renders wide sizes and shape ranges of particles, and spray-drying
uses hot gas, which can affect bacterial survival [11,12].

The aim of this study was to develop & new process of encapsulation
for bacteria that is relisble and easy to scale up. The process we studied
was the mixing of dried bacteria with a lipid base [(Gelucire® 43/01)
because its hydrophobic nature could limit the rehydration of bacteria
and protect them during storage and the digestive steps. Gelucire® 43/
01 was chosen for its low melting temperature (43 "C) to avoid thermal
stress during the inclusion of dried bacteria. To study the effectiveness
of this process, the formulations were compared with formulations
obtained by ionotropic gelation. We used the commensal gut probiotic
bacterium F. prawusnirzii. First, the resistance of fresh and dried non-
encapsulated cells to buffers mimicking the digestive tract environment
was investigated to assess the protection requirements of this bac-
terium. Then, the impact of the process and storage on hacterial sur-
wival was evaluated. Finally, the protective effects of the formulations
were investigated by immersing them in the same buffers as those used
for testing the resistance of non-encapsulated cells.

2. Materials and methods
2.1, Preservation of the anaerobic conditions during formulation

To protect the bacteria from oxygen, they were handled as much as
possible  inside an  ansercbic chamber (Bactron [-2, Sheldon
Manufecturing, USA) filled with a gaseous mixture of 85% Nj, 5% Hz
and 10% COz (NaHzCOz) All liquid culture media and solutions in
contact with the bacteria were degassed. A NzH;00, geseous mixture
was also used when enaercbic conditions became necessary.

2.2, Bacterial smmain and growth condifions

F. pransnitzii CNCM 1-4573 were kindly provided by INRA (Jouy-en-
Josas, France). The stock cultures were prepared in an anaerchbic
chamber by mixing at a 3:1 ratio (v/v) a fresh culture and a degassed
Bl (wi'w) glycerol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) aqueous solution.
The mixture was then aliguoted (800 pL in 1.8 mL sealed cryotubes)
and stored under anaerobic conditions at —80 "C. The strain was grown
by inoculating the cells from one cryotube into one Hungate culture
tube, sealing with a butyl rubber septa and filling it with 10 mL of
degassed optimized medium with 2% (v/v] plant peptones (provided by
Exeliom Biosciences, Paris, France). These cultures were incubated
under anaerobic conditions at 37 "C for 24 h and used to inoculate fresh
and degassed medium. The incubation was continued under anserchic
conditions at 37 "C for 16 h until the late exponential phase. The final
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population was estimated by the plate method and was about 10° CFU/
mL. The cells were harvested by centrifugation (Centrifuge 5430,
Eppendorf) at 2000 g for 5 min at room temperature. The supernatant
was stored separately.

2.3. Freeze-drying of bacteria

The harvested cells were mixed with the supematant and protectant
solution (1:1, w/v) in the anaerobic chamber and concentrated 10-fold.
The protectant solution contained 0.49 M sucrose (Sigma-Aldrich) and
5 mM v-cysteine (Sigma-Aldrich), was degassed and sterilized with a
0.20 pm cellulose peetate filter before use. The obtained cell mixture
was aliquoted in 1 mL amber vials, and the vials were placed in her-
metic boxes containing & N;Hz00, gaseous mixture. The cell mixture
was then frozen in a —80 °C freezer and freeze-dried subsequently until
the moisture content less than 10% (FreeZone® Stoppering Tray Dryers,
Labrconco, USA; FreeZone® 18 L, Labconco, USA) Then, the vials were
sealed with butyl rubber stoppers and aluminium screw caps under
anaerchic conditions.

2.4, Encapsulodon of bacteria

2.4.1. Bacterial encapsulation in ALMP beads

The whole encapsulation process wes carried out at room tem-
perature inside the anaercbic chamber. The bacteria were encapsulated
by ionotropic gelation with the extrusion method. The biopolymer used
was emidated low-methoxyl pectin (ALMP) with a degree of ester-
ification = 22-28% and of amidation = 20-23% (Unipectin® 305C,
Cargill, Minneapolis, USA). The cell mixture was composed of cell
concentrate (see Section 2.2), a solution of phosphate buffer saline
(PBS, Sigma-Aldrich) with 4% ALMP and supernatant. ALMP was
sterilized under a UV lamp, dissolved in sterilized PBS under continuwous
stirring for 24 h and degessed. Afterwards, the cellular concentrate was
suspended in pectin and the supematant solution (1:1, w/v) under
stirring. A volume of PBS and supamatant was used that concentrated
the cells 10-fold compared with the final culture. Then, & peristaltic
pump (Minipuls 3, Gilson, France) was used to deliver the cell mixture
drop by drop into the gelling solution. Four gelling solutions, each
composed of 2% (w/v) calcium chloride (CaCly, Sigma-Aldrich), were
tested. For each solution, CaCl, was dissolved in (a) PBS, (b) PES and
supernatant (1:1, v/, (c) PBS with protectants or {d) PBS with pro-
tectants and supernatant (1:1, v/v). The protectants used were the same
as those used for the freeze-drying step. For the tests with protectants
inside the gelling solution, the same protectants in the same con-
centrations were added in the pectin solution to decrease osmotic
problems during the bead curing. The syringe used to deliver the so-
lution drop by drop was 80 mm long and had a diameter of 2 mm
(Terumo, Guyancourt, France). It was placed 3 cm above the gelling
solution, and the flow was fixed st 1.37 mL/min. To obtzin complete
gelation, the beads were stirred in the gelling solution at 300 rpm at
room temperature [curing time). The formed beads were then washed
with PBS, aliquoted (1 g/amber vial), placed in hermetic boxes filled
with N;H;CO. gaseous mixture, and subsequently frozen and freeze-
dried as described previously.

2.4.2, Bacterigl encapsulation in pid base (Gelucire® 43/01)

In a laminar flow hood, freeze-dried bacteria obtained as described
in Section 23 were mixed with previously melted Gelucire® 43701,
kindly provided by Gattefossé, in & 1:30 (w/w) ratio at 70 "C. The
Gelucire® was sterilized at 121 "C for 20 min before its use. The mixture
was then vortexed for 5 s, and the obtained suspension was divided in
the anzerobic chamber in type () gelatin capsules (Cooper, France) with
0.6 mL mixture in each capsule. The gelatin capsules were sterilized
under a UV lamp for 15 min before use. After 15 min of solidification,
the capsules were closed under anoxic conditions, and their weights
were measured.
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2.5, Morphologic descriprion of formulations by scamming elecoron
MICroscopy

The morphologies of ALMP beads and the inner part of the gelatin
capsules were studied using scanning electron microscopy (SEM) to
determine the size, surface and internal structure. Beads or & part of the
Gelucire® 43,01 mixture inside the capsules was fixed on a metal stub
with double-sided sticky tape and fractured with a scalpel (Swann
Morton, England B.5.). Subsequently, the samples were sputter coated
with a thin gold layer (100-150 A under vecvum using &n ion sputter
coater (POLARON Thermo VG Scientific, East Grinstead, Sussex, UK)
and examined using & SEM FEI La B& (Eindhoven, Netherlands), at an
accelerating voltage of 5 or 10 kV with an electron detector for low
wacuum conditions (e.g., equipment available by INRA Dijon, DImaCell
Platform].

2.6, Viability of bacteria

Cell viability was evaluated on cell concentrates and on formula-
tions after encapsulation and freeze-drying by Colony Forming Unit
[CFU) count in anzercbic condition. Except for cell concentrates ob-
tained after centrifugation, some preparatory steps for counting were
performed such as rehydration, suspension or recovery of the hacteria.
Freeze-dried bacteria were rehydrated with 1 mL degassed culture
medium at room temperature. Bacteria encapsulated in ALMP beads
and in Gelucire® 43/01 capsules were recovered using the method de-
scribed by Martin-Dujardin et al. (2013) [13]. For the recovery of the
bhacteria encased in the Gelurcire® capsules, one capsule instead of 1 g of
beads was used. These capsules were also heated at 50 °C for 15 min to
melt the Gelucire®. Then, serial dilutions (10~ to 10~ 7) were made in
degessed PBS. Counting was performed on LYHBHI (Brain-Heart-Infu-
sion medium supplemented with 0.5% yeast extract, 1 g/L cellobiose,
1 g/L maltose, 0.5 g/L v-cysteine, and 5 mg/L hemin) agar plates,
previously passively degassed owernight in an anaerobic chamber. All
medium components were from Sigma-Aldrich. The plates were then
incubated for two days at 37 "C in an anaerobic environment. All the
experiments were done in triplicate. To calculate the survival rates, the
numbers of bacteria still alive after being exposed to a condition were
divided by the numbers of alive bacteria before exposures and the re-
sults were multiplied by hundred.

2.7. Smbility of bacteria during storage

The formulations were stored in hermetic boxes filled with a
NzH3CO, gaseous mixture for 14 days at room temperature (25 °C), in
the absence of light, and &t 11% relative humidity. Bacteria wisbility
was checked by counting (see Section 2.6).

2.8. Exposure of bocreria o different gasmro-intestingl bugffers

To study the resistance of fresh and freeze-dried bacteria during
human digestion and the protective effects of formulations during this
stage, the bacteria were exposed separately to six buffers, each mi-
micking the environment of one of the digestive trect compartments.
The media used followed the European Pharmacopoeia 9.0 guidelines
Section 2.9.2 and were the same as those used by Martin-Dejardin et al.
(2013} [13]. They are detailed in Table 1. All exposures were carried
out inside an anaerobic chamber for 30 min at 37 "C in 10 mL degassed
buffer solution. For the fresh and freeze-dried bacteria, the dilutions for
counting were performed directly with the buffer solution containing
the cells after exposure. For the encapsulated bacteria, the ALMP beads
and the Gelucire® capsules were recovered prior to counting as de-
scribed before.

Journal af Drug Deltvery Science and Technology 56 (3020) 101608

Table 1
Composition of the exposure medla used to simulate condiions of the gastro-
Intestinal tract.

Gastro-intestial segment  Medium pH
Stomach Simulated gastric fuid with 3 g/L pepstn 138
Prowimal |ejumum Phosphate buifer G4
[Destal Jejunum Phosphate buffer with & gL pancreatin and 68
3 3L bile =mits
Proximal kesm Phosphate buifer 72
Dstal theaasm Phaosphate buffer 74
Colon Phosphate buifer with 1.5 g/l pectinase 6.0

2.9, Smtistical analysis

All findings obtained were analysed statistically with the R software
(R Development Core Team, 2008 The effects of encapsulation, freezs-
drying and buffers exposures on bacteria viability were evaluated by
analysis of variance. P levels =0.05 were considered sigmificant.
Tukey's HSD (Honestly Significant Difference) tests were also per-
formed to detect significant differences.

3. Results and discussion

3.1. Exposure of fresh and freese-dried, non-encopsuloted bocterio o
posro-mtestinal bufers

The resistance of F. prousnitzi to buffers mimicking the digestive
tract compartments was investigated to determine whether bacteria
could reach the intestine alive without specific protection. This ex-
periment was performed with fresh and freeze-dried bacteria, and the
findings are presented in Fig. 1. After contact with the stomach and the
distal jejunum buffers, complete viability loss of both fresh and freeze-
dried bacteria was observed. That suggests that F. prousnitzii is highly
sensitive to these two compartmental environments. These results can
be explained by the extremely acidic pH of the stomach buffer (pH 1.8)
and the presence of bile salts in the distal jejunum buffer, because it is
known that F. prousnicsi cannot grow at a pH value less than 4.5 and is
highly sensitive to bile salts [14]. Concerning the buffers mimicking the
proximal jejunum, the proximal ileum, the distal ileum and the colon,
nao viability loss was observed after exposing fresh bacteria for 30 min.
For the freeze-dried bacteria, 5 logip losses were obtained for each
buffer. These losses correlate with the length of time the bacteria stayed
in the various buffers. Indeed, freeze-drying weakens bacteria, and the
nature of the buffer used during the rehydration stage is a key para-
meter to improve their survival [15,16]. In our study, bacteria were
rehydrated and exposed for 30 min to gastro-intestinal buffers without
nutrients that could help them recowver. Therefore, it is not surprising to
observe cell death during this stage for the freeze-dried bacteria. In any
case, the results show that it is unlikely that F. prowsnirzii reaches the
colon without protection. Dried bacteria are required for producing
commercial dosage forms that will be stored at ambient temperature
[17]. That is why the continuation of this study was performed with
freeze-dried bacteria. Moreover, a solid or a powder allows obtaining
zolid dosage forms as capsules.

3.2, Impact of the encapsulotion process and storege on the viabiliny of
bacteria

3.2.1. Encopsulotion in ALMP beads

The bacteria were encapsulated by ionotropic gelation using the
extrusion method with ALMP as biopolymer. The extrusion method was
chosen mainly because it can be done in anaerobic conditions, as pre-
viously mentioned. ALMP was selected because it is a food grade
polysaccharide already used in different microencapsulation techniques
to deliver drugs or bacteria to the colon [10,18,19]. In our experiment,
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Fig. 1. Viability of fresh and freeze-dried non-encapsulated bacteria after exposure to buffers mimicking the digestive tract compartments (n = 3, P = 0.05). The

letters represent the statistical groups obtained by a Tukey's HSD test.
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Fig. 2. Influence of the gelling solutton formulation on the formation of calclum-amidated low-methoxyl pectin beads contalning extremely oxygen-sensitive bacterta
by the extruston method (n = 3, P < 0.05). The letters represent the statsstical groups obtained by a Tukey's HSD test.

four gelling solutions containing the same amount of CaClz (2% (w/v))
were tested, and the results are presented in Fig. 2. The CaCl, was
dissolved in PBS with supematant and protectants (+ +) for the first
solution, in PBS with protectants for the second one (+-), in PBS with
supernatant for the third one (-+) and in PBS without protectants and
supernatant for the last solution (-).

Whatever formulation tested, beads with bacteria entrapped inside

were obtained, as can be seen in Fig. 3 A, which represents the inner
structure of ALMP beads observed by SEM. The holes in the matrix of
the beads are also clearly visible in this image confirming the cabbage-
like structure obtained after freeze-drying and resulting from the sub-
limation of the water initially entrapped inside the beads. No statistical
differences were observed between the CFU levels before encapsulation
(Fig. 2). Regarding the encapsulation efficiencies, they are 32 = 13%

Fig. 3. Scanning electron microscopy pictures of (A) the inner structure of calclum-amidated low-methoxyl pectin beads and (B) the lnner structure of gelatin
capsules filled with Gelucire® 43/01. The arrows Indicate the entrapped bacteria. The samples were measured at 5 kv with a magnification of 1500 or 2000X.
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Table 2
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Companison of viabilities of F. prawsnisi in calcium-amidated low-methoxyl pectin beads and in gelatin capsules flled with
Geluclre™ 43,01 {n = 3, P = 0.05). The letters represent the statistical groups obzined by a Tukey's HSD test.

Calctum - ALMP Geluctre™ 4301
Cells mixture before encapsulation and freeze-drying (logyo{CFU/mLY) 0o+ Oda GO+ 003a
Desage form (log, (0FU/5Y) BO & 001 b TE &+ DLOIEL
Storage durlng 14 days (oga(CFUSED TEH + DGEb CL + 003c

for the beads made with supemnatant and protectants, 11 = 2% for
those made only with protectants, 20 = 44% for those made only with
supernatant and 33 %= 16% for those made without supernatant and
protectants. These efficiencies are low compared to those commonly
obtained for encapsulation with extrusion method [20,21], except for
the beads made only with supernatant. These low encapsulation effi-
ciencies could indicate that a part of the cell population was lost in the
gelling solution and not entrapped in the beads [22]. The protocol that
we tested could therefore be improved to increase the encapsulation
rates by bringing them to those conventionally obtzined to increase
CFU levels inside beads.

The best survival rate after freeze-drying and storage was obtained
for the gelling solution composed of PRS, protectants and supemnatant
[+ +). This higher visbility is related to the presence of sucrosa and 1-
cysteine inside the protectant solution. Indeed, sucrose is widely known
to protect & multitude of bacterial species during freezing, freeze-drying
and storage. Its protective effect is generally assigned to its capacity to
replace water and to form & glassy structure allowing the stabilization
of the bacterial membranes, preventing protein denaturation [23-25].
The L-cysteine is also a well-known anticxidant that protects anaerchic
bacteria during the freezing step [26], and it has already been shown to
improve the survivel of anaerobic bacteria during encapsulation by the
extrusion method [13]. Moreover, 1-cysteine has already been used to
improve the survival of encapsulated anaercbic bacteria during storage
[27] and has stabilized F. prownizii over time [28]. The supemnatant
also seems to have a protective effect on bacterial survival. This pro-
tective effect could be due to certain compounds in the culture medium,
especially the plant peptones. Indeed, it is known that proteins can be
good oxygen and moisture barriers [27], and it has been shown that
vegetal peptones can improve the viability of encapsulated dried bac-
teria during storage [21,29]. Therefore, we used PBS, supematant and
protectants as gelling solutions for the following experiments.

In our study, the best survival rate of bacteria after the freeze-drying
was 23%. This value is slightly lower than the 40% obtained by Bircher
et al. (2018) [30]. However, even if the process needs to be optimized,
this difference in bacterial viability could in part be explained by the
fact that the bacteria were freeze-dried in Ca-pectin beads. Indeed,
polysaccharides do not offer good protection during freexing or freeze-
drying [31], and it has been demonstrated that freeze-drying bacteria
immobilized in Ca-alginate beads without a protective solution can
strongly affect the survival rate of the encapsulated bacteria [32]. The
reason could be related to the moisture content of the Ca-alginate beads
containing freeze-dried bacteria that is higher than that of freeze-dried
bacteria powder. Thus, the total moisture content of the Ca-ALMP beads
could be higher than that of freeze-dried bacteria powders [32-34].
This could affect the survival of the encapsulated bacteria during the
freeze-drying step and therefore explain, in part, the low survival rates.
However, after this stage, Ca-ALMP beads still contained a CFU/g level
greater than 108 Thus, these results suggest that optimization of the
freeze-drying and encapsulation steps could result in CFU rates close to
or greater than lﬂg, the minimum number of viable cells necessary to
consume per day to observe a probiotic effect [35,36].

3.2.2, Encopsulotion in gelatin copsules filled with Gelucine® 4301
Gelucire® 43,01 was selected because it is a highly hydrophobic
waxy solid, mainly made of triglyceride esters of fatty acids (Ca to =)

and has a low melting point (around 43 "C). In addition, it has been
used to protect active pharmaceutical ingredients from oxygen, light
and humidity, and to orally deliver highly water-soluble drugs [37,38].
However, to our knowledge, this kind of encapsulation has never been
done with bacteria. More generally, no lipid base has, to our knowl-
edge, been used to encapsulate bacteria by inclusion. Only beeswax has
already been used to film alginate beads [39].

After verification of the morphology by SEM after the encapsulation
process, it was confirmed that bacteria were entrapped in the lipid matrix
and were evenly distributed inside (Fig. 3 B). The encapsulation process
itself decreased bacterial viability by about 2 log,, (Table Z). This decrease
can be explained by the fact that the bacteria were mixed with melted
Gelucire® at 70 "C. Indeed, the optimal temperature for F. prozesnicsi growth
is around 37 "C [40]. Thus, although dried bacteria are less thermosensitive
than fresh bacteria and the exposition time was short, it is very likely that
the contact of freeze-dried bacteria with Gelucire® at 70 "C resulted in
partial cell death. Nevertheless, ot all loss can be attributed to the en-
capsulation process itself. Indeed, to count the bacteria, the capsules were
heated ggain at 50 "C for a few minutes to sepamte the cells from the
Gelucire®. As mentioned before, this temperature is not suitsble for
F. prausmit=ii, and a significant part of the observed cell death might be due
to this step, which is difficult to avoid in our experimental protocol. v,
this loss will not ocour because the release of bacteria will be carried out by
digestive enzymes at 37 "C [41]. Because the release step resulted in cell
death, the final capsules would actually contain more viable bacteria than
the 72 = 107 (FU/g counted with this methed (spproximately
4.2 x 107 CFU/capsule because a capsule weighs about 0.6 gl.

Conceming storage, 5.5 logyo bacteria remained alive after 14 days,
and this formulation cannot stabilize viable bacteria over time. Two
hypotheses could explain this result. First, the becteria are homo-
geneously dispersed in Gelucire®, and some bacteria are on the surface
of the lipid structure where they would be less protected from external
conditions. Second is related to the hydrophobic nature of Gelucire®
components which were in contact with bacteria after the inclusion
process. Consequently, as a result of their lipophilic character,
Gelucire® components could partition into the hydrophobic core of
membranes. This phenomenon could destabilize the bacterial mem-
brane by a mechanism analogous to that involved in the antimicrobial
effect of hydrophobic agents such as thymol or lactone [42,43]. We
hawve currently no evidence that supports one hypothesis more than the
other.

3.3, Exposure of encapsulated bacteria to gosro-intesanal bufers

3.3.1. Protective effects of Co-ALMP beads

To eveluate the protective effect of the Ca-ALMP beads on com-
mensgl gut bacteria, the beads were exposed to buffers that mimic one
of the digestive tract compartments. The results are presented in Fig. 4.
The survival of the entrapped cells decreased in each buffer. However,
this formulation increased the survival of freeze-dried bacteria in each
buffer compared with non-encapsulated bacteria, particularly in the
stomach and the distal jejunum buffers (cf. Fig. 1). These results are in
agreement with the fact that microencapsulation of bacteria in Ca-
ALMP beads protects bacteria during digestion, particularly from the
acidic pH of the stomach and from bile salts [44]. The fact that beads
made of ALMP assoriated with calcium are stable in solutions with low

126



A Rase eral

Jowrnad of Drug Deftvery Science and Tecknology 56 (2020) 101608

Fig. 4. Viability of encapsulated bacteria in
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pH and can resist extensive hydration could explain these results
[19,45].

Nevertheless, important losses of survival were observed, from 2 to
& logy depending on the mimicking buffers used. The porosity of the
Ca-ALMP beads due to the freeze-drying process and their swelling
behaviour in agueous medium could explain, in part, these losses, be-
cause a significant part of the encapsulated bacteria was released inside
the buffer media during the exposure tests [46—49]. Therefore, counting
was performed only on the bacteria still encapsulated in the beads, and
the results may have been underestimated. Therefore, the chances that
enough viable bacteria encapsulated in Ca-ALMP beads reach the colon
are slim. Moreover, the oxygen present in the digestive trect, in the
stomach, and at the beginning of the small intestine will also have a
significant negative impact on the survival of bacteria [50].

Even if the degree of bacterial loss was high in our experiment,
changes in the composition of the beads could significantly increase the
number of bacteria delivered to the colon in a visble and functional
state. Indeed, it has been demonstrated that the addition of slginate to
pectin protects more bacteria during the transit step than pectin alone
[44,47]. Other compounds such &s starch, and a mixture of gelatin and
alginate or rice-bran [46,51,52] could also be used. Coating beads with
whey proteins could also be considered because it is known that coating
pectin beads with these proteins increases bacterial survival after ex-
posure to gastro-intestinal conditions [53,54]. A change of calcium to
zine &s an alternative cross-linker to obtain a stronger pectinate net-
work could also improve the stability of the beads in the upper gastro-
intestinal tract [55,56].

332 Protective gffects of gelotin copsules filled with Gelucire® 43/01

The protective effects were evaluated in the same way as for the Ca-
ALMP beads, and the results are also presented in Fig. 4. The for-
mulations exposed to the buffers mimicking the proximal jejunum, the
proximal ileum, the distal ileum and the colon showed statistically no
loss of visbility after exposure. The formulations exposed to the sto-
mach and proximal jejunum buffers, the most lethal gestro-intestinal
tract compartments for F. prowsniczi (cf. Fig. 1), only showed a loss of
approximately 2 log, g These results demonstrate that Gelucire® 43/01
efficiently protects bacteria during the transit steps because it is highly
hydrophobic (Hydrophilic-Lipophilic Balance value of 1) and very re-
sistant to fractures, erosion and swelling, thanks to its lipid composition
[37,57]. Therefore, the rehydration of bacteria could be extremely
limited and could take a lot of time.

3.4, Comparison of formulorions

Our results indicate that the Ca-ALMP beads can stabilize bacteria
for a few weeks, unlike capsules filled with the lipid base Gelucire® 43/

01. Nevertheless, although these beads partially protect the bacteria
during their exposure to the different buffers mimicking the gastro-in-
testingl tract, their protective effect seems not sufficient to allow the
delivery of enough bacteria to the colon to observe a therapeutic effect.
In contrast, the capsules filled with Gelucire® 43/01 protect the bacteria
well during the in viore exposure tests and could deliver & high number
of bacteria to the intestine, but the bacteria encapsulated in this way are
not steble over time.

Nevertheless, it is important to notice that none of the few studies
on formulations containing commensal gut bacteria demonstrated both
stebilizing the bacteria and protecting them from the conditions of the
gastro-intestinal tract. For example, van der Ark et al. (2017) succeeded
in encapsulating A. muciniphila in a double water—oil-water emulsion
and in protecting these becteria effectively during their passage in the
digestive tract, but, this encapsulation process did not allow stabilizing
them maore than a few hours for storage [9]. Allouche et al. (2018
stabilized F. prowsmi=ii efficiently for one month by direct compression
[8]. However, because of the absence of a protective strategy to defend
the bacteria against the conditions of the gastro-intestinal tract and to
the properties of the excipients (e.g. microcrystalline cellulose), these
formulations disintegrated too quickly when they came into contact
with water, which suggests that bacteria will not reach the intestine
alive. Thus, these processes, although promising, &lso need to be opti-
mized.

4. Conclusion

This study demonstrates that non-encapsulated F. prowusnimii, a
commensal gut probiotic bacterium, does not survive in buffers mi-
micking the stomach or the distal jejunum environment. To improve the
delivery of these bacteria in a viable and functional state to the intes-
tine, an encapsulation process consisting of entrapping dried bacteria in
a highly hydrophobic lipid base (Gelucire® 43,/01) was developed. The
formulations were compared with others made by extrusion with
ALMP. The results show that the two processes protect commensal gut
bacteria from the stomach and distal jejunum media during exposure.
However, the protective effects obtained by ionotropic gelation with
ALMP are weak compared with those obtained with the inclusion of
bacteria in Gelucire® 43/01, even if the ionotropic gelation permits
stabilization of encapsulated bacteria for 14 days after encapsulation.
Hence, encapsulating commensal gut probiotic bacteria with & highly
hydrophobic matrix seems to be a promising strategy to provide suffi-
cient digestive protection for these bacteria and to permit their clinical
use. Currently, work is in progress to combine the advantages of both
processes (protection and stabilization], and further studies are needed
to evaluate the delivery of these encapsulated bacteria to the intestine
and to check their functionalities.
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Abstract

Yeasts are anhydrobiotes that accumulste large amounts of trehalose, which is involved in the vitrification of the cytoplasm
during drastic desiccation. The effect of devitrfication, which can be induced by the transient exposure of desiccated yeasts to
increased humidity or elevated temperature, on the survival of veast has been smdied. A glass transition temperanure (T, M water
activity (a,,) diagram of yveast was constructed based on differential scanning calorimetry analysis. The survival rate of veasts that
were equilibrated at different relative humidities (RHs) and temperature values over their T, range was measured The results
revealed a long period of cell preservation at an intermediate RH (55 %), with 100% survival observed after 3 months, a loss of
1.24 log col ony-formin g units/g recorded after 1 year at 25 °C and full preservation of viability at 75 5C for 60 min and at 100 *C
and 12% RH for up to 10 min. These findings led us to conclude that dried veast can resist low or intermediate RH values and
elevated temperatures in the devitrfied state. Considering the thermal and humidity fluctuations occurning in the veast environ-
ments, we hypothesized that the supercooled state, which occurs immediately above the T, after rehydmtion or heating, is a
protective state that is involved in the persistence of veasts at intermediate humidity levels.

Key points

* Yeast survival for months in a supercooled state (s ofwerved at room temperatre.
« Diried veasts survive a 10-min exposire to 100 °C in the supercooled state.

* The supercooled state is suitable for veast preservation.

Keywords Active dry veast- Water activity - Glass transition - Supercooled state - Devitrification - Trehalose

Introduction

Humidity flucmations cansed by seasonal and environmental
changes are continuously occurring in the environment. Some
organisms, called anhyvdrobiotes, have adapted and are able to
survive periods of intense drought via temporary suspension
of the cellular metabolism, until the return of favorable con-
ditions. The key mechanisms that explain the survival of
anhydrobiotic organisms have been reported and are notably
linked to the accumulation of trehalose, which is a non-
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! Univ. Bourgogne Franche-Comité, A gmSup Dijon, PAM UMR A
02,1032, F-21000 Dijon, France
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reducing disaccharide with specific physico-chemical proper-
ties (Eleutherio et al. 1992; Aguilera and Karel 1997; Tapia
et al. 2015; Gélinas 2019). As water is essential to structural
biomolecules and molecular assemblies, such as proteins and
membmnes, its removal canses drastic structuml changes in
living organisms. Therefore, desiccation without compensa-
tion of this structuring effect is often lethal (Dupont et al.
2014: Rapoport et al. 20019). Trehalose and other disaccha-
rides can substitute for water by polar interactions with bio-
molecules that allow them to maintain their structure in the
dried state (Carpenter and Crowe 1989; Leslie et al. 1994).
This specificity led to the development of the “water replace-
ment theory™ by Crowe and collaborators (Clegg etal. 1982
Crowe et al. 1998b). As water location studies in dried pro-
teins revealed the presence of a hydmtion laver at the protein/
trehalose interface, a stabilizing role was proposed for
trehalose based on its ability to maintain this superficial
hydration laver, i.e., the “water entrapment theory™
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(Belton and Gil 1994). Recent studies also revealed that
trehalose can mobilize a high number of water mole-
cules compared with other sugars (Lerbret et al. 2011).

The protective role of trehalose during desiccation also lies
in its glass formation capacity. (ilass exhibits the mechanical
properties of solids and is distinet from crystal because of the
lack of molecular order. The high glass transition tempernire
(T,) of trehalose compared with sucrose and maltose (CGireen
and Angell 1989 Crowe et al. 1998a) eases the glass forma-
tion process in tempered environmental conditions. The vitri-
fication process involving trehalose or other oligosaccharides
occrs also at sub-zero temperatures in Various Organisms re-
sistant to freezing (Wright 200 1) Nevertheless, in binary sys-
tems composed of water and trehalose, glass formation is ex-
ceptional because crystal is the form that exist at thermody-
namic equilibium. In such binary systems, glass is a metasta-
ble state that is only formed in appropriate kinetic conditions.
In the cellular context, vitrification upon drying seems to oc-
cur more spontaneoisly becanse of molecular and structural
crowding, both of which restmin molecular mobility and limit
the molecular rearrangement involved in crystallization
(Buitink and Leprince 2004).

Adfter vitrification, the cell components are embedded in a
glassy amorphous matrix where their molecular movements
are slowed down by several orders of magnitade compared
with a liquid solution. Thus, the kinetics of cellular chemical
and enzymatic reactions are decreased (Buitink and Leprince
2004) and allow the stabilization of biological systems over
long-term periods when the dry cells are kept in a glassy state
(Sun et al. 1994 Crowe et al. 1998a). In association with
industrial know-how, these phenomena permit the production
of dry forms of veast that can both survive for several vears in
desiccated conditions and restore their metabolic activity
within a few minutes after devitrification by rehvdration.
The maintenance of the glassy state depends on the tempera-
ture and the humidity levels of the atmosphere surrounding
the dry veast. Partial humidification or heating promotes the
transition from glass to a highly viscous non-crystalline state,
which occurs between the T, and the melting point and is
called the supercooled state (Le Meste et al. 2002). This state
is encountered when the product is equilibrated with ambient
air at a relative humidity (RH) of about 30-70%. In such
conditions, molecular mobility remains limited by the high
intracellular concentration compared with fully hydmted con-
ditions, but is by far higher than that observed in the glassy
state. Few studies have addressed the stability of microorgan-
isms in this concentrated, albeit non-glassy, state, although it
is a significant factor in the technological or natural environ-
ments of yeasts, where severe drought remains exceptional
and is generally not constant. In such conditions, trehalose is
concentrated in cells and can thus exert its water-substitution
role, without contributing to glass formation at this hydmtion
level. This state might already constitute a preserving state.

@1 Springer

The objective of this study was to test this hypothesis via
the investigation of the consequences of hydnc and/or thermal
devitrification on veast survival through a long- or shoft-term
temporary excursion into the supercooled state. This study
was performed using industrial active dry veasts (ADYs),
which are rich in trehalose and are optimally processed to
swrvive in the dried state. Industrial ADY's were equilibrated
at different water activity (a,,) and temperature values to con-
trol their physical states (glassy or supercooled amorphous
states ), which were assessed using differential scanning calo-
rimetry (DSC). The evolution over time of the viability of
yeasts, in glassy or supercooled states, was assessed to char-
acterize the influence of veast physical state on cell stability.

Materials and methods
Biological samples

The experiments were performed using industrial ADY
(called Sg42) exclusively composed of veasts cells
(Saccharomyces cerevisiae, ActiSaf Sc47 HR+, Phileo by
Lesaffre, Lesaffre, Marcq en Baroeul, France, celhular concen-
tration of 10'" colony-forming units [CFU}g of product). The
miisture content was 4.4% of total mass and the a,, was 0,12,

Determination of trehal ose content

Heat shock lysis was performed on the ADY to allow the
release of intracellular trehalose, After filtration, the total tre-
halose of the lysate was determined by high-pressure liquid
chromatogmphy. Three replicates were carried out. The treha-
lose content in ALY was 23% of dry matter.

Differential scanning calorimetry

The T, of equilibrated samples was determined using a DSC
on a ()20 calorimeter (TA Instrument, New Castle, DE, USA)
under a nitrogen atmosphere at a flow rate of 25 mL-min~".
The experiments were carfied out using approximately 5-10
mg of sample, which was hermetically sealed in a medum-
pressure aluminum pan (Tzero Pan with Tzero Hermetic Lid,
TA Instruments, New Castle, DE, USA). An empty pan was
used as a reference. The instrument was calibrated at 10
*C-min~! for temperatre and energy with azobenzol and in-
dium. Samples were scanned at 10 *C-min™" during both
cooling and heating in the temperamire range of —20 to 180
*C. Two heating scans were perfommed. The first scan was
used to erase the themmal history and the possible overshoot
associated with enthalpy relaxation, while the second was per-
tormed to determine the T,. Three replicates were carried out
per studied «,, condition
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Hydration of ADYs to intermediate a,, for long
exposure in a supercooled state

To determine the effect of stomge at different physical states
on the viakility of veasts, ADYs were equilibrated at different
iy, vahes. Dishes containing 1 £ 0,003 gof sample at an a,, of
0,12 (5g,42) were stored in hermetic boxes over samrated salt
solutions of MgCl (RH, 33%), Mg(NOs ) (RH, 55%), and
NaCl (RH, 75%) at 25 “C to obtain sample at an «, 0f 0.33
(833}, samiple at an a, 07055 (Sg.5), and sample at an a,, of
0.75 (Sg7s). These a, allowed placing the veasts either in
glassy or supercooled state (Fig. 1). The a,, of veast was mea-
sured on 1 +0.003 gof sample using the dew-point method at
25 °C, on an Agqualab Series 3TE instrument (Decagon
Devices, Pullman, WA, USA). Viability and a,, were deter-
mined on the initial ADY and after 2 weeks, 1 month, 2
months, 3 months, 6 months, and 1 vear of storage. Three
independent technical replicates were performed for each
analysis and the mean and standard deviation were calculated.

Hydration of ADYs to intermediate a,, and thermal
treatment for exposure in the supercooled state

To determine the effect of life route and physical state on
themnal resistance, the ADYs were equilibrated at different
ay, vales. Dishes containing 1 £ 0.003 g of sample at an a,,
of 0.12 (54.42) were stored in hermetic boxes under
oversaturated salt solutions of MgCly (RH, 33%), KOO0,
(RH, 43%), and NaCl (RH, 75%) at 25 *C, for 7 days to obtain
sample at an a,, 0f 0.33 (Sg33), sample at an o, of 0.43 (Sg.43),
and sample at an a, of 0.75 (Sg4s). These a,, were chosen to
place the samples either in the glassy or supercooled state (Fig.
1}. The a,, of ADYs was measured on 1 + 0,003 g of sample

using the dew-point method at 25 °C, on an Aqualab Series
3TE instrument (Decagon Devices, Pullman, WA, USA).
Viability and a,, were determined on the initial ADY. After
the equilibrium step, veasts were vacuum packed Viability
and a, were evahuated to verify their impact on the viability
of veasts. Three levels of thermal treatment were applied, ie.,
500°C, 75 *C (as a moderate heating temperature), and 100 *C
(corresponding to a severe temperature), for perods of 10, 30,
and &0 min. Heat treatments were carried out in a hot-water
bath and three independent replicates were performed.
Products were directly heat-treated in their hermetic vacmm
bag; thus, we considered that there was no effect on the a,, of
the products.

Viability measurement

Viability of veasts was assessed by measwring the ability of
yeasts to reproduce and to form colonies on nutritive med m.
Active dry yeasts are widely used as probiotics for animals.
For this application, the main parameter for the marketing or
the smdy of probiotics is the number of cultivable cells.
Cultivability measurements were performed by a drop plate
method adapted from (Thomas et al. 2015). For that, succes-
sive decimal dilutions were prepared in phosphate-buffered
saling (PBS) from resuspended veasts solutions containing |
+ 0,003 g of ADY sample. Subsequently, the dilutiors were
deposited on veast mold (Y M) medium (YM agar, BD Difco,
Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, USA). The
colonies were counted after incubation for 48 h at 30 *C.
The inactivation rates were expressed as log™N/MNg) according
to the following equation,

logh /Ny = logN —logh,
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where N is number of CFLUg of product after the equilibmting
step and thermal treatment, and Ny is the number of CFLU/g of
product before the thermal treatment.

Determination of the decdmal reduction time

The decimal reduction times () were determined from the
viability data at each temperature. D is the time needed to
reduce the population by 90% (i.e., 1 log) for the temperamre
considered. The kinetics of cell destruction is of order 1; there-
fore, the following relationship was established

N=~Ng =105

where Nis the number o f CFU/g of product at ¢ time, Ny is the
number of CFU/g of product at the initial time, ¢ is the time (3)
and I3 is the decimal reduction times (expressed in s).

Statistical analysis

The data from each experiment were statistically processed.
The homogeneity of variance (F-test) was tested, our results
revealed a homogeneous variance (p > 0.05). A 2-factor
ANOVA and a Tukey (HSD) test (p < 0.05) were performed
to determine whether significant differences existed between
the different conditions.

Results
Glass transition of ADYs

This siudy focused on the consequences of hydric and/or ther-
mal devitrfication on industrial ADYs according to their hy-
dration level and their life course (hydration and temperature).
The structural states of the ADYs were assessed by DSC.

The ADYs were equilibrated at different RH values (12%,
33%, 43%, 55%, and 75% RH). Both the fist and second
scans of DSC thermogmms exhibited typical glass transition
patterns (Fig. 2a). The T, was determined from the midpoint
of the observed heat capacity change to overcome any possi-
ble overshoot associated with the enthalpy relaxation present
on the thermogram of the first heating scan. The T, onset, T,
midpoint and T, endset were measured for each tested RH and
the glass transition vs. a,, i presented in Fig. 2b, where the
dotted curves represent the beginning (7, onset) and the end
[Ty endset) of the phenomenon. The T, values expectedhy
decreased with increasing a,. The T, midpoint vale
was 60 “C at 12% RH, whereas an increase of RH of
30% led to a T, value of 13 °C. The phase transition
diagram was used to define the a,/temperature condi-
tions that induce a transition from the glassy to the
supercooled state by crossing the T, curve.

@1 Springer
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Fig. 2 (ilass transition of AIDYY hydrated at different RH vahees. a Glass
transition curves (first scan) for yeasts for 12% RH (| s); 33% RH ( mi),
43% RH { mes), 55% RH { ==, and 75% RH { m=s). The points show the
bheginning (omeet) and te end (endset) of the glass ransition. The solid
amows show the midpoint of the glass ransition. b Mean values of T,
{on=et, midpoint and endset) of e hydrated samples at 12% RH{ @),
33% RH( @), 43% RH { @, 55% RH{ @), and 75% RH { @) on the
temiperature v s a, disgram Standard deviations are presentoed. The dotied
curves represent the beginning and the end of the glass transition
e e T,

Long exposure of hydrated yeasts to intermediate a,,
in the supercooled state at room temperature:
persistence of viability over time

We studied the evohition of the viability of rehydrated ADY at
intermediate a,, above the T, for 1 vear. The ADYs (g 2)
were equilibrated at different RH valies, leading to samples
Sa.33 (e, 0.33), Sg.es (@, 0.55), Sg.75 (@, 0.75). They were
stored for 1 year under controlled conditions (25 *C, no con-
vection, in the dark).

Sa.12was keptin the glassy state and S 5 was placed atthe
beginning of the glass tramsition, whereas samples S, 55 and
So.7s underwent devitrification and were kept in the
supercooked state. The inactivation rate (Lo gN/MNg)) at differ-
ent times is shown in Fig. 3.
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Fig. 3 Lomg-term viahility of Time: (moniths)

hydrated yeast at inermediate a s 1 2 3 i 13
and 25 7C. Viahility of samples o

Spaz [ e, 0.12; [}, Sqas {2, 1
0.33; ). Sqss {a, 0.55: ), and
Sa7s {dw, 0.75; [l at different
timee points. Mean values of
inactivation rate { LogNT,)) and
standdand deviations are presemted.
The letters associated with the
conditions studied indicate
significant differences (p< 003)
as determined by the Tuley test

inzcthvation rate (Log (ML)
i

The viability of sample 55,2 was stable over time with
100% survival observed even after | vear of storage. The
viability of samples Sgss, Sgss and Sg4s was maximal
(100% survival) for up to 3 months for Sg 55 and Sg 45 and 2
months for sample Sq9¢. and then decreased slightly over
time. In fact, the population of sample S5 had decreased
by 0.14 log at the 6-month follow-up and by 1.24 at the 1-
year follow-up. A loss of viability of 042 log CFU/g of prod-
uet was ohserved after 6 months of storage for sample S ..
This vahe became equal to 2.36 log CFU/g of product after |
yearofstorage for sample S5 The viability of sample 5545
decreased more mpidly, with a loss of 0.5 log CFU/g of prod-
uct after 3 months and 2.4 log CFU/g of product after &
months of storage.

The D vahes which correspond to the time needed to re-
duce a population by 90%, were determined from these data,
The D values are presented in Table 1 and plotted againsta,, in
Fig. 4. As the viability of sample 5, 4, did not decrease during
the storage time used in our experiment, the D valie was
associated with long-term storage (symbolized by
MaX gyrvarh. Sample Sg 53, which was stored under conditions
corresponding to the onset of the glass transition, had a D

Table 1 D values determined at 25 °C from data pertaning i the
storage of samples Sg 32 (8., 0.12), S5 (ow, 033), Spec (aw, 0.55),
and 8y w {aw, 0.75)

Sample a, Dy 2C (5} Do *C (day)
su 12 01z T\"[ﬂwm T\"[ﬂwm
Sai3 033 215107 240

Sass 055 207 107 138

Sars 07s 32010° 37

& )

valwe equivalent to the more hydmted sample S 45 (249 and
238 days respectively). The D value associated with
samipleSg 5 which was hydrated to an a, of 0.75, was 37 days.
As shown in Fig 3, the D values did not decrease linearly with
increasing a,,, with maximal vahe detected under the T, (sam-
ple Sq.42), @ minimal vale observed for the most hydrated
condition (sample Sg4<) and an intermediary platesu for an
ay, located at the beginning of the glass transition or slightly
above (samples Sy 55 and S s5). These results showed that the
exposure of samples at or over the plass teansition decreased
the survival capacity of veast compared with to the glassy
state. However, the decrease was not abrupt and involved an
intermediary phase that occured in the glass transition and
slightly above, where the D vale corresponded to a few
months.

Short transient exposure of yeasts to states ranging
from the glassy to the supercooled states via thermal
means: ADY resistance to high temperature

In this part of the smdy, ADYs were exposed to temporary
heating over the T,,. The native sample Sy 2 (a,, 0.12) was in
the plassy state at 25 °C.

Heat treatments at 50 and 75 *C for 10, 30, and 60 min
were then applied. The heat treatment at 50 *C did not allow
samiple Sq 2 to cross the phase transition curve, whereas at 75
*C, sample S 1soverpassed the glass transition and was there-
fore in the supercooled state. The loss of viability observed
after heat treatrment is represented in Fig. 5. The heat treat-
ments had no effect on the viability of samples, regardless of
state, even for the longest treatment time of 60 min at 50 and
75 °C. Heat treatment at 100 *C was then applied to sample A
for 10, 30, and 60 min. In such conditions, the sample was in

4 springer
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Fig. 4 Effect of long storage in
the supercoeoled state on the DY
valhe at 25 °C. [} vahues are 360
presented in fimction of te o,
The time axis on dwe right b
comesponds to te tme scales 300
found during conservation at the
different 2. The value D point of
sample atana, of 0.12 (5, 52)
could not be represenied bocause gzm
the viahility of sample 5o 2 did
ot docrease during dee storage
time waed i owr experiment
there fore, the “Max, .0 was 130
used. The armow symbolizes that
the D value could be several o
years. The two dashed curves 1]
represenit the onset and the endset 0
of the glass ransition at 25 °C,

0
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and the solid line indicates the T,
midpoint of te glass transition of
ADYs at 25°C

a 01

the supercooled state. The results showed a themmal resistance
in sample Sg2 of at least 10 min under the conditions tested.
However, yeast viability decreased by 1.92 log CFU/g of
product after 30 min of treatment. The entire population was
killed after 60 min of this treatment.

Thermal resistance of yeasts hydrated at intermediate
a,, in the supercooled state

In this experiment, the impact of a change from the
glassy state to the supercooled state (hydric devitrifica-
tion) on the thermal resistance of ADY was studied.

Timea {rirutes |
10 min 30 min 50 iy
A oAb & & B B e

)
.

&

I Haon Fabe | Logim, ]|
b

-0 ,
Fig. 5 Effects of heat treatments on the viahility of sample Son (@,
0.12). Heat treatments at 50 °C { [l), 75 °C { @) and 100 °C { O
were applied for 10, 30, or 60 min. Mean values of inactivation ra
{LogiM/My)) and standard deviations are presented. The letters
amociatod with te conditions stdied indicate significant differences (p
< (.05) as dewermined by the Tukey test
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Sample Sg43 (g, 0.12) was rehydrated at intermediate
ay, in order to obtain samples Sga (a,, 0.33), Sgas (4.
0.43), and Sgqs (@, 0.75). Sample 5,33 was in the
beginning of the glass transition after the balancing step
at 33% RH. Samples 554 and Sg4¢ entered in the
supercooded state after the hvdration step.

The effects of 10, 30 or &0 min of heat treatment at 50, 75,
and 100 °C on the viability of veasts are shown in Fig. 6. Heat
treatment at 50 °C and 75 °C was not lethal to sample Sg 35,
even after 60 min of treatment, whereas the 10-min heat treat-
ment at 100 °C killed the entire population (Fig. 6a). Heat
treatment at 50 °C of samples 5.4 and 5, 75 had no effect
on veast viability, whereas heat treatment at 75 *C and 100 *C
had an effect (Fig. 6b and ¢, respectively). Sample S 45 lost
1.76 log CFU/g of product after 60 min of treatment at 75 C,
whereas sample 5545 lost 3.1 log CFU/g of product after
10 min of treatment at the same temperamre. No survival
was detected at 100 °C for samples Sqq5 and Sgqs.

The D values, which were determined from the viability
data of the heat-treated samples at a, of 0.12 (5542, 0.33
(Sg.33) 0.43 (55 43), and 0.75 (5;.45). are presented in
Table 2. At 50 *C, the D values were associated with maxi-
minm population swvival (noted Max g for all samples,
regardless of a,, and distance to the T,. This vale was calcu-
lated on the time scale of our experiment, where no decrease in
viability was measured Above 50 °C, the D value decreased
with the increase in the distance to the glass transition curve.
At 75 °C, the population of sample 5,45 which was hydrated
at an a, of 0.43, lost 90% of its population after 39 min of
treatment. The I values were projectad onto the ADY glass
transition diagram (Fig. 7). The results showed that the ther-
mal resistance was correlated with the hydration level and the

EXpOSUTE temperature.
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Fig. 6 Effiects of heat reatments on ADY balanced at different RH
walses. Sample 8, p {2, 0.12) was balanced at different RH values, to
obtain samples Sg 33 (2, 033), Sgua (e, 0.43), and 5 x (2, 0.75). Heat
treatments at 50°C | [l 75 °C ( [l and 100 °C  [@]) were applied for
10, 30 or 60 min. Mean values of inactivation rate (Log{N/My0) and
standand deviations are presentod. The letters associated with the
conditions studied indicate significant differences (p < 0.05) as
determined by the Tukey test. a Viability of sample Sg 15 (a2, 033)
after heat treaments. b Viability of sample Sg 43 (a2, 0.43) after heat
treatments. ¢ Viability of sample Sa7s { 2., 0.75) after heat reatments

Discussion
Our study showed that 4, and temperature govern the physical

state of ADY. Depending on the RH/temperature parameters
of the environment, yeast can adopt a glassy state or a
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Fig. 7 Effect of ransient exposure in the supencooled state on D values at
S0, 75 C, and 100 *C. 0 values are projectad onto glass transition
curves (dashed curves represent the oneet and the endset of the ADY glass
transition). Max . .1 D time is indicated by #; D between 2500 and
2000 s & indicated » ; D betasen 1000 and 500 s is ndicaed by~ ;D
between 500 and 605 & indicated by & ; Dless than 60 s & indicated by
]

supercooled one. This phase tmnsition could be explained
by the rich trehalose content of veast, which represents 23%
of the weight of the dry matter of ADY . The representation of
the T, curves of ADY (data from this smdy) and trehalose
(curve reconstructed from Cardona et al. (1997) and Chen
et al. (2000)) on the same o /temperature diagram showed
that they have the same shape (Fig. 8). although the T, curve
for ADY is lower than that of trehalose. This shift could be
explained by the contribution of yeast components, such as
proteins, and intracellular crowding, which affect glass forma-
tion (Buitink and Leprince 2004). This shift indicates that the
supercooled state exists in an extended range of 4, vahes at
the same temperature in veast compared with trehalose.

Our study revealed that the transition from the glassy state
to the supercooled state by wetting or heating decreased the
survival capacity of yeast compared with glassy ADYs but,
did not anneal it. Accordingly, survival for a few months was
observed at intermediary RH value (between 33 and 75%) in
temperad conditions (25 *C)(Fig. 3), whereas ADYs survived
a few minutes at a very elevated temperature (Fig 5). These
results showed that the supercooled state was compatible with
veast survival at significant time scales whereas the intemal

Table2 Dvales determined at 30 °C, 75 *C, and 100 *C from data pertaining to the viability of samples 5 50 (aw, 0.12), 8533 (aw, 0L33), S0 aw,

0.43), and 5 5 {aw, 0. 75) afier heat treatments
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Treatment at 50°C Treatment at 75 *C Treatment at 100 *C
Sample aw Dhaec(5) Diso=c (min) Ihsec(s) s = (min) Dhao e (5) oo~ (min)
Son 0.12 Maxaeviva 0 Fo e Maxgwva Maxawva Bo4 149
Som 033 | MaXaewa M pvinan Max gewwa Max qewwa
Soa 0.43 Maxgeviva M gevina
Sors 0.75 Maxusiva Max asvisa
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In agreement with the published data (Lodato et al. 1999,

. . Schebor et al. 2000}, our results showed an increase in the
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Fig. 8 Superposition of the glass transition curve of ADYs on the
trehalose glass transition curve. The T, midpoint mean values of the
ADYs at different RH valwes were projected onin the phase ransition
diagram. The glass transition curve of rehalose represen ed by the dotied
red curve was roconstructed based on the combination of data extracted
from (Chen et al 2000) and {Cardomna et al 1997)

state of yeast was not vitrified. In such conditions where the
intemal state of veast was not vitrified, the survival was re-
markable since contact with air during experiments could pro-
mote oxidative damages.

Few studies have investigated the stability of microorgan-
isms at intermediary RH value, at which the cells exhibit no
growth and no significant metabolic activity. In such interme-
diary hwdric conditions (from 30 to 70%). their dominant
structural state is the supercooled one when the temperature
is above 25 *C. In most studies, intermediary RH vales are
considered as being highly lethal for microorganisms. For
example, the smdy of freese-dried Lactebacillus salfvarius
in skimmed milk showed the total destruction of the popula-
tion (9 log destruction of cells) after 12 days of storage at 59%
RH and ambient temperature (Castro et al. 1995). In another
study, the survival of the pathogen Listeria monocyiogenes
was examined at various RH values and an intermediary RH
(68%) was identified as the most lethal for cells (Foz et al
2016), with a loss of 3.2 log after 180 min of treatment.
However, in these studies, no trehalose or any other sugar
accumulated in the cytoplasm. In fact, L. monociogenes
was studied in PBS and the freeze-drving medmm used for
L. safivarius was composed of lactose, a reducing disaccha-
ride, used as an extracellular lvoprotectant agent. The accu-
mulation of disaccharide in Escherichia coli, a drying-
sensitive bactermm, was increased its survival to different
drying methods by 10,00 0-fold compared to awild-type strain
(Billiet al. 2000). Thus, the swvival of ADYs at intermediary
RH revealed by our study probably relies on the rich intracel-
lular trehalose content of cells. With such trehalose con-
tent, the cell components are immersed in a highly vis-
cous hydrated medmm under a supercooled state that
may explain the relative stability of cell components
and the survival at intermediary RH.

) Springer

thermal resistance of ADYs with desiccation and revealed that
tempotary exposure to heat treatment at 75 °C and 33% RH in
the supercooled state was not lethal to cells, whereas this tem-
perature was lethal to veast in fully hydrated conditions (Fig.
&). Laroche et al. (20035) observed an optimal thermal resis-
tance of 8. cerevisiae at an o, between 03 and 0.5 compared
with high e, whereas a low thermal resistance was observed
at an a, of 0.1. MNevertheless, the heat treatment was per-
formed at 150 “C on unsealed yeast samples. In such condi-
tions, veast powder may have been subjected to alteration,
which was in contrast with the present study, where the max-
imal heating temperature of 100 °C was applied to sealed
veast samples. Moreover, Laroche and collaborators used
yeasts cultivated in the laboratory, probably using a lower
amount of trehalose. A decrease in the thermal resistance of
freeze-dried Lactobacillus paracasel subsp. paracasel bacte-
ria in a lactose matrix was also observed upon wetting to
intermediate humidity (Higl et al. 2007). It has been shown
that a significant amount of trehalose protects cells against
themal disturbance (Hottiger et al. 198%; Van Dijck et al.
1995). The presence of a trehalose extrcellular matrix (glassy
or supercooled ) afforded improved resistance of freeze-dried
& cerevisiae to a 100-min heat treatment at 70 °C, comparad
with other extracellular matrix compositions (Lodato et al
1999). The fermentative activity of instant active dry veast
(with an accumulation of approximately 20% trehalose) de-
creased only by 0.8% in the supercooled state after heat treat-
ment at 70 *C (Schebor et al. 2000). Therefore, the thermal
resistance observed in the supercooled state is probably relat-
ed to the presence of a high concentration of intracelholar
trehalose, which may increase the protection of macromole-
cules and cellular structures. Thermal disturbances induce
mostly protein demnaturation and aggregation (Lepock et al.
1993), as well as a loss of membrane integrity (Gershfeld
and Murayama 1988; Bischof et al. 1995), leading to cell
death. The thermal resistance of microorganisms depends on
their level of hydration and the associated molecular mobility
(Laroche et al. 2005). It has been shown that trehalose stabi-
lizes proteins and membranes through the formation of hydro-
gen bonds (Crowe et al. 1984). Hence, the presence of treha-
lose molecules may reduce or even neutralize the effects of
thermal perturbations. Furthermore, it has been shown that
crowding caused by a high sugar concentration allows the
preservation of protein folding under thermal treatment
(Oshima and Kinoshita 201 3; Shil et al. 2018).

In addition, the viscosity linked to the high concentration of
trehalose allowed the stabilization of enzymes, such as plasma
membrane H+ ATPase, by inhibiting protein unfolding
(Sampedre and Uribe 2004} Viscosity is increased by the
intermolecular interactions of sugar/sugar and sugar/'water.
However, the increase of the viscosity depends on the
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structural characteristics of the sugar. For example, water mol-
ecules diffuse twice less quickly in a concentrated tre-
halose solution than they do in a sucrose solution
(Conrad and De Pablo 1999; Ekdawi-Sever et al.
2003). This effect is linked to the ability of trehalose
to interact with molecules other than sugars because of
the absence of intramolecular hydrogen bonds. In the
hydrated state, the high density of macromolecules and
transient protein aggregation leads to the molecular
crowding of the system, which is correlated with low
diffusion { Mawrocki et al. 2017). It has been shown that
the high crowding, caused by the accumulation of in-
trinsically disordered proteins, allows the stabilization of
tardigrades (Hengherr et al. 2009: Boothby et al. 2017).
Moreover, the dehydration of yeast cells leads to a vol-
ume decrease of about 50% (Dupont et al. 2010), which
increases the inteacellular confinement of molecules.
Therefore, the stability of veast in the supercooled state
could be attributed to both the high concentration of
trehalose, the internal viscosity and the association be-
tween molecular confinement and significant crowding,

This work was based on the study of the consequences of
thermal and/or hywdric devitrification, on the viability of veasts
via a shott or long excursion into the supercooled zone. Our
objective was to study the stability of ADY's near the limits of
the glass transition. ADYs are products that are elaborated
according to industrial know-how. This dehydrated matnx is
asystem that is ultra-concentrated in proteins and sugars (tre-
halose). After production in the dried form (a,, 0.12), ADY
can be subjected to hydric and thermal fluctuations.
Moreover, in most geographical areas of the world, environ-
mental conditions would place veasts above the T, in the
supercooled state.

The results of this study revealed that the transition to the
supercooled state is not lethal for veasts. The trehalose that is
present in the supercooled state would allow the persistence of
viability at intermediate hydmtion levels, as well as themnal
resistance in veasts. The role of trehalose in the formation of
the glassy state during dehyvdration is well described in the
literature. However, our study highlighted the fact that treha-
lose may also have advantages regarding the stability of cells
in the supercooled state by allowing the persistence of veasts
and in industrial applications where humidity and tempermtire
are not stable. The supercooled state is compatible with
storage of veasts over a time scale of a few weeks to a
few months. It can be reached after moderate dehydra-
tion at ambient temperature contrary to vitrification that
requires drastic drying. This discovery could help to
develop innovative preservation strategies with reduced
energy costs and short time process. In future works, it
would be interesting to study the contribution of both
trehalose and different intracellular compounds to the
formation of the supercooled state in a crowded context.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The resilience of bacterial and fungal spores 1o commaon decontamination methods is a major concern in several
UHI fields inchading food industry. In contaminated products, those latent forms can lead 10 a delayed microbial

Blue light development with potential hapardous health effects. This study investigates the efficiency of an ultra-high
M] P irmdiance (UHI) LED device to induce inactivation of spores Bocillies ceres, Socchoromyces cerevisioe and Peni-
P cillitzm spp. Suspensions of bacterial and fungal vegetative cells and spores were expased 1o UHI 385 and 405 nm
it s light for periods up 1o 30 min. The 385-nm wavelength showed a higher potential than 405 nm with a reduction

of & cerevisize spores of 4.2- and 0.8- bog,;, CFU/ml after 30 min, respectively. Similar resalts were observed on
B. cerens endospores with a 4.2 bogyn CPU/ml reduction after 30 min at 385 nm. As expected, doe to the
documented resistance of spares, the doses required inactivating vegetative cells of B cereus and 8. cerevisios
were significantly lower with a 4.5-logys CFU/ml reduction achieved after 2 and 15 min at 385 nm, respectively.
After a 15-min treatment, spore popuakation of the fAlamentous fungi P digitmhom and P exponsien were reduced
by 4 and 1.5 bogig (FU/ml respectively. The application potential of UHI 385.0m has been assessed in a
challenge test on infected mandarins. After & days, a reduction of mycelial and sporulation aress of 72% and
85%, respectively, has been observed on treated fruits. Great promises go along with UHI 405 and 385 nm Light
treatment for applications in fields where microbial resistance is 3 hordle.

treatment or UV radiation have shown some limitations to inactivate
bacterial endospores (Cortesao er al, 2019). Fungal spores, including
yeast spores, have also proved to be more resistant than vegetative forms
to different factors of stress such as acid stress or heat treatment

1. Introduction

In response to the depletion of nuirlents in their environment, some
genera of bacteria and fungl have developed specialized cells called

spores (Pacheco er al., 2022; Tehr er al, 2018). Spores represent
dormant forms of microorganisms with a slowed down metabolism and
are characterized by structural changes such as the development of
external membeanes, modification of cell wall compositdon, and genetic
modifications {(Cho & Chung, 2020, Rozall et al., 2017). The concern
with bacterial and fungal spores in fond industry has been highlighted
by several outbreaks such as infections due to Bocillus cereis spores
(Saleh-Lakha et al., 2017) ar Penicilliion on foods (Probst er al., 2007).
Concerning fungl, food contamination involves also yeasts such as
Saccharomyces specles (Sulker et al., 2021). Contamination via resilient
spores can oocur on contaminated surfaces or the handling of raw ma-
terial (Chaves et al, 2017). The specific structure of spores and their
mechanism of repair confers them extreme resistance to chemical and
biological disinfectants and are thus excellent vehicles of microbial
propagaton (Dijksterhuis, 2019) Physical methods such as heat

* Corresponding author.
E-mail addrees: sebastien. dupant@u-bourgogne fr (8. Dupont).

hatps//dod.org/10. 10165 foodeont. 2022 1 09568

{Colucelo et al., 2008 Rachon et al., 2021

Desplte a low penetration factor in lguid systems, UV light irradia-
ton has demonstrated some sporicidal effect and lts potental in water
and surfaces disinfection (Collivignarelll et al., 2021). Although s
application has been suggested to be extended to various foods, such
treatments face several drawbacks: consumers’ mistrust towards pro-
cesses inducing modificaton of genome or not environmentally friendly;
the unsuitability of reatments to fresh products, leading to a potential
modification of organoleptic propertes (Lv et al., 2021). Several studies
have shown that lght treatment is efficlent to destroy endospores with
the use of exogenous photosensitizer, which Is, however, a hurdle 1o
applications in feod industry (Lee er al., 2020). Antimicrobial blue light
(aBL) treatment iz derived from antimicroblal photodynamic therapy
(PDT), which is traditiomally nsed to treat local bacterial and fungal
Infections (Sousa et al, 2019). In comparison to PDT, blue light
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Inactivates bacteria without the involvement of exogenous photosensi-
tdzer (Hapacka-Zdonceyvk et al, 2019) At 405 nm, blue Hght inactvation
15 assoclated with the photoexcitation of endogenous photosensitzers,
mastly porphyrins, and the subsequent generatlon of cytotoxde ROS such
as singler oxygen, which induce damages o surrounding biomolecules
and genetle material (Yoshino & Yoshida, 2018). The presence of cop-
rophyrin with Soret bands in the 400420 nm regions of the visible
spectrum has been reported in several bacteria, including Bocillus spe-
cles and fungl (Plavskil et al., 201 8). As suggested by Denls et al. (2013),
the mechanisms of blue light spore and vegetative cells inactivaton are
probably fadrly similar. Moreover, the presence of an absorption peak of
408-420 nm in Bacillus thurigiensis spores correlates with the Soret band.
Both mechanisms are thought o be oxygen-dependent.

In fiood industry, the destruction of spores is generally achieved with
a sterilization process which consists in the use of an ulira-high tem-
perature treatment for a short period of time. In addition to & potential
resistance of spores to Inappropriate sterilizations, this process is not
sultable for any food product. An increasing interest has aroused in the
use of aBL to preserve food products (Ghate et al., 2019). Blue lght has
already been shown to prevent germinaton of spores of fungal con-

taminants of frudts (Lafuente et al., 2018) However, most studies pub-
lished so far use low power-treatments for long perlods of dme. A study
by Maclean et al. (2013) has shown the sporicidal effect of a

high-irradiance (40 mW cm ) 405-nm light weatment on B. cereus en-
dospores, without the use of exogenous PS. This treatment reduced
endospore colony-forming units by up to 4-logio with an overall energy
of 1.73 kJ em = In a similar way to sterilization, we developed in our
laboratory an ultra-high irradiance (UHI) LED-based device (Lang et al_,
202) which is able to distribure blue-lght at 250 mW cm = on samples,

Supplementary advantages of the LED technology include the spec-
Ificity of the wavelength used and the high irradiance it can reach in a
cost-effective way. This device has been shown to inactivate vegetative
forms with an emitting Hght at 405 nm of yeasts 5. cerevisioe after short
treatments (less than 10 min) (Lang et al., 2022), 8 dme of treatment
that is similar to the tme of exogenous PS-based treatrments previously
reported (Ghate et al, 2019) In the blue light wavelength range, other
wavelengths than 405 nm can also exhibit a lethal effect on microor-
ganisms. Several reports show that wavelength around 385-3%0 nm
showed a greater efficacy in correlation with a higher proportion of DNA
damages in eukaryotle cells (Almelda et al., 2015 Lawrence er al,
2018).

In the present work, we investigated the efficacy of UHI blue light
treatment (385 nm and 405 nm) against vegetative forms and reslstant
counterparts (spores) of B cerews, 5 cerewisice as well as the molds
P. digitatum and P. expansum. Fresh cltrus frudts are excessively treated o
avidd contamination by fungl and limir the economic loss. Fresh frults
can suffer damages during several stages before distribution and be
easily infected. P. digitarum is a known contaminant of fresh citrus frults,
Including mandarins (Khan et al., 2021} The UHI blue light treatments
were applied in a challenge test against spores of this microorganism on
organic mandaring 1o evaluate the possibility of using this process on
fresh fruits.

2. Materials and methods
21, Chemical and reagents

All reagents and media were supplied by Sigma- Aldrich. Luria-
Bertand (LB) agar, Yeast Extract Potato Dextroze (YEPD) agar and Po-
tato Dextrose Agar (PDA) (Sigma Aldrich; Merck KGaA) were used for
the growth of B cerews, 5. cerevisioe and Pendcillium spp., respectively.

All chemicals had a chemical grade =97%. Modified G medium
consisted in 0.2% yeast extract, CaClzy (0.17 mM]), KxHPOy (287 mM);
Mg&0y (0.81 mM), MnS0, (0.24 mM) ZnCly (17 pM), CuSOy4 (20 uM),
FeCly (1.8 pM), (NHy)80y (15.5 mM), as described previously by
Hornstra et al. (2006)
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22 Microgrganisms

The Gram-positive bacteria B. cereus ATOC 14579 was supplied by
ATCC (Virginia, USA), the diplold yeast 5. cerevisice BY4743 by Euro-
scarf (Frankfurt, Germany) and the filamentous fungus P. diginenm DSM
2739 was provided by DSMEZ culture collection (Leibniz Instiute, Ger-
many). P. expansum was a gift from the laboratory of Prof. Elke Arendt at
University College Cork (Ireland).

2.3, Blue light UHI device

The LED array-based prototype (MLX, Mext Lighting eXperience, La
Chapelle-Vendomolse, France) used in the smdy has been described
previously by Lang et al. (2022). It was used at a maximal irradiance
(Pmax = 250 mW.cm-*) at two visible wavelengths (385 nm or 405 nm)
for 0-30 min. These two wavelengths are considered as the most effec-
tve chosen due to their efficlency to Inactivate microorganiems at low
Irradiance (Hessling et al., 2017} Irradiance (mW.em ™ %) was measured
with a PG200N spectrometer (UPRTEK Ewrope ® | DL Technology
GmbH, Germany).

24 Infecrion of wounded frudis

Organic mandaring were purchased from local store. Frult surface
was dizinfected in 10% HaOz for 10 min followed by two washing steps
In sterile distilled water for 10 min and left for drying under lamina flow
for 20 min. A 2-mm deep x 4-mm diameter incislon was made with a
scalpel berween the pedice]l and the side of the frult as described pre-
vipusly (Yamaga et al., 2015). A 10 pL of P. diginnum spore suspension
(107 conidia/mL) was then inoculated into the wound. Controls con-
sisted in wounded frults inoculated with water only.

25 Spore preparation

Stock solutions of B, cereus, 5 cerevisipe and P digimmm and
P expansum were sireaked upon LB agar, YPD agar and PDA, respec-
tvely and incubated at 30 °C. B. cereus and 8. cerevisioe were cultured for
24 h and 48 h, respectively. Growth of fungal mycelium was monltored
over 7 days in dark and in sealed Petrd dish.

A preculture of B cerews consisted in the resuspension of a single
colony In LB broth in the same conditions as described above, under
continuons shaking. Following preculiure, an aliquaot was resuspended
in fresh LB broth for & culure phase, starting at an Optical Density at
&00 nm (ODga,) of 0,05, The strain was culiured untl] the statonary
phasze was reached after an 18 h-incubation period and used at a con-
centration of 1 = 107 CFU/mL.

Ome milliliter of the culiure solution of B. cereus was culiured for 4
days at 30 “C in The medium was buffered at pH = 7.2, After 48 h of
Incubation, spores and vegetative cells were centrifuged (7000 g/10
min], washed twice in PBS followed by a final washing in cold sterile
distilled water, and kept overnight at 4 *C. Washing with cold water and
storage at 4 “C were repeated for 2 days. A heat reatment (70 “C/10
min) was applied to inactivate remaining vegetative cells. Following a
final washing with cold water, spores (107 spores/mL) were stored at
4 *C untll their use in lght weatment. A Schaeffer and Fulton stalning
(Schaeffer & Fulton, 19335) was performed in order to determine the
spore concentraton.

Fresh colonbes of 5. cerevisiae BY 4743 were harvested from YPD agar
and sub-cultured in fresh YPD broth for 48 h. Following incubation, cells
were either culured for 24 h in fresh YPD (solution of vegetative cells,
working concentration 1 » 10° CFU/mL) or washed twice in PBS and
transferred to 1% (w/v) potassium acetate (KAc) (ODgy = 0.05) and
culiured for 7 days at 25 “C under agitation to produce spores (Gerke
et al., 2006). Cells were then washed in cold distilled water, heat treated
(80 A0 min to inactivate remaining vegetative cells. Spores in forms
of tetrad were observed under microscope (Zelss Primo  Star,
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magnification = 400) (=95% of whole population) and stored at 4 “C in
sterile distilled water (SDW) at a concentration of 107 spores/mL.

After a 7-day incubation period, P digianem and P expansum
mycelium was washed with cold distilled water and filtered through 40
pM cell strainer (Nunc), in order to collect fungal spores. Spores were
stored in distilled warer ar 4 °C at a concentration of 10 spores,/mL until
further use.

2.6, Blue light reamment of spore solurions

Microbial solution (2 mL, 10° or 107 spores/ml, as specified above)
was poured Into the wells of a 12-well dish (Nunc) and submitted to UHI
treatment at a distance of 20 cm below the LED system as described
previously (Lang er al, 202Z). Briefly, The LED array was positioned
directly above the central sample wells of the plate and cooling fans
were used to dissipate heat. Temperamre was controlled with fans
during the whole weatment to be maintalned below 40 “C. Followling
treatment, microblal solution was serlally diluted and microblal loads
(in 10 pL drops) of B. cereus, 5. cerevisize, P. digitamnm and P. expansum
were determined after 24 h, 48 h and 72 h of incubation, respectively at
temperatures indicated above. Development of mycelium was also
monitored with microscopy observations (Zelss Primo Star, magnifica-
tion «400). Concentration was corrected by measuring the remalning
volume of liguid due to evaporation during rreatment. Control (in dark)
consisted In Petrl dish covered with aluminum foll and submitted to a
30-min treatment.

2.7 Trearmenr of infecred fruis

The efficacy of a blue light reatment to limit the development of
fungus in a challenge test was performed on wounded fruits and moni-
tored as described previously (Yamaga er al., 2015 Two treatment
parameters with no apparent damages on the frults, determined be-
forehand, were assessed: [llumination at 355 nm at 250 mW cm~ for 10
min or 125 mW em 2 for 20 min and Incubated at 25 °C in the dark. The
distance berween samples and LED was maintalned at 20 cm durdng all
experiments. The surface ternperature of the frults was monltored after
treatment with a thermal imaging camera (Xintal Instrument, China) in
order 1o avold heat-induced damage on the spores. The diameters of the
sporulation area, mycellal area and sporulation area, as described by

Soft rot area

Sporulation area

Mycelial area

Fig. 1. Representation of the different areas of fungal development on infec-
ted mandarins.
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Yamaga et al. (2015), were measured at day 3 and day 6 after treatment
(Flg. 1) Three fruits were used for each treatment.

2.8, Staristicel analysis

All data presented In the flgures are expressed as the mean + -
standard error. Statistical analysls was performed via Tukey's range test
to discriminate between means with XLSTAT ® for Excel ® statistical
software (Addinsoft ®, Paris, v. 2016).

3. Resulis

3.1. Antmicrobial activity of UHI blee Hghe egains vegeranive forms of B.
cereny and 5. cerevisiae

Efficlency of UHI treatments was fArstly assessed on vegetative cells
suspended in Hquid medium. Solutions of vegetative cells of B. ceras
and 5. cerevisioe were lreadiaved with an ultra-high lrradlance (250 mw
em 2} blue light (385 and 405 nm) up to 15 min and the viabiliry was
determined after plating on growth medium. Inactivation rates of 1.8 log
and over 4.5 log (limit of detection) were observed on 5. cerevisiae after
15 min of treatment at 405 nm and 385 nm, respectively (Flg. 2.
B. cerens showed a higher sensitivity than 5. cerevisiae, with an inhibitlon
below the limit of detection within 5 min for the two wawvelengths. For
baoith specles, a treatment with the 385 nm wavelength appeared maore
efficient to Inactivate growth than with 405 nm.

32 Antmicrobial actvity of high irredicnce blue lght againsr spores

The efficlency of UHI treatments was tested on bacterial and fungal
spores suspended in lguid medium. At 405 nm, after a 15-min treat-
ment, a reduction of 0.4 and 0.2 logye CFU/ml was observed In popu-
lation of B. cereus and 8. cerevisioe spores, respectively (Flg. 3) A 30-min
rreatment lead to a 1.2 log inactlvation of B. cereus spores for an overall
energy of 450 1.em-*. A similar wreamment induced a 0.8-log inactivation
of 5. cerevisioe spores. The wreatment with the 385 nm-wavelength was
muore efficient against both species, with a reduction of 4.3 and 4.2 logig
CFUy/ml of spores of 5. cerevisioe and B. cerens, respectively, after 30 min.

Spores of flamentous fungl were also submimed to a UHI lght
wreatment (Fig. 4). After a 15-min treatment, inactivatdon rates of 3.9
and 4.1 log, CFU/ml at 405 and 385 nm,, respectively were observed for
spores of P. digitanm. Spores of P. expansum were also affected by the
blue light trearment to & lesser extent since a reductbon of only 1.3 and
1.8 logyn CFU/ml was achleved after a 15 min-treatment at 405 and 385
nm. Penicilliom spores were less resistant than yeasts and bacteria
counterparts, regardless of the wavelength (Fig. 4L As observed for
B. cereus and 5. cerevisige, the wavelength 385 nm was more effectlve
than 405 nm to inactivate the fungal spores. However, this difference of
efficiency was less pronounced for the filamentous fungi.

The ability of viable conidia of P. digiremum to germinate in fresh
medium following the treatments was monitored under microscope
(Flg. 5). The number of living/germinating conidia, and subsequently
the amount of mycellum, was strongly reduced by the light treatment at
the rwo wavelengths. Moreover, the length of mycellum produced by the
living conidia after 72 h of growth In fresh medium was strongly reduced
as the treatment progressed, which suggests a delayed germimation
(comparison of Flg. 5C and [, or Flg. 5F and G) in additdon to the lethal
effect of the reatment.

3.3, Effect of hiue LED irradiegrion on fruir decay and mycefiol groweh

Efficlency of UH] treatments on the limitation of blue mold symptom
development was assessed by treating mandarin fruirs contaminaved by
P. digitanam. Frults were treated with UHL 385 nm light with irradiances
berween 125 mW.em-* and 250 mW.cm-*. These parameters have been
chosen to maintain the fruit integrity, without apparent damages after
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Fig. 2. Inasctivation of 5 cerevisiee (left) and B. cereus {right) following UHI treatment (250 mw.cm-z:l at 385 nm (dark bloe) and 405 nm (light bue). Inactivation
was determined as the ability to grow on metrient-rich media compared to an untreated microbial solution. Dashed line indicates the imit of detection set at 4.5 log.
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Fig. 4. Inasctivation of spores of P. digitatum (&t} and P. expensien (right) following UHI treatment (250 rnW.-':rna} at 385 nm (dark blue) and 405 nm (light blue).
Inasctivation was determined as the ability to grow on nutrient-rich media compared to an untreated spore solution.

treatment. Fungal growth was observed over a 6-day perlod after inoe-
ulation and blue LED irradiation (Fig. 6). The dlameters of three fungal
areas (soft rot, mycelium and sporulation) were slgnificantly (t < 0.05)
redwrced afier a blue light treatment ar 385 nm (Flg. 64). However, after
3 days, no significant differences were observed between the two
treatments. Compared to the dark treatment (control), the reduction of
the sporulation area ar day & with the treatment at 125 mW.em- and
250 mW.cm-* were 55% and 85%, respectively (Fiz. 6B). At a similar
energy dose, a shorter treatment (10 min) was significantly more effi-
clent to reduce the area of sporulation and soft rot after & days of In-
cubatlon. After the treatreent at a lower readiance (125 mW.cm-?), the

incldence of fungal growth on each area Increased berween day 3 and 6.
For the sporulaton area, the Incidence Increased from 27% ar day
3-45% at day 6 (Flg. 6B

4, Discussion

In this smady, 8 UHI-LED blue lght treatment (250 mW cm =)
induced up to 4.5 logip CFU/ml inactivatlon in vegetative cells and
spores of bacteria and fungl within a 30-min treatment. The activity of
blue light (especially —405 nm) has galned a great interest and has been
extensively repormted against various microorganisms, including 5.
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Fig. 5. Observation of germination ability of P. digitatum spores in growth medium. Up: under microscope 24 h after treatment: cantrol (A); 405 nm-treatment for 5
(B), 10 (C) and 15 min (D); 385 nm-treatment for 5 (E), 10 (F) and 15 min (G); insert top left comer: in fresh medium after 72 h of incubation in 12.well dish.

cerevisige or B. cereus (Hessllog et al, 2017; Hoenes et al., 2018). With an
irradiance level of 40 mW em ™2 for 2 h, Murdoch et al. (2013) have
reported a 5-log inhibltlon of S. cerevisiae cells; which corresponds to an
energy dose/reduction log of 58 J em~Zlog ). With the UHI device of
the present study, an energy dose of 58 J cm * was achieved In —4 min
only leading to an Inactivation 0.3 log;o CFU/ml (Fig. 2). However, the
longer the treatment s applled, the shorter the energy dose/reduction
log gets. After 15 min, the energy dose/reduction log was 125 J em 2,
Iog".]hed!ﬂmofe[ﬂdmcymaymglmgmdlﬁemmmdnnhm
of Inactivation between short and long light-based treatments. The
higher dose required to Inactivate S. cerevisioe In our study could also be
explained by the difference of Initial cell concentration. A different
turbidity and potential aggregates of cells in the suspension may reduce
light penetration and less exposure to the microorganisms (Kumar eral |
2015). A population of B. cereus Irradlated at 21 mW cem 2 with a
405—nmllghtl£Dfot4hmsmducedbyz.Slog(Soanm'z)(Kumar
et al, 2015). The corresponding average dose/log-level of 158.6 J em 2,
log ™! Is much higher than the energy dose of 30 J em *log ™" (¥ig 1).
However, several specific features of the experimentations, such as the
distance between LED and sample or the difference of treatment time,
could explain the differences In energy dose. Moreover, In a previous
study, we have shown that, for the same energy, stronger irradiances can
Induce higher inactivation levels (Lang et al,, 2022).

The UHI LED treatments applied in our study Induced inactivation
rates of several log In both bacterial and fungal spore population. As
reported before for B. cereus and C. difficile and for other inactivation
processes, the amount of light energy to kill endospores is generally
much higher than the energy needed to kill vegetative form (Cho &
Chung, 2020; Hessling et al., 2017; Maclean et al., 2014). At 405 nm,
B. cereus spore population was reduced at an energy dose/log reduction
of 360 J cm’z.log". In a previous study, B. cereus spores have been
reduced after a 12 h blue-light treatment at 40 mW cm ™2 at an energy

dose/log reduction of 480.6 J em2log ! (MacLean et al.. 2013). To the
best of our knowledge, despite many studies on vegetative forms (Cle-
plik et al, 2014; Murdoch er al, 2013), the use of aBL against
S. cerevisiae spores has not been reported. The higher resistance of yeast
spores in comparison to vegetative yeasts (Figs. 2 and 3) observed in our
study shows that spore Is a resistant form agalnst blue light, as reported
against other physical treatments (Rachon et a1, 2021). Concerning
spores of fllamentous fungl an energy dose of 150 J.em-* was achleved
within 10 min on spores of P. digirarum (Fig. 4). A similar inactivation
has been obtained on A. niger conidia using a much lower irradiation (63
mW em ) but requires long time treatments leading to a higher energy
dose (1.3 kJ em~2) (Murdoch et al., 2013).

B. cerews spores showed less sensitivity to blue light treatments than
the spores of Penicillium. Differences of sensitivity between Penicilliim
specles to a blue light treatment have been observed previously
(Lafuente & Alferez, 2015). Bacterial spores are generally observed as
more resistant than fungal spores to many sporicidal treatments (Eissa
et al, 2014). Yet, when submitted to a UV treatment, the inactivation
levels between B. thurigiensis and Aspergillus firmigarus are comparable
(Nakpan et al, 2019). This is explained by the fact that UV Irradiation
(especially UV-C) can directly damage DNA Inside the core of the spore
and inhibit the cell germination (Taylor er al., 2020). Among the
numerous endogenous photosensitizers Identified In vegetative cells,
Intracellular porphyrins, excited around 405 nm, are the main targets of
blue lght (Bohm et al., 2020). However, the presence of porphyrins
Inside the spore forms of fungl or bacteria seems unclear, emphasized by
the poor efficlency of blue light treatment without the use of exogenous
porphyrins Compared to vegetative forms, a possible lower content in
porphyrins and In heme proteins could be invelved in the higher resil-
lence of spores to blue light inactivation (Liu et al.. 2004). In B. subulis
spores, DNA appears to be the main target of blue light Inactivation since
resistance was only attributed to DNA repalr mechanisms, such as SASP
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Fig. 6. Effect of 385 nm treatment on fungal aress cansed by P. digitanem on
mandarins. A) Diameter of the different fungal areas on mandarins: grey:
control; dark blue: 125 mW cm ™ far 20 min; lght blue: 250 mW cm ™ for 10
min; B) Incidence (%) of fungal growth compared to unireated froits. dark bloe:
125 mW cm ™ for 20 min; light blue: 250 mW cn™ for 10 min. The different
letters indicate significant differences between control (dark) samples and
illuminabed samples (Tukey's multiple ange test, p < (L05).

or DMA repalr protein (Doulal et al., 2018). Contrary to commonly used
low-power reamments, we hypotheslzed that the use of high power
visible light may lead to the destruction by oxidative burst of cell walls
and cytoplasmic membranes (Grangeteau et al., 2018).

Compared to 405 nm, higher inactivation rates have been observed
at 385 nm, regardless of the microblal genus, and physlological state
[vegetative cells or spores). The antimberoblal potential of the wave-
length 385 nm has not been extensively studled. However, the existing
data Indicate that wavelengths around 385 nm are usually more efficbent
than 405 nm to Inactivate Gram-positive and Gram-negative bacteria, as
shown against E. coli vegetative cells {Mallk et al, 2017). The proximlty
of wavelength 385 to UV-A and a higher generation of ROS could be
Invaolved in this higher activity. For example, while this mechanism has
been largely attributed to UV-B, Lawrence et al. (2018) hawve shown that
eyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) can be generated in skin cells
after light treamment at 385 and 405 nm, with a higher proportbon after
the 385-nm treatment. A fortlord, the treatment used here may lead o
the degradation of nuclele aclds (Almelda et al |, 2015; Lawrence et al
2022). Further investigation will be necessary to determine the pam of
this degradation with the UHI device.

Compared to 405 nm, higher inactivation rates have been observed
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at 385 nm, regardless of the microblal genus, and physiological state
(vegetative cells or spores). The antimicroblal potential of the wave-
length 385 nm has not been extensively studied. However, the existing
data Indicate that wavelengths around 385 nm are usually moee efficlent
than 405 nm to inactivate Gram-positive and Gram-negative bacteria, as
shown against E coll vegetative cells (Lul et al_, 2016). The proximity of
wavelength 385 o UV-A and a higher generation of ROS could be
involved in this higher activity. For example, while this mechaniem has
been largely attributed o UV-B, Lawrence et al. (2018) have shown that
cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) can be generated In skin cells
after light treatment at 385 and 405 nm, with a higher proportion after
the 385-nm weatment. A fortbord, the reatment used here may lead to
the degradaton of nucleie aclds (Almelda et al., 2015). Further Inves-
tgation will be necessary to determine the part of this degradation with
the UHI device. content of intracellular porphiyring has also been linked
tw the senslivity to inactlvation of fungal specles. A
concentration-dependent  inhibitlon  of spore  germination by
delta-aminolevulinle acld (& precursor of porphyrins) was observed
when spores of Bomyrs cinerea were expoded o 405-nm  light.
Free-porphyring has been detected In the growth medium of A niger
spores while a spectroscople analysis of A ndger spores revealed no
detectable porphyrin excitation peaks. In fungl, the photoreceptors (e.g.,
cryptochromes) are involved in lght signaling bur their role in UV
resistance In Aspergillis fimigans has been pointed our (Fuller er al.,
201 3). One of the most common fungal Hght responses 1s the expresslon
of plgments, which may be protective by scavenging UV-generated ROS
(Fuller et al., 2015). As observed in bacterial spores, genes Involved in
porphyring blosynthesis are lght-induced In numerous fungal species.
Concentration-dependent  Inhibitlon of spore  germination by
delta-aminolevulinle acld and accumulation of singlet oxygen in the
spores was observed when the spores were exposed to 405-nm light.
These results suggest that the excitation of endogenous porphyrins and
subsequent accumulation of singlet oxygen could partially explain the
405-nm Hght-mediated photolnactivatbon of B. cinerea.

To llustrate potential applicadons of high-irradiance blue Hght
rreatments on fresh frults, a high-lrradiance blue-light irradiation at 385
nm inhibited P. digitarem growth on mandaring. The antlfungal effect of
UV and blue light lrradiation, including on P digitenem, has been
reviewed on clirus frults (Kahramanodlu et al., 20200 As observed in
our study, short-term Irradiations of mandarins reduced fungal growrth
symptoms on the frults without apparent damages when optimum
dosage (lrradlance, distance, duration) was adjusted. However, a sig-
nificant reduction was only observed after 6 days of Incubation. It would
be interesting to smdy the effect on a larger proportion of frult samples
to obtain a dally follow-up. Yamaga et al. [2015) have reported a
reduction of P. irelicem growth area after blue light treatment (photon
fluency, 80 pmol m5~') of satsuma mandarins. Although time of
rreatment was not specifically mentioned, the work of Yamaga and
colleagues was based on a previous study, In which frults were irradiated
for up to 24 h (Liao et al., 20135). The overall fluency recelved by the
samples i consistent with the irradiance dispatched in our study over a
G-day perod, the authors observed a delay In fungal growth on treated
fruits compared to frults malntained in the dark. The rate of symptom
development of lemon frults inoculated with P. diginnmum has been re-
ported to increase faster during Incubaton (Costa et al., 20190 The
fungal reduction observed on mandarins is Hkely to be correlated to a
direct effect of blue lght on fungal spores. Other mechanisms related to
the response of the frult to low-irradiance light, such as the accumula-
ton of secondary metabolites, have also been repored to induce resis-
tance to decay (Lafuente & Alferez, 2015). Besides light irradiance, the
response to the pathogen depends on the frult characteristies, the varety
and the method of treatment. The light treatment applied in our stody
was directed to the surface of the product, which s the main reservoir of
fungal contaminants. However, other frults can be contaminated by
fungl that grow deeper than the surface. For these contaminations, the
penetration depth of lght, so called skin-effect, 1s a major factor of the
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efficlency of a light treatment. This effect depends on the type of fruit
used and the wavelength of the light treatment (Lammertyn er al,
2000). Moreover, the positlon of the light source and the background
used for the experiment may affect the rasmimtance propertles and the
diffusion of Hght within the frode (Qlan et al., 2016).

Blue light appears as one the most promising alternatives to agro-
chemicals to reduce molds on frults, especially with short high breadi-
ance reatments. A promising stravegy to avold leradiatbon-induced
damages would then consist in the combination of different measures,

such as the use of food-grade photosensitlzer (Mukubesa er al., 2022 Yu
et al., 2022).

5. Conelusion

Due to thelr resistance to numerous decontamination processes,
bacterlal and fungal spores are a major concern in food Industry. Blue
light treatments show a great potential to inactivate these spores and
coutld be an alternative to thermal and chemical rreatments. Specifically,
UHI light treatments with wavelengths near UV-A (especially 385 nm)
Induced a rate of Inactivation over 4 logio CFU/ml on resistant forms of
B. cereus, 8. cerevisiae and Penicilliion spp., within & maximum irradiance
perdod of 30 min. This novel technology could be used as an effective
eco-frlendly sanitization process In food processing plant. The adjust-
ment of the processing time and irradiance also highlights the potential
of this process for the treatment of fresh fruits and vegetables, such as
mandarins. Following a 385 nm-treatment, a reductlon of mycelial and
sporulation areas of 72% and B5%, respectively, has been observed after
6 days of iIncubation. In the future, the development of LED technology
and the wse of higher irradiances in pulsed light weaments could in-
crease the efficiency and decrease the energy consumption of this pro-
cess. These results of this study highlight the potential of an ultra-high
Irradiance lght as an aliernatve to common methods wsed for food
preservation or surface disinfection.
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