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“There is so much pollution in the air now that if it weren't for our
lungs there would be no place to put it all”

Robert Orben



Résumé :

Les particules en suspension dans I’air (notées « PM » pour « Particulate Matter ») sont
aujourd’hui au cceur des préoccupations sociétales en raison de leur impact majeur sur la santé publique
et leur forte participation au changement climatique. La matiére organique (MO) représente
généralement la premiére composante en masse des PM mais reste encore trés mal appréhendée, en
particulier la fraction organique d’origine biogénique primaire (PBOA). Des sucres primaires sont
proposés comme des traceurs moléculaires pour étudier les processus de transport atmosphérique des
PBOAs ainsi que pour estimer leur contribution a la masse totale des PM. Cependant, les connaissances
sont encore tres limitées sur leurs distributions spatiales et temporelles (i.e., cycles journaliers,
saisonniers et annuels), leurs principales sources d’émissions, ou encore les facteurs environnementaux
qui déterminent leurs concentrations atmosphériques. Par ailleurs, si la compréhension du potentiel
oxydant (PO) —proxy de I’effet sanitaire des PM— inhérent a la composante chimique des aérosols a
relativement bien avancé ces derniéres années, la contribution de cette fraction PBOA reste est trés mal
connue. Contribuer a I’avancement des connaissances sur ces différents aspects constitue 1’objectif de
ce travail de thése. D’un point de vue méthodologique, nos questions ont été abordées par une approche
interdisciplinaire, qui a impliqué le couplage de I’exploitation statistique d’une large base de données
unique avec le couplage de campagnes de terrain spécifiques et la mise en ccuvre d’une stratégie
expérimentale novatrice développée pour 1’étude simultanée des caractéristiques chimiques et
microbiologiques des échantillons collectés.

Dans une premiére partie basée sur I’exploitation d’une large base de données, nous avons
montré que les PBOAS constituent une fraction trés importante des PM en France, indépendamment de
la typologie de I’environnement, contribuant en moyenne annuelle a 13 + 4 % de la MO dans les PM.
Nous avons montré une similitude entre les évolutions temporelles de concentrations et de ratios entre
sucres primaires pour des sites localisés dans une méme région géographique (jusqu’a une distance inter-
sites d’environ 200 km). Ces observations indiquent que la source PBOA est trés homogene spatialement
sur des distances cohérentes avec celles de grands types d'écosystémes. Cette observation a ensuite été
validée par une expérimentation basée sur deux échantillonnages annuels de terrain qui nous a permis
de démontrer (i) que les évolutions journaliéres des concentrations atmosphériques en sucres primaires
sont déterminées par seulement quelques taxons microbiens atmosphériques, variables d’un point de
vue regional ; et (ii) que ces taxons proviennent, respectivement, de la flore locale et régionale pour les
sites d’étude qui sont directement influencés et non influencés par les activités agricoles. Enfin, dans le
cadre d’étude de PO, nos résultats ont permis de démontrer (i) que tous les bioaérosols modéles testés
possédent un PO intrinséque significatif comparable, pour certaines espéces, a celui de composants
chimiques atmosphériques modéles connus pour leur forte reactivité redox ; et (ii) qu’ils sont capables
d’influencer significativement le PO de PM chimiques modéles ou collectées en conditions réelles.

Ces travaux apportent un nouveau regard sur I’importance massique des PBOAs et des nouvelles
connaissances sur les sources et processus dominants conduisant a leur introduction dans 1’atmosphére,
ainsi que I’influence des facteurs environnementaux sur ces processus. L’ensemble des résultats de ce
travail plaide pour une prise en compte systématique des PBOAs dans les modeles de chimie
atmosphérique pour une meilleure prédiction de la qualité de 1air.

Mots clés: Sucres primaires, aérosols organiques biogéniques primaires, sources, communautés
microbiennes atmosphériques, potentiel oxydant, metabarcoding.



Abstracts

Airborne particles (called « PM » for Particulate Matter™) are nowadays at the core of societal
concerns because of their major impact on public health and their strong participation in climate change.
Organic matter (OM) generally represents the first mass component of PM but it is still poorly
understood, in particular the organic fraction from primary biogenic origin (PBOA). Some specific
primary sugars are proposed as molecular tracers to study the atmospheric transport processes of PBOAS
as well as to estimate their contribution to the total mass of PM. However, knowledge is still very limited
about their spatial and temporal distributions (i.e., daily, seasonal and annual cycles), their main
emission sources, or the environmental factors that drive their atmospheric concentrations. Moreover,
while the understanding of the oxidative potential (OP) —a proxy of the health effect of PM— inherent
in the chemical component of aerosols has progressed quite well in recent years, the contribution of this
PBOA fraction remains poorly understood. Contributing to the improvement of our understanding about
these different aspects constitutes the objective of this doctoral work. From a methodological point of
view, our questions were addressed by using an interdisciplinary approach, which involved combining
the statistical exploitation of a large database and, the coupling of specific field campaigns with the
implementation of an innovative experimental strategy developed for the simultaneous study of the
chemical and microbiological characteristics of the collected samples.

In a first part based on the exploitation of a large and unique database, we showed that PBOAs
constitute a very important fraction of PM in France, regardless of the typology of the environment,
contributing on average to 13 + 4% of the annual MO in PM3o. We observed a synchronous temporal
trend in both concentrations and ratios between primary sugars species for sites located in a same
geographical region (up to an inter-site distance of about 200 km). These observations indicate that the
PBOA source is spatially very homogeneous over distances consistent with those of large ecosystem
types. This observation was then validated by an experimental approach based on two annual field
sampling campaigns that allowed us to demonstrate (i) that daily changes in atmospheric concentrations
of primary sugars are driven by only a few regionally variable atmospheric microbial taxa; and (ii) that
these taxa come from local and regional flora for study sites that are directly influenced or are not by
agricultural activities, respectively. Finally, in the framework of an OP study, our results demonstrated
(i) that all the tested model bioaerosols have significant intrinsic OP, which are for some species of the
same levels as what of model atmospheric chemical components known for their high redox reactivity;
and (ii) that they can significantly influence the OP of model chemical PM or of PM sampled under real
ambient conditions.

This work provides a new vision of the mass importance of PBOAs and brings new insights into
the dominant sources and processes leading to their introduction into the atmosphere, as well as into the
influence of major environmental factors on these processes. Altogether these results argue for a
systematic consideration of PBOAs in atmospheric chemistry models for better prediction of air quality.

Keywords: Primary sugars, primary biogenic organic aerosols, sources, airborne microbial
communities, oxidative potential, metabarcoding.
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Introduction générale

Les activités de 'Homme ont un impact indéniable sur son environnement naturel ainsi que sur
I’évolution naturelle du climat sur Terre (Boucher, 2012; Carslaw et al., 2017; Fuzzi et al., 2015). Le
développement des activités industrielles et agricoles, la multiplication des moyens de transport,
I'explosion démographique, etc. ont entrainé, au cours du dernier siécle, un changement profond de notre
environnement naturel, qui affecte I’ensemble de la zone critique de la Terre (interface lithosphére-
atmosphére/hydrosphére) ( Andreae, 2007; Carslaw et al., 2017; Mégie, 2001). Les impacts sont tels que
la température moyenne de la Terre a augmenté au cours du XX®™ siécle de 0.6 + 0.2 °C et celle de la
France métropolitaine de 1°C (Météo France). Selon différents scénarios d’émission de gaz a effet de
serre (ex., vapeur d’eau H,O, dioxyde de carbone CO,, ozone Og, etc.), les modéles de climat, qui ont
pour but de prédire 1’évolution future du climat et ses conséquences a court et long terme, projettent
pour 2100 une augmentation de la température de la Terre de +1.5°C (par rapport a la température
moyenne de 1’ére préindustrielle, soit autour des années 1850-1900) pour le plus optimiste des scénarios
etjusqu’a+4°C pour le plus pessimiste (IPPC, 2014). Par ailleurs, la recrudescence des aléas climatiques
(ex., tempéte, épisodes de canicule, pluies et crues extrémes, etc.) et les répercussions socio-
économiques associées ont fait rentrer la problématique du changement climatique au cceur des débats
sociétaux (Fuzzi et al., 2015; Thomalla et al., 2006; Wu et al., 2019).

Face a ces problémes, des politiques de gestion de la qualité de 1’air ont été mises en place afin
de réduire I’impact des activités anthropiques sur le climat. Dans ce contexte, la 21 éme Conférence des
Parties (COP21) qui réunissait 196 délégations (i.e., 195 Etats + I'Union Européenne), s’est déroulée du
30 novembre au 11 décembre 2015 a Paris. Cette conférence avait pour objectif de parapher le premier
accord universel pour le climat. La COP21 a effectivement permis de trouver un accord international,
dit « Accord de Paris », qui fixe comme objectif de limiter la hausse de la température moyenne de la
Terre en-deca de +2°C et de s’efforcer a limiter cette augmentation en dessous de +1.5 °C d’ici I’horizon
2100%

Ce changement climatique est principalement lié a la modification de la composition de
I’atmosphére depuis le début de I'ére industrielle mais plus particulierement et a un rythme plus rapide
depuis les années 1950 (Andreae, 2007; Boucher, 2012, 2015; Carslaw et al., 2017; Fuzzi et al., 2015).
Outre les gaz a effet de serre, des matiéres particulaires émises directement (i.e., aérosols primaires) par
des sources naturelles ou anthropiques, ou encore formées in situ dans 1’atmosphére par des processus
physicochimiques (i.e., aérosols secondaires), sont également présentes dans I’atmosphére. Ces
particules atmosphériques (PM pour Particulate matter en anglais) jouent un rdle central dans les
problématiques environnementales, de par leur impact sur la qualité de 1’air que nous respirons tous les
jours et leur forte participation au changement climatique (Boucher, 2012, 2015; Fuzzi et al., 2015;
McMichael, 2014). Sur ce dernier point, on retiendra que les PM affectent de facon significative le bilan
radiatif terrestre par deux effets : de maniere directe par 1’absorption, la réflexion ou la diffusion du
rayonnement solaire et tellurique; ou de maniére indirecte en servant de noyaux de condensation des
nuages (Carslaw et al., 2017; Coll, 2012; Fuzzi et al., 2015, Péschl and Shiraiwa, 2015). C’est

1 https://www.gouvernement.fr/action/la-cop-21
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précisément I’impact des PM sur le changement climatique qui constitue aujourd’hui 1’une des plus
fortes incertitudes pour 1’évaluation du forcage radiatif terrestre et des projections du climat futur
(Carslaw et al., 2013; Coll, 2012; Forster et al., 2007; Fuzzi et al., 2015; Yttri et al., 2009).

Par ailleurs, en France, comme ailleurs partout dans le monde, la pollution atmosphérique
particulaire est une préoccupation majeure de santé publiqgue (WHO, 2016). De nombreuses études
épidémiologiques et toxicologiques ont mis en évidence un lien causal significatif entre I’exposition aux
PM et la survenue et/ou I’aggravation de troubles cardiovasculaires, de maladies respiratoires aigués,
ainsi que des maladies chroniques, induisant une réduction de I’espérance de vie (Kelly et al., 2012;
Pope and Dockery, 2006; Steenhof et al., 2011). A titre d’exemple, au niveau national, I'agence nationale
de santé publique (ANSP) estime que la pollution atmosphérique particulaire est responsable chaque
année, en France métropolitaine, d’au moins 48 000 déces prématurés (Pascal et al., 2016). Selon
I’ ANSP, plus de 34 000 déces prématurés pourraient étre évités chaque année (soit 7 % de la mortalité
en France), correspondant a un gain moyen d’espérance de vie a 30 ans de 9 mois, si I’ensemble des
communes de la France métropolitaine réussissait a atteindre les niveaux ambients de PM observées
dans les zones les moins polluées de la méme classe d’urbanisation (Pascal et al., 2016). En termes
d’impact économique, il est estimé que le codt de la pollution de I’air ambient (extérieur et intérieur)
s’établit entre 68 et 97 milliards d’euros par an pour la France, dont une trés large part est associée aux
impacts sanitaires®. Il existe donc bien un véritable enjeu sociétal a améliorer notre compréhension des
sources d’émission, des processus physicochimiques de (trans)formation, d’évolution temporelle et
spatiale des aérosols dans I’atmosphére afin de réduire les fortes incertitudes associées a leurs impacts
sur le changement climatique et aussi pour limiter leurs impacts sanitaires.

Les PM sont des éléments trés hétérogénes, complexes, variables, issues d’une multitude de
sources anthropiques et naturelles sur lesquelles 1’information demeure aujourd’hui encore incompléte
et/ou hautement incertaine (Bozzetti et al., 2016; Coll, 2012; Fuzzi et al., 2015). La composition
chimique des PM comprend généralement un mélange de composés organiques et inorganiques (Fuzzi
etal., 2006 ; Yttri et al., 2009). Si de nos jours, la spéciation chimique exhaustive ainsi que les sources
des aérosols inorganiques sont bien documentées, la fraction organique demeure en revanche peu
documentée. En particulier, sa composition détaillée, ses sources et processus d’émission, ainsi que les
transformations physicochimiques qu’elle subit lors de son transport atmosphérique, sont beaucoup
moins bien renseignés (Alfarra et al., 2007; Fortenberry et al., 2018).

Pour avancer dans la compréhension des sources associées a la matiére organique particulaire
(MO), des études menées depuis une vingtaine d’années se sont focalisées sur la MO d’origine
anthropique et/ou formée secondairement dans 1’atmosphére. Cependant, on sait maintenant qu’une
fraction massique importante de la MO résulte aussi trés probablement d’émissions directes par des
sources spécifiques, avec en particulier une composante provenant de sources biogéniques (Bozzetti et
al., 2016; Coz et al., 2010; Froéhlich-Nowoisky et al., 2016; Jaenicke, 2005; Medeiros et al., 2006;
Nirmalkar et al., 2018), selon des sources et processus qui ont été proposes mais qui restent encore
insuffisamment renseignés. L’information relative a la masse totale des aérosols organiques d’origine

2 http://www.senat.fr/commission/enguete/cout_economique et _financier de la pollution_de lair.html
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biogénique primaire (PBOA) est tres limitée dans la littérature et les rares estimations a ce sujet sont
aujourd’hui encore hautement incertaines (Bozzetti et al., 2016; Després et al., 2012). Ce manque de
connaissances est trés certainement une des raisons majeures de la sous-estimation des concentrations
totales des PM par les modéles globaux de chimie-transport (Ciarelli et al., 2016).

De nos jours, des sucres primaires spécifiques (i.e., les polyols et saccharides primaires) sont
proposés comme des traceurs moléculaires pour étudier les processus de transport atmosphérique ainsi
que pour estimer la contribution des PBOAs a la masse totale des aérosols (Kang et al., 2018; Li et al.,
2018; Srivastava et al., 2018; Weber et al., 2019; Zhu et al., 2015). Cependant, nous manguons
cruellement de données sur leur répartition granulométrique et leur distribution spatiale (& toutes les
échelles), pour toutes les résolutions temporelles (i.e., cycles journaliers, saisonniers et annuels). Ceci
rend trés limitées, encore aujourd’hui, nos connaissances sur la saisonnalité de ces molécules, leurs
principales sources d’émissions, ou encore les facteurs environnementaux clés qui déterminent leurs
concentrations atmosphériques (Bozzetti et al., 2016; Fu et al., 2012; Nirmalkar et al., 2018; Yan et al.,
2019).

Dans ce contexte, il apparait clairement nécessaire de mieux comprendre la dynamique des
sucres primaires particulaires atmosphériques pour mieux appréhender les sources de PBOAs.

Ce travail de thése s’inscrit pleinement dans cette problématique avec pour principaux objectifs
de : (i) documenter les variations temporelles (cycles journaliers, saisonniers et annuels) et spatiales
(échelles locales a nationales) de la concentration des sucres primaires en France, (ii) documenter les
principales origines biogéniques des sucres primaires, les processus dominants par lesquels ils se
retrouvent dans 1’atmosphere et les conditions environnementales qui déterminent leurs niveaux de
concentrations atmosphériques, (iii) établir un profil chimique robuste associé aux PBOAS et estimer
leur masse en France. Ce travail vise également a préciser la contribution de particules organiques
d’origine biogénique primaire au potentiel oxydant global (proxy de I’effet sanitaire des PM) des

aérosols, une caractéristique quasiment jamais considérée jusqu’a présent.

Ce travail de these se caractérise par 1’utilisation de deux approches qui impliquent dans une
premiére phase I’exploitation statistique de 1’une des plus grandes bases de données existantes sur la
caractérisation chimique des sucres primaires particulaires ainsi que sur la quantification des sources
d’émission de PM atmosphériques mesurées sur des sites d’étude de typologies diversifiées et répartis
sur I’ensemble du territoire national frangais (Chevrier, 2017; Favez et al., 2016; Weber et al., 2019).
Dans une seconde phase, nos questions ont été abordées par le couplage de campagnes de terrain
spécifiques a cette these avec la mise en ceuvre d’une stratégie expérimentale novatrice développée pour
I’étude simultanée des caractéristiques chimiques et microbiologiques des échantillons prélevés. Ce
choix se justifie amplement par la complémentarité de ces deux approches. A ce titre, la base de données
constitue une ressource essentielle qui permet de faire ressortir les tendances temporelles et spatiales
associées aux sucres primaires particulaires (et PBOA), indispensables pour identifier la période la plus
favorable pour leur étude et pour planifier les campagnes de terrain.



A notre connaissance, cette étude est la premiére du genre. Elle apporte un nouveau regard sur

I’importance massique des PBOAs et de futures connaissances originales permettant de progresser dans
leur compréhension. Ainsi, ce manuscrit de thése est composeé de six chapitres qui sont structurés comme

suit :

(i)

Le premier chapitre présente une synthése des généralités sur les aérosols avec un focus sur
1’état de I’art actuel sur les sucres primaires et les PBOAs. Afin de limiter les redondances, la
synthése bibliographique proposée sur les PBOAs est non exhaustive dans ce chapitre et une
synthese plus compléte des connaissances actuelles sur les PBOAS et les sucres primaires est
abordée dans les chapitres 3 et 4 dédiés de la these. Les objectifs et les stratégies retenus pour
ce travail y sont également présentés plus en détail a la fin de ce chapitre.
Le deuxieme chapitre est consacré aux méthodologies utilisées. Il s’attache a décrire I’ensemble
des jeux de données (spéciation chimique et sources des aérosols) explorés au cours de ce
travail et les analyses statistiques des conditions météorologiques afin d’identifier les périodes
les plus favorable pour caractériser les origines biogéniques des sucres primaires. Ce chapitre
décrit succinctement les campagnes d’échantillonnage spécifiques a ce travail et réalisées lors
de mes deux premieres années de thése. Les différentes approches analytiques (chimie, biologie
moléculaire, etc.) déployées pour atteindre nos objectifs sont aussi présentées dans cette partie.
Les méthodologies analytiques spécifiqguement développées et ou/optimisées dans le cadre ce
travail de thése y sont également présentées en détails.
Le troisieme chapitre porte sur les résultats d’un article publié, qui fournit des tendances
générales des évolutions temporelle et spatiale de différentes sources (primaires et secondaires)
influencant la concentration de la MO totale mesurée simultanément sur cing sites ruraux. Ce
chapitre présente un premier apercu des variabilités mensuelles de la concentration
atmosphérique moyenne en polyols majoritaires (i.e., arabitol et mannitol) ainsi que leur
contribution a la masse totale de la fraction organique particulaire contenue dans les PM;s (i.e.,
particules dont le diamétre aérodynamique est inférieur a 2.5 pum).
Ensuite le quatrieme chapitre présente les résultats de deux articles publiés. La premiére partie
de ce chapitre traite de la distribution granulométrique des sucres primaires entre les différentes
fractions des aérosols reglementés (PM. s et PMyp), de la variabilité saisonniére et la contribution
des sucres primaires a la MO mesurée sur 28 sites d’étude répartis dans diverses zones
climatiques typiques en France. Cette partie évalue également la masse des PBOASs en France
et établit un profil chimique robuste associé aux PBOASs. La seconde partie de ce chapitre porte
sur les processus conduisant a I’introduction dans 1’atmosphére des particules organiques
d’origine biogénique primaire ainsi que les facteurs environnementaux qui déterminent leur
niveau atmosphérique.
Un cinquiéme chapitre qui porte sur la caractérisation des communautés microbiennes
atmosphériques associées aux évolutions temporelles des concentrations atmosphériques en
sucres primaires et de leurs origines biogéniques. Les résultats y sont structurés comme suit :
Un premier article soumis qui caractérise a la fois les communautés microbiennes dans 1’air
a ’origine des sucres primaires contenus dans les PM1o mesurées sur un site rural et identifie
les sources biogéniques de ces sucres primaires.



(i) Une deuxiéme partie qui évalue la robustesse et la reproductibilité interannuelle des
résultats obtenus en (i). Cette deuxiéme partie étudie également la variabilité spatiale des
communautés microbiennes associées aux sucres primaires dans les PMio prélevées sur trois
sites d’études répartis dans 3 régions géographiques distinctes en France.

o Enfin, le chapitre 6 porte sur les résultats d’un article publié traitant de la contribution des
particules organiques d’origine biogénique primaire aux impacts sanitaires des PM évalués via
la mesure du potentiel oxydant par tests acellulaires.

o Pour terminer, la conclusion générale abordera les résultats marquants qui se dégagent de
I’ensemble des chapitres de résultats et ouvre sur les perspectives issues de ce travail de thése.
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Chapitre 1 : Etat de art

1 Problématique globale de la pollution atmosphérique particulaire

L’atmosphére est ’enveloppe de gaz et de particules qui entoure la terre sur une épaisseur
moyenne de 600 km environ. Elle est constituée de cing couches concentriques superposées, que 1’on
distingue notamment par des inversions du gradient vertical de température (Figure 1). Ces couches
sont: la troposphere qui s’étend de la surface a environ 7-15 km suivant la latitude; puis la stratosphere
qui s’étend du haut de la troposphére jusqu’environ 50 km; la mésosphere, située au-dessus de la
stratosphére, s’éléve jusqu’a 85 km ; la thermospheére s’étend de 85 jusqu’a environ 600 km, et enfin
I’exosphére/ou I’espace (Boucher, 2012, 2015).

La troposphére est la strate atmosphérique la plus basse et elle est le siége des principaux
phénomenes météorologiques. C’est la strate de 1’atmosphére ou la convection joue un réle important
pour mélanger les masses d’air sur la verticale. La vie de L’Homme sur la terre dépend étroitement de
cette couche qui concentre plus de 80% de la masse d’air totale atmosphérique et ou se trouve concentré
I'essentiel de I'oxygéne moléculaire. La composition de I’air sec comprend principalement trois especes
gazeuses avec, au niveau de la mer, 78,11 % d’azote diatomique (N.), 20,95 % d’oxygéne diatomique
(02) et 0,93 % d’argon (Ar). L’atmosphére terrestre contient également des gaz mineurs dont la
proportion varie avec l'altitude, qui sont principalement I'eau sous forme de vapeur, le dioxyde de
carbone, le dioxyde de soufre et I'ozone (Boucher, 2012, 2015).
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Figure 1: Les différentes couches et profil vertical de la température de [’atmosphére d’aprés météo France
(http://education.meteofrance.fr/lycee/animations/la-structure-verticale-de-latmosphere).
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Outre cette phase gazeuse, I’atmosphére terrestre est également le réceptacle d’une trés grande
diversité de matieres condensées qui y sont présentes a la fois sous forme solide et/ou liquide (Laj and
Sellegri, 2003). En effet, la troposphére, en contact direct avec le sol, est fortement influencée par les
émissions d’origines naturelle ou anthropique, conditionnant la composition chimique des especes traces
de I’atmosphére et ainsi la qualité de I’air que nous respirons. Les émissions particulaires sont
actuellement au cceur des préoccupations scientifiques et sociétales en raison de leurs impacts sur la
qualité de I’air et les conséquences sanitaires néfastes, mais aussi en raison de leurs impacts sur le climat
et ’environnement (Fuzzi et al., 2015; Masclet and Cachier, 1998).

1.1 L’aérosol atmosphérique: généralités

Le terme « aérosol atmosphérique » est une expression générique qui désigne I’ensemble des
particules solides et/ou liquides en suspension dans un gaz et qui présentent une vitesse de chute
négligeable, a I’exception de tous les hydrométéores (tels que les cristaux de glace dans les nuages, les
gouttes de pluie, les gouttelettes d’eau nuageuse, grélons et flocons de neige) (Boucher, 2012; Laj and
Sellegri, 2003). L’ensemble de ces particules présentes dans 1’atmospheére est généralement appelé
matiére particulaire (PM pour Particulate Matter). Ce terme sera utilisé par la suite pour simplifier la
dénomination des particules et aérosols atmosphériques.

Au sein de I’aérosol, les particules présentent des tailles et des aspects morphologiques tres
disparates aux échelles temporelle et spatiale, du fait notamment de la trés grande diversité des sources
d’émissions dont elles proviennent (Figure 2).

Figure 2: Images d’aérosols atmosphériques observés au microscope électronique: débris végétal (a gauche) et particule de
carbone de suie a coté d’un agrégat minéral (a droite) (d’aprés Boucher, 2012). On remarque déja une grande hétérogénéité

de tailles, de formes et d’aspects parmi les aérosols atmosphériques.

Les PM se distinguent par leur distribution granulométrique, leur composition chimique,
minérale ou carbonée, leur origine, naturelle ou anthropique, et par leur caractere primaire ou secondaire.
Cette diversité extraordinaire permet aux PM de se présenter sous des entités trés diverses qui, par
conséquent, peuvent avoir des impacts trés différents sur I’environnement, le climat, la qualité de I’air
et la santé, ce qui fait des PM un des problémes de pollution de 1’air parmi les plus complexes et les plus
difficiles a appréhender (Coll, 2012 ; Fuzzi et al., 2015).



1.1.1 Formation et distribution en taille

Le spectre de taille des particules est I’'un des paramétres fondamentaux pour décrire les
propriétés et caractéristiques de 1’aérosol (Boucher, 2012; Fuzzi et al., 2006). En effet, il dépend des
sources d’émissions, des mécanismes de formation, des transformations physicochimiques (ex. les
processus de conversion de gaz en particules, photo-oxydation, croissance de leur taille, etc.) pouvant
se produire lors du transport, et il détermine la vitesse de chute des particules atmosphériques (Boucher,
2015; Delmas et al., 2005). Ce paramétre gouverne également le pouvoir de pénétration dans 1’appareil
respiratoire humain et en conséquence les impacts sanitaires potentiels des PM (voir Figure 3).

On ne peut pas aisément attribuer un diametre géométrique aux PM car elles ont des formes et
des densités variées (Figure 2). En physique des aérosols, les théories sont généralement établies pour
des particules idéalement sphériques (Boucher, 2015). Le terme de diamétre aérodynamique (Dp)* est
donc utilisé pour définir la taille des aérosols. Par convention, le diamétre aérodynamique est employé
pour étudier la nature physique des particules et leur dép6t dans 1’organisme humain (Liu, 2010;
Smichowski and Gémez, 2015). Ce dernier permet de classer les aérosols en quatre populations de
particules (appelées modes) par ordre croissant de taille (Figure 3):

o Le mode de nucléation (ou mode ultrafin) regroupe les particules formant des agrégats. Ce
mode se caractérise par le nombre trés élevé de particules et leur petite taille (Dp < 10 nm).
Ces particules sont formées essentiellement par la condensation de vapeurs chaudes au cours
de procédés de combustion a haute température ou par nucléation homogéne lors de leur
refroidissement (Buseck and Adachi, 2008). Ces particules possédent un temps de vie trés
court (de quelques minutes a quelques heures) dans I’atmosphére et tendent trés rapidement
a évoluer vers des particules plus grandes en taille (Forbes and Garland, 2016).

o Le mode Aitken, souvent regroupé avec le mode précédent, comprend des particules issues
de la coagulation et de la condensation des composés gazeux a faible tension de vapeur
contenus dans le mode de nucléation (Boucher, 2012, 2015). Les particules dans cette
catégorie présentent un diamétre aérodynamique compris entre 10 et 100 nm (Boucher,
2012, 2015).

o Le mode d’accumulation contient des particules de diametre compris entre 0.1 et 2 um
résultant des processus de grossissement soit par la coagulation des particules des modes
précédents ou la condensation de vapeurs sur les particules existantes (Forbes and Garland,
2016; Smichowski and Goémez, 2015), ou encore a travers des cycles
condensations/évaporation des nuages, qui induisent des processus d’oxydation en phase
hétérogene (Ervens, 2015; Péschl and Shiraiwa, 2015). Ce mode contribue de fagon majeure
a la surface d’échange et a la masse totale des particules de I’atmosphére (Boucher, 2012;
Forbes and Garland, 2016)

3 Le diamétre aérodynamique correspond au diamétre d’une particule sphérique et de densité 1 Kg.m=, ayant la
méme vitesse sédimentation que la particule concernée.



Toujours liés 1’un a I’autre dans 1’atmosphére, le groupe formé par les modes Aitken et accumulation
est couramment appelé le mode « des particules fines ».

o Le mode grossier contient des particules de plus de 2 um. Les particules du mode
grossier sont formées essentiellement lors de processus mécaniques d’émission tels que
la remise en suspension des poussiéres du sol par action mécanique et érosion €olienne,
I’abrasion des surfaces, les opérations de broyage dans I’industrie, la génération
d’embruns marins, etc. (Forbes and Garland, 2016; Smichowski and Gémez, 2015). Ce
mode se distingue par son importance prépondérante en masse et en volume pour
I’ensemble du spectre granulométrique (Buseck and Adachi, 2008).

Le diametre de I’aérosol est le paramétre clé gouvernant son temps de résidence dans
I’atmosphére (Boucher, 2012; Laj and Sellegri, 2003). Les particules appartenant au mode Aitken ont
un temps de résidence atmosphérique de quelques minutes a quelques heures. Celles appartenant au
mode d’accumulation peuvent séjourner plusieurs jours dans 1’atmosphére, impliquant qu’elles puissent
étre transportées sur de longues distances. Ces particules sont donc susceptibles d’impacter
I’environnement et les populations & une échelle régionale voire méme au-dela (Boucher, 2015; Laj and
Sellegri, 2003). Ces aérosols sont éliminés de 1’atmosphére par dépdts secs (sédimentation) ou par
dépbts humides apres incorporation dans les nuages (wash out) ou encore par lessivage lors des
précipitations (rain out) (Delmas et al., 2005). Enfin, les particules du mode grossier présentent une
durée de vie de I’ordre de quelques heures a quelques jours et elles sont principalement éliminées par
sédimentation (dépét sec) (Boucher, 2015).
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Figure 3: Représentation schématique de la distribution en taille de particules atmosphériques pour les différentes propriétés:

masse, nombre, surface et volume et illustration de leurs processus de formation et d’élimination (d aprés Buseck and Adachi,
2008).

Le diamétre de 1’aérosol est également 1'un des parameétres déterminants gouvernant le
comportement des PM dans le systéme respiratoire ainsi que leur passage dans le systeme circulatoire
(Buseck and Adachi, 2008; Lodovici and Bigagli, 2011; Mirowsky et al., 2013). Comme illustré dans la
Figure 4, les particules dont le diamétre aérodynamique est supérieur a 10 um se déposent
majoritairement dans les voies aériennes supérieures (Lodovici and Bigagli, 2011). Celles dont le Dp est
inférieur a 10 um (i.e. les PM1o, qui regroupent toutes les particules ultrafines, fines et grossieres) sont
gualifiées de PM « thoraciques » car elles peuvent pénétrer au-dela du larynx et attendre les voies
aériennes inférieures (trachée, bronches principales, bronchioles, alvéoles pulmonaires) (Kelly et al.,
2012; Mirowsky et al., 2013). Les PM2s (Dp < 2.5 um) sont appelées « PM respirables » dans le sens
ou elles sont susceptibles de pénétrer plus profondément dans les poumons et atteindre les alvéoles
pulmonaires (Kelly and Fussell, 2012, 2015). On distingue également dans le mode respirable les PMo 1
qui, a cause de leur taille submicrométrique peuvent diffuser dans les voies intra-thoraciques jusqu’aux
alvéoles (Ayres et al., 2008; Mirowsky et al., 2013) avec une efficacité de dépot d’environ 50%
(Donaldson et al., 2002), ou leur temps de séjour sera important. Une fois dans les alvéoles, on estime
que 80 % de ces particules ultrafines ne peuvent pas étre éliminées (Oberdorster et al., 2005). De plus,
une fraction importante des PMo.1 est susceptible de traverser la membrane cellulaire et d’atteindre les
circulations sanguines et lymphatiques (Donaldson et al., 1998; Kelly and Fussell, 2015).
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Figure 4: Niveau de déposition des différentes fractions de PM dans [’appareil respiratoire (adapté de Guarnieri and Balmes,
2014).

1.1.2 Reéglementation sur la concentration des aérosols atmosphériques

Les réglementations sur les PM sont beaucoup plus récentes que celles appliquées aux espéces
gazeuses en raison de la complexité de leur comportement atmosphérique. Par comparaison aux
premiers polluants réglementés par les Nations Unies a cause de leur réle majeur dans les pluies acides
(SO., Helsinki, 1985 — NOx, Sofia, 1988), les premieres législations européennes sur les PM ont vu le
jour le 27 septembre 1996. La directive cadre (96/62/CE) établit les principaux axes d’une stratégie
européenne commune au sein de 1’Union, ayant pour but une amélioration de la qualité de 1’air et une
diminution des effets nocifs des polluants sur la santé. Il s’en suivi la directive fille du 22 avril 1999
(99/30/CE) visant a fixer les normes pour différents polluants de 1’air dont les PM1o. En France, c’est en
décembre 1996 que la loi sur I’Air et 1’Utilisation Rationnelle de 1’Energie (LAURE, loi N° 96-1236)
introduit le premier cadre réglementaire relatif a la protection de I’air, qui reconnait le droit qu” « a
chaque citoyen de respirer un air qui ne nuit pas a sa santé ». Cette loi transpose en droit francais la
directive communautaire 96/62/CE. La LAURE rend obligatoire la surveillance de la qualité de I’air par
1’¢état, la définition d’objectifs, et ’information continue du public. La surveillance porte sur I’ensemble
du territoire national depuis le 1 er janvier 2000. Cette loi édicte également 1’élaboration de Plans
Régionaux de la Qualité de I’ Air (qui vise a fixer des objectifs a court et long termes afin de prévenir ou
de réduire la pollution), de Plans de Protection de I’ Atmosphére visant a réduire les concentrations des
polluants dans les agglomérations de plus de 250 000 habitants), de Plans de Déplacements Urbains
(visant a I’organisation des transports et a développer le transport public, pour les agglomérations de
plus de 100 000 habitants). Depuis les années 2000, des Associations Agréées de Surveillance de la
Qualité de I’Air (AASQA) assurent la surveillance de la qualité de 1’air et la diffusion continue de

I’information au public.

En mai 2008, une nouvelle directive cadre est actée (2008/50/CE), relative a la qualité de 1’air
ambiant et un air pur en Europe. Cette directive a clarifié et simplifié la 1égislation européenne en
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fusionnant dans un seul acte la directive cadre de 1996 et ses trois directives filles (99/30/CE,
2000/69/CE et 2002/3/CE). De plus, elle fixe des valeurs limites pour les deux fractions de PM (PMyo
et PM2s) et des dispositions réglementaires telles que des méthodes et criteres communs pour
I’évaluation de la qualité de 1’air, pour I’obtention des informations et leur mise a disposition au public,
pour une coopération accrue entre les états membres de ’union européenne afin d’évaluer les pollutions
transfrontaliéres.

Le décret 2010-1250 du 21 octobre 2010 transpose en droit frangais la directive communautaire
2008/50/CE.

Le Tableau 1 présente une description détaillée des normes, valeurs limites francgaises ainsi que
les seuils d’information et d’alerte pour les fractions de PM actuellement en vigueur. 1l faut cependant
souligner qu’a ce jour, il n’a pas été mis en évidence de seuil en-dessous duquel les PM seraient
totalement inoffensives (WHO, 2016).

Tableau 1: Réglementation francaise concernant les concentrations de PM (https://www.airparif.asso.fr).

Particules Type de seuil Périqde Valeurs a respecter et
considérée dépassement autorisés
Objectif de qualité* année civile 30 pg.m®
année civile 40 pg.m3
PM1o Valeur limite? 24 heures 50 pg.m'3, a ne pas dépasser plus de
35 jours.an
Seuil d’information & de recommandation® 24 heures 30 pug.m
Seuil d’alerte* 24 heures 30 pg.m®
PMas Valeur cible® année civile 20 pg.m®
' Valeur limite année civile 25 pg.m®

INiveau a atteindre a long terme et a maintenir, sauf lorsque cela n'est pas réalisable par des mesures proportionnées, afin
d'assurer une protection efficace de la santé humaine et de I'environnement dans son ensemble.

2Niveau a atteindre dans un délai donné et a ne pas dépasser, et fixé sur la base des connaissances scientifiques afin d'éviter, de
prévenir ou de réduire les effets nocifs sur la santé humaine ou sur I'environnement dans son ensemble.

3Niveau au-dela duguel une exposition de courte durée présente un risque pour la santé humaine de groupes particuliérement
sensibles au sein de la population et qui rend nécessaires I'émission d'informations immédiates et adéquates a destination de
ces groupes et des recommandations pour réduire certaines émissions.

“Niveau au-dela duquel une exposition de courte durée présente un risque pour la santé de I'ensemble de la population ou de
dégradation de I'environnement, justifiant I'intervention de mesures d'urgence.

SNiveau a atteindre, dans la mesure du possible, dans un délai donné, et fixé afin d'éviter, de prévenir ou de réduire les effets
nocifs sur la santé humaine ou I'environnement dans son ensemble.

On remarque que les particules les plus fines (PMo.1) n’entrent pas en ligne de compte pour ces
seuils réglementaires. Ce sont, cependant, celles qui peuvent pénétrer jusque dans les poumons profonds
(Figure 4). Cela n’est donc pas sans soulever des interrogations quant a la pertinence de la
réglementation actuelle vis-a-vis des problémes sanitaires. Le dernier rapport de I’ANSES (Agence
nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de I’environnement et du travail) publié en juillet 2019
sur le sujet propose des avancées notamment en recommandant la prise en compte prioritaire des
particules ultrafines, la spéciation carbonée globale (i.e., carbone suie, carbone organique) ou de
poursuivre les efforts de recherche sur d’autres indicateurs prometteurs dont le potentiel oxydant (proxy
de l’effet de I’effet sanitaire de PM, ceci est détaillé dans ce qui suit) dans les politiques publiques
relatives a la qualité de I’air ambient extérieur (ANSES, 2019).
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1.2 Interactions entre PM et santé humaine

1.2.1 Effets sanitaires des PM

Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), la pollution de I’air constitue le principal
risque environnemental pour la santé dans le monde. Fin 2016, I’OMS estimait que 92% de la population
mondiale vivait dans des lieux ou les niveaux de qualité de l’air ne respectent pas les niveaux
reglementaires que cette organisation propose (WHO, 2016). Ainsi I’exposition a la pollution de I’air
ambiant extérieur et intérieur conduirait chaque année au déces prématuré d’environ 7 millions de
personnes dans le monde (WHO, 2016). Dans la zone Europe, il est estimé qu’environ 600 000 déceés
par an sont inhérents a la pollution de I’air. Selon une étude réalisée en 2015 par I’'OMS et I’Organisation
de Coopération et de Développement Economiques (OCDE), le colt économique de ces 600 000 décés
prématurés ainsi que des maladies provoquées par la pollution de I’air extérieur et intérieur dans la zone
Europe atteignait, en 2010, le chiffre étourdissant de 1 600 milliards de dollars américains*. Au niveau
national, Santé Publique France (ANSP) estime que la pollution de I’air aux PM est a 1’origine chaque
année, en France métropolitaine, d’au moins 48 000 décés prématurés par an, ce qui correspond a 9 %
de la mortalité en France et a une perte d’espérance de vie a 30 ans pouvant dépasser 2 ans (Pascal et
al., 2016).

L'impact de la pollution atmosphérique particulaire sur la santé fait I'objet de nombreuses études
et publications scientifiques. Des études épidémiologiques et toxicologigques ont mis en évidence un lien
causal entre I’exposition aigué et chronique aux PM et le risque accru de morbidité et de mortalité
(Brunekreef and Holgate, 2002; Kelly and Fussell, 2012; Pope, 2007; Pope and Dockery, 2006). Ces
études pointent principalement vers des affections respiratoires mais aussi vers des insuffisances
cardiaques, des cardiopathies ischémiques, des maladies cérébrovasculaires. D’autres études suggérent
également des liens possibles entre exposition aux PM et incidence de maladies vasculaires
périphériques (MVP), arythmies /arréts cardiaques et maladies thromboemboliques veineuses (MTE)
(Kelly and Fussell, 2012).

En termes de maladies respiratoires, des études ont montré qu’une exposition aigué a la pollution
atmosphérique particulaire induit une exacerbation des symptomes de [’asthme et de
bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO). Les expositions chroniques aux PM induisent
guant a elles une diminution des fonctions respiratoires, un risque accru de cancer du poumon, des cas
de bronchites chez les adultes/enfants, une augmentation des cas d’asthme ainsi que des allergies
infantiles. D’autres études montrent un lien possible entre exposition des enfants aux PM et des effets
potentiels sur le développement pulmonaire ainsi qu’une augmentation des BPCO a 1’age adulte (Kelly
and Fussell, 2012; Kim et al., 2015; Martinelli et al., 2013; Peters and Pope, 2002).

Des études plus récentes s’intéressent également au probable lien entre la pollution particulaire
et ses influences négatives sur la grossesse (pré-éclampsie, prématurité, malformations cardiaques, etc.)

*OMS/bureau régional de I’Europe : http://www.euro.who.int/fr/media-centre/sections/press-
releases/2015/04/air-pollution-costs-european-economies-us$-1.6-trillion-a-year-in-diseases-and-deaths,-new-

who-study-says
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ou encore sur les effets neurologiques (migraines, déficiences cognitives légeres, etc.) (Kim et al., 2015;
Lavigne et al., 2016; Malmqvist et al., 2013).

La Figure 5 illustre de maniére simplifiée les relations significatives et possibles entre exposition
aux PM et pathologies observées.

Fonctions respiratoires

Allergies infantiles

Cardiopathies ischémiques
Asthme

Insuffisances cardiaques BPCO

Bronchites
Cancers

Maladies cérébrovasculaires

[\
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Influence sur la grossesse
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Figure 5: Représentation schématique simplifiée de la relation entre exposition aux particules atmosphériques et pathologies.
Relations fortes (lignes plaines) et associations possibles (pointillés) (adaptée de Martinelli et al., 2013).

1.2.2 Meécanisme de toxicité des PM : le stress oxydatif

Le stress oxydatif (Figure 6), caractérisé par une augmentation anormale de la quantité d’espéces
réactives de I’oxygeéne (ERO) dans le milieu pulmonaire est un des parametres clés des pathologies
observées chez les populations exposées a de fortes concentrations de PM (Ayres et al., 2008, 2008;
Cho et al., 2005; Li et al., 2009). En effet, les PM peuvent porter directement des ERO sur leur surface
et/ou induire indirectement leur formation dans le milieu pulmonaire via leur capacité a catalyser des
réactions d’oxydo-réduction en présence de dioxygene (Calas et al., 2018; Fang et al., 2016; Kramer et
al., 2016; Uzu et al., 2011). Les ERO sont des entités chimiques hautement réactives, car elles possédent
un ou plusieurs électrons non appariés sur leur couche électronique de valence, tels que le radical
superoxyde (O2™), le radical perhydroxyle (HOy"), le radical hydroxyle (OH"), le radical peroxyde
(ROO") ou encore le radical alkoxyle (RO") ; mais on retrouve également des espéces non radicalaires
comme le peroxyde d’hydrogéne (H20,) ou encore 1’oxygéne singulet (*O2) (Gehling et al., 2014;
Hedayat et al., 2015, 2016; Kramer et al., 2016). Ainsi, comme illustré dans la Figure 6, les PM inhalées
peuvent créer un déséquilibre entre le taux d’ERO et le systéme naturel de défense pulmonaire
comportant des antioxydants (Baeza and Marano, 2007; Hedayat et al., 2015, 2015; Kelly and Mudway,
2003; Verma et al., 2014).
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Figure 6 : Le stress oxydatif : débalancement entre production d’espéces réactives de 1'oxygeéne et les antioxydants (Kelly,
2003).

Selon son intensité, le stress oxydatif entraine une cascade d’événements moléculaires et
cellulaires qui ont des conséquences déléteres multiples voire irréversibles comme résumés dans la
Figure 7. Une faible production d’ERO induit I’activation des systémes d’antioxydants cellulaires et les
antioxydants produits permettent de restaurer 1’homéostasie redox de la cellule (Baeza and Marano,
2007; Xiao et al., 2003). Si cette protection est insuffisante i.e., si ERO > antioxydants, I’expression de
médiateurs de 1’inflammation (ex., les cytokines, etc.) est induite. Une situation inflammatoire, aux
conséquences cytotoxiques variées s’installe alors, avec des dommages oxydatifs au niveau des acides
nucléiques, des protéines, des lipides, ou encore une perturbation de la prolifération et de la
différenciation cellulaire. Pour une phase avancée ou toutes les défenses sont débordées (ERO >>
antioxydants), les Iésions cellulaires deviennent trop importantes, ce qui déclenche des processus de
mort cellulaire par apoptose ou nécrose, les premiéres cellules touchées étant en général les macrophages
de par leur capacité phagocytaire (Baeza and Marano, 2007; Xiao et al., 2003).
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Figure 7 : Le modéle de stress oxydatif : les différentes étapes (adaptée de Xiao et al., 2003; Baeza and Marano, 2007). A
noter que cette hiérarchisation de la réponse varie selon notre susceptibilité individuelle.

Compte tenu du réle majeur joué par le stress oxydatif dans les mécanismes de toxicité des PM,
la mesure du potentiel oxydant (PO), c’est a dire, la capacité intrinseque des PM a induire la formation
ou & générer des espéces réactives de 1’oxygene dans un milieu biologique, est proposée comme une
métrique alternative aux simples mesures de concentration massique des PM en vigueur pour la
réglementation et, qui sert actuellement a lancer les alertes sanitaires (Baeza, 2017; Baeza and Marano,
2007; Fang et al., 2016). La mesure du PO intégre les parametres clés de toxicité des échantillons de
PM concernés, tels que leur composition chimique, leur concentration, leur surface spécifique et leur
distribution en taille ou encore la biodisponibilité et les interactions entre les éléments chimiques (Baeza,
2017; Calas et al., 2017). Potentiellement, les effets cocktails sont aussi pris en compte par la mesure du
PO.

Plusieurs approches biochimiques cellulaires ou acellulaires existent pour déterminer le PO des
aérosols:

o D’un point de vue cellulaire, I’inflammation est caractérisée par la suractivation locale
de cellules pro-inflammatoires (telles que les phagocytes, et principalement les
neutrophiles et macrophages) qui provoquent une production accrue de biomarqueurs
de I’inflammation, de protéines du stress oxydatif, et d’ERO (Breznan et al., 2015;
Steenhof et al., 2011). Ainsi, plusieurs tests, qui consistent a mesurer les réponses
cellulaires aprés leur exposition in vitro et/ou in vivo aux PM ont été développés afin de
quantifier le PO des aérosols. Ce manuscrit n’a pas pour but de présenter de maniere
exhaustive I’ensemble des approches cellulaires pour évaluer la capacité intrinséque des
PM a induire la formation d’ERO ; le lecteur peut, a ce sujet se référer, aux travaux de
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Calas. (2017), qui présentent une description exhaustive et une discussion critique des
différents tests.

o De nombreux tests acellulaires existent également pour évaluer les propriétés
oxydantes des PM. Ces tests reposent principalement sur la mesure de la déplétion
d’antioxydants pulmonaires (ou de substituts), catalysée par les espéces redox portées
par les PM. Contrairement aux approches cellulaires, les tests acellulaires permettent
une mesure rapide et peu colteuse du PO (Calas, 2017; Calas et al., 2017). lls prennent
alors tout leur sens en tant qu’indicateurs globaux du PO des PM sans aller jusqu’a une
compréhension fine des mécanismes biologiques. Les tests acellulaires couramment
utilisés dans la littérature actuelle incluent, entre autres les tests au dithiothréitol (DTT,
un réducteur fort, assimilé & un substitut antioxydant), a I’acide ascorbique (AA, un
antioxydant naturel), a la difluorescéine (DCFH, possédant des propriétés
fluorescentes), avec la résonnance paramagnétique électronique (RPE), etc. Plus de
détails sur le principe des 3 essais (tests DTT, AA et DCFH) qui ont été utilisés dans le
cadre de ce travail de thése sont disponibles dans le chapitre méthodologique (Chapitre
2).

1.3 Interactions entre PM et environnement
1.3.1 Impacts sur le climat

Outre les risques avérés pour la santé, les PM impactent également le bilan radiatif terrestre et
sont donc directement impliquées dans la problématique du changement climatique (Fuzzi et al., 2015;
Masclet and Cachier, 1998; Poschl and Shiraiwa, 2015; Stocker et al., 2014). L’impact des PM sur le
climat s’exerce selon deux processus principaux:

o D’une part, en raison de leur capacité d’absorption et de diffusion, les PM peuvent
modifier le rayonnement solaire incident et le rayonnement tellurique. Ceci constitue
I’effet direct des aérosols. Les aerosols peuvent diffuser une partie du rayonnement
solaire incident (de longueurs d’ondes comprises entre 0.1 et 3 pm) provoquant un
refroidissement (forcage radiatif direct négatif) (Figure 8) alors que certaines particules,
telles celles formées de carbone suie (Black Carbon, BC) —considéré par certains
auteurs comme le deuxiéme acteur le plus important du changement climatique aprés
le CO,(Bond et al., 2013; Ramanathan and Carmichael, 2008; Spracklen et al., 2011)—
absorbent le rayonnement solaire incident provoquant un réchauffement de
I’atmosphére (forcage radiatif direct positif) (Figure 8). Les PM peuvent également
interagir avec le rayonnement tellurique (de longueurs d’ondes comprises entre 3 et 100
pm) en absorbant et en réémettant partiellement le rayonnement infrarouge émis par la
Terre (forcage radiatif direct positif). Cependant, ce forgage est faible pour les particules
les plus fines mais non négligeable pour les PM de diamétre supérieur & 2 um. 1l est
estimé que le forcage radiatif direct des PM cause un refroidissement de 0.27 + 0.50
W.m (IPPC, 2013). De plus, en absorbant le rayonnement solaire, les PM entrainent
des modifications des profils verticaux de température et d’humidité relative dont
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dépendent la circulation atmosphérique et la formation des nuages (Ackerman et al.,
2000).
o D’autre part, les PM peuvent modifier la microphysique des nuages par leurs propriétés
physicochimiques et leur durée de vie, ceci constituant I’impact dit indirect. En effet, la

formation des gouttelettes d’eau contenues dans les nuages a besoin d’un noyau de
condensation (CCN, Cloud Condensation Nuclei) que constituent les PM (Delort et al.,
2017; Morris and Sands, 2017; Spracklen et al., 2011; Sun and Ariya, 2006). Une
augmentation de la quantité de PM dans 1’atmosphére peut avoir pour conséquence

I’augmentation du nombre de gouttelettes d’eau dans les nuages et donc de la nébulosité

entrainant un refroidissement au niveau du sol.

Il est & noter cependant qu’il existe des incertitudes considérables sur 1’évaluation de 1’effet

global des PM sur le climat du fait des effets antagonistes des particules constituant 1’aérosol
(Stevens and Boucher, 2012).
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Figure 8: Estimation du forcage radiatif global de principaux constituants de I’atmosphére mesurés 2011 par rapport a 1750
(Rapport IPPC 2011). Chaque graphique en barre représente [’estimation moyenne du forg¢age. Les forcages positifs
correspondent a un réchauffement du climat et ceux négatifs a un refroidissement. La derniére colonne a droite indique le
niveau actuel de compréhension scientifique du forgage, qui est classé comme suivant : H (haut), VH (trés haut), M (moyen)
et L (bas).
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1.3.2 Impacts sur I’environnement

Outre les effets climatiques régionaux et/ou globaux, les PM ont également des impacts
environnementaux locaux préoccupants. En effet, les teneurs élevées de PM dans les atmosphéres
urbaines et péri-urbaines augmentent 1’absorbance ou la diffusion des rayonnements provoquant ainsi
des phénomeénes de réduction de la visibilité. La présence de PM dans I’atmosphére augmente la quantité
de rayonnement solaire diffus au détriment du rayonnement solaire direct, ce qui influence la
photosynthese (Villenave et al., 2012). De plus, les PM peuvent étre a I’origine de la dégradation de
patrimoines immobiliers et monuments historiques par 1’action de leur composante acide sur le calcaire
et le marbre (Laj and Sellegri, 2003; Villenave et al., 2012). Ces altérations et dégats esthétiques
entrainent des frais de nettoyage et d’entretien considérables. Il est cependant difficile d’estimer le cout
réel des dégats inhérents uniqguement aux PM étant donné que celle-ci sont généralement associées a des
nuisances par d’autres polluants: dioxyde de soufre (SO2), pluie acide (Laj and Sellegri, 2003).

Enfin, les PM peuvent étre absorbées par et/ou déposées sur les plantes, limitant la aussi leur
exposition a la quantité de lumiere nécessaire & la photosynthese (Prajapati, 2012). Elles peuvent
également se déposer sur le sol, et par conséquent porter atteinte a la biosphére, directement ou via la
chaine alimentaire qui est liée aux organismes pollués (Prajapati, 2012; Villenave et al., 2012).

La Figure 9 illustre de maniére simplifiée 1’interdépendance entre la composition des aérosols,
leurs propriétés, leurs interactions et transformations atmosphériques, leurs effets sur le climat et la santé
et leurs sources.

[ v
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Figure 9: Schéma simplifié des interdépendances entre la composition des aérosols, leurs propriétés, leurs interactions et
transformations atmosphériques, leurs effets sur le climat et la santé et leurs sources (d’aprés Poschl, 2005).
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1.4 Origines et sources des aérosols atmosphériques:

Les aérosols sont souvent judicieusement classés suivant leur mode de formation (Boucher,
2012; Calvo et al., 2013; Laj and Sellegri, 2003; Masclet and Cachier, 1998). Ainsi, deux catégories
peuvent étre distinguées.

o Les aérosols primaires désignent les particules directement émises dans I’atmosphére Sous
forme solide ou liquide. Ils y sont introduits par différent mécanismes: par friction du vent sur
la surface de la mer, des sols, des sables, des surfaces végétales, par des processus de combustion
incompléte tels que les feux de foréts ou les unités d’incinération, par les éruptions volcaniques,
par des processus biologiques conduisant a 1’émission de microorganismes ou de matériels
végétaux (pollens, deébris végétaux), par des activités industrielles telles que la construction de
batiments ou encore par usure de matériaux de synthése tels que les pneus et les revétements
des routes (Calvo et al., 2013; Laj and Sellegri, 2003).

o Les aérosols secondaires, en revanche sont directement formés in situ dans 1’atmosphére par
des processus de conversion d’espéces gazeuses dont la pression de vapeur saturante est
suffisamment basse pour que le composé soit également présent sous forme condensée. On parle
alors de processus de conversion gaz-particules. En effet, certaines especes atmosphériques
gazeuses, appelées précurseurs d’aérosols, conduisent, a travers diverses transformations
chimiques, telles que la photo-oxydation, a des composés de plus faibles pressions de vapeur
qui condensent et forment la matiére particulaire. Les principaux précurseurs gazeux sont les
Composés Organiques Volatiles (COV), les oxydes de soufre et d’azote (SOx, NOx) et
I’ammoniac (Buseck and Adachi, 2008; Seinfeld and Pandis, 2016).

Les sources des aérosols sont aussi multiples que variées et peuvent étre classées selon leur
caractére naturel ou anthropique. Un bilan massique des aérosols émis a I’échelle globale par les
différentes sources est présenté dans le Tableau 2.

Les émissions naturelles ont quatre sources principales:

Source marine : Les aérosols de sels marins sont émis par 1’écume des vagues par action
¢olienne et par I’éclatement de bulles d’air contenues dans 1’¢écume a la surface de 1’eau. Ces particules
sont essentiellement constituées de chlorure (55 % en masse), de sodium (31 %), de sulfates (8 %), de
magnésium (4 %), de calcium (1 %) et de potassium (1 %) (Pio et al., 1996; Seinfeld and Pandis, 2006).
Ces aérosols couvrent des tailles allant typiqguement de 100 nm a plusieurs dizaines de micrometres. Les
particules les plus grosses retombent trés rapidement a la surface et sont donc de moindre importance
(Boucher, 2012).

Source terrigene : La friction du vent sur la surface terrestre peut arracher des particules de sol
et les mettre en suspension dans 1’atmosphére. Si la composition chimique relative de I’aérosol d’origine
terrigéne est amenée a varier d’une région a une autre, on retrouve néanmoins les mémes composantes
principales : les oxydes de métaux (fer, manganése) et d’aluminosilicates (oxydes d’aluminium et de
silicium). On trouve aussi des composés organiques provenant des débris de plantes et de ’humus.
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Comme pour les aérosols de sels marins, les particules d’origine terrigéne couvrent des tailles allant de
100 nm a plusieurs dizaines de pum (Boucher, 2012). Ces particules peuvent étre transportées sur de
longues distances. La principale source mondiale d’aérosols minéraux est le désert du Sahara, qui
produit annuellement prés de la moitié des aérosols d’origine terrigéne (Calvo et al., 2013; Karanasiou
etal., 2012).

Source volcanique: Les éruptions volcaniques sont une source naturelle significative d’aérosols
primaires et secondaires. Elles injectent de grandes quantités de gaz et d’aérosols dans 1’atmosphére.
Ces aérosols sont constitués de métaux (Aluminium, Silice, Fer, Cuivre, Zinc,) et de sulfates provenant
de la conversion du SO, gazeux, émis en abondance par les volcans (Andersson et al., 2013; Briottet,
2016; Coffey and Mankin, 2003). Contrairement aux autres sources, les panaches de fumées des
éruptions volcaniques peuvent atteindre la haute atmospheére (stratosphere) et ainsi avoir des temps de
résidence plus longs.

Source biogénique: Les aérosols d’origine biogénique sont essentiellement organiques
(Boucher, 2015; Masclet and Cachier, 1998). Ces aérosols, émis par la biosphere, peuvent étre des
microorganismes (cellules bactériennes ou fongiques et leurs spores, des virus, des algues, etc.), des
débris de végétaux et de pollens (Elbert et al., 2007; Jaenicke, 2005; Morris and Sands, 2017). On
qualifie toutes ces particules d’aérosols biogéniques primaires (Boucher, 2012).

Les écosystemes terrestres et marins sont aussi une source importante de précurseurs d’aérosols.
Certaines espéces de phytoplancton produisent du diméthylsulfure (DMS), un composé gazeux qui
s’oxyde dans 1’atmosphére pour former des aérosols soufrés (Boucher, 2012; Fu et al., 2013). Les plantes
émettent des COVs qui s’oxydent dans 1’atmosphére et peuvent former des aérosols composés de
matiere organique. On parle dans ce cas d’aérosols biogéniques secondaires (Boucher, 2012, 2015).

Sources anthropiques: Les sources d’aérosols anthropiques sont tres variées et leur
importance varie dans le temps et dans I’espace (Boucher, 2012, 2015). Les principales activités
impliguées sont le trafic automobile, maritime et aérien, les activités industrielles, la combustion de
charbon, la combustion de biomasse pour le chauffage résidentiel, les feux de foréts, I’agriculture,
I’incinération de déchets, etc. (Calvo et al., 2013; Stocker et al., 2014). La cuisson d’aliments et le tabac
sont également des sources de particules non négligeables en particulier pour la qualité de 1’air intérieur
(Calvo et al., 2013). Ces particules d’origine anthropique sont trés majoritairement carbonées et fines,
cependant certaines émissions, par exemple, par 1’abrasion des pneus ou encore par certaines industries
(cimenterie par exemple), peuvent étre plus grossiéres (Boucher, 2012; Calvo et al., 2013)
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Tableau 2 : Estimation des flux d’émission des principaux types d’aérosols primaires et des précurseurs aux aérosols
secondaires (d’aprés Boucher, 2012, 2015; Stocker et al., 2014). Tg = 10'?g = 1 million de tonnes. Gg = 10%g = 1 millier de
tonnes. C = carbone, S = soufre, N = azote. A l’échelle globale les sources biogéniques représentent 90% de la masse
particulaire émise. Toutefois, a I’échelle locale ou régionale les émissions anthropiques peuvent jouer un role prépondérant.

Origine de la Sources Flux d’émission (par
source an)
NATURELLES
Primaires
Aérosols minéraux 1000—3000 Tg
Sels marins 1000—6000 Tg
Aérosols de feux de biomasse 20—35Tg
Aérosols biogéniques primaires 50—1000 Tg
90% dont les bactéries 0.74—28.1Tg
dont les spores fongiques 8—180Tg
Précurseurs d’aérosols secondaires
DMS 20—40Tg S
SO, volcanique 6—20TgS
Terpénes 40—400 Tg
ANTHROPIQUES
Primaires
Poussiere industrielles 40—130 Tg
Aérosols de feux de biomasse 50—90 Tg
Carbone suie (combustibles fossiles) 6—10 Tg
Carbonne  Organique  (combustibles 20—30Tg
10% .
fossiles)
Précurseurs d’aérosols secondaires
SO 70—90Tg S
Composés organiques volatils 100—560 Tg S
NH3 20—50TgN

Une estimation des principales sources d’émission de matiére particulaire dans 1’atmosphére est
proposée dans le Tableau 2. La premiere information que 1’0n tire de ce tableau est que les émissions
naturelles dominent trés largement en masse les émissions anthropiques a I'échelle globale (Andreae,
1997; Laj and Sellegri, 2003; Seinfeld et al., 1998). Cependant, cette disproportion est largement
expliquée par le fait que les émissions naturelles sont associées aux particules de diameétre
supermicronique (mode grossier) alors que I’essentiel des particules de diamétre submicronique (mode
"fin") quant a lui, est associé aux émissions anthropiques (Laj and Sellegri, 2003). Ce constat prend
alors toute son importance dans la mesure ou la plupart des impacts environnementaux des aérosols sont
inhérents aux particules fines, et en particulier les impacts sanitaires liés aux problémes de pollution par
les particules en zone urbaine (Laj and Sellegri, 2003). Aussi, il est a souligner que 1I’importance
climatique et/ou sanitaire des PM ne dépend pas seulement des flux d’émissions mais aussi de leurs
caractéristiques en termes de composition chimique (Boucher, 2012, 2015).

La seconde information importante que 1’on peut tirer de ce Tableau 2 est I’incertitude
importante liée aux flux d’émissions estimés. Ceci est globalement imputable a la difficulté qu'ont les
auteurs a estimer correctement ces flux plus qu'a une variabilité naturelle réelle (excepté dans le cas des
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émissions volcaniques). Ces incertitudes importantes refletent notamment pour les émissions primaires
un manque de données a l'échelle globale (concernant les processus d'émission, d'évolution et
d’abattement), combiné a une compréhension encore assez limitée des processus de formation pour les
espéces secondaires (Boucher, 2012; Laj and Sellegri, 2003; Seinfeld et al., 1998).

1.5 Composition chimique complexe de I’aérosol atmospherique

Comme expliqué brievement ci-dessus, la composition chimique de 1’aérosol est un autre
parametre fondamental qui contrdle ses impacts sanitaires, climatiques et environnementaux (Boucher,
2012; Fuzzi et al., 2006). Les PM sont généralement classées selon leur composition en deux grands
« pools » chimiques: organiques et inorganiques. En général, ces deux fractions coexistent dans
I’aérosol (Boucher, 2015; Seinfeld and Pandis, 2016). Comme mentionné succinctement dans le
paragraphe précédent, la composition chimique de I’aérosol varie a la fois en fonction de la nature et de
la proximité des sources d’émissions, mais aussi d’un point de vue spatial et/ou temporel suivant les
processus physicochimiques qui ont lieu lors du transport atmosphérique. En fonction des sources
d’émissions, de la distribution granulométrique ainsi que des conditions météorologiques, I’abondance
relative des différents composés peut varier d’un ordre de grandeur voire plus (Fuzzi et al., 2006).
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Figure 10: Composition chimique globale de /’aérosol particulaire en PM2s et PM1o prélevées sur différentes typologies de
sites en Europe (Golly, 2014, adaptée de Putaud et al., 2004). La matiére organique (MO) a été estimée en multipliant la masse
de carbone organique (OC) par un facteur correctif de 71.4. Ainsi la contribution de I’'OM a la masse totale PM est trés
probablement sous-estimée (Fuzzi et al., 2015), ce qui explique en partie la fraction importante de matiére particulaire non
identifiée.

La fraction inorganique: cette fraction est dominée en masse par les sulfates, les nitrates et
I’ammonium. Ces composés résultent en grande partie des réactions chimiques dans 1’atmosphére,
suivies de processus de condensation de ces produits, et sont dés lors généralement associés a 1’aérosol
secondaire (Delmas et al., 2005; Monks et al., 2009; Seinfeld et al., 1998). La fraction inorganique
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d’origine anthropique est majoritairement constituée de sulfates d’ammonium ou de nitrates
d’ammonium, et est principalement issue de processus secondaires mettant en jeu 1’ammoniac (NHs),
les oxydes d’azote (NOx) et le dioxyde de soufre (SO) (Duporte, 2014). D’autres espéces ioniques sont
également présentes, comme le sodium, le potassium, les chlorures, etc. En général, ces ions contribuent
fortement aux aérosols d’origine marine (Boucher, 2015; Delmas et al., 2005). La composante minérale
(couramment appelée Dust), d’origine terrigéne ou anthropique (remise en suspension de particules par
le trafic routier, les activités agricoles, ou par les activités industrielles par exemple) est essentiellement
constituée d’éléments tels que le silicium, le calcium, ’aluminium, le fer, ou encore le manganése,
principalement sous forme d’oxydes.

En régle générale, la fraction inorganique constitue entre 30 a 70% de la masse séche de 1’aérosol
submicronique (Delmas et al., 2005). La spéciation chimique détaillée et les propriétés physiques et
optiques (telles que la densité, I’indice de réfraction, etc.) de 1’aérosol inorganique sont relativement
bien connues a ce jour grace aux mesures expérimentales et aux modélisations (Boucher, 2015; Laj and
Sellegri, 2003; Seinfeld and Pandis, 2016; Zhang et al., 2007).

La fraction carbonée: cette fraction est une composante majeure et ubiquiste de I’aérosol dans
quasiment tous les types d’environnements (Boucher, 2012; Delmas et al., 2005; Jimenez et al., 2009;
Putaud et al., 2010; Seinfeld and Pandis, 2016). Elle peut représenter jusqu’a plus de 70 % de la masse
des PM (Chevrier, 2017; Delmas et al., 2005; Favez et al., 2010; Jimenez et al., 2009). Cette composante
complexe de 1’aérosol est le plus souvent subdivisée en deux classes: le carbone élémentaire et le
carbone organique.

Carbone élémentaire (EC) assimilable au noir de carbone (black carbon, BC): le carbone
élémentaire, autrement appelé black carbon, carbone suie ou carbone réfractaire, en raison
respectivement de sa couleur et de sa résistance aux hautes températures, a des propriétés uniques
(Boucher, 2015). L’EC, inerte chimiquement, est constitué d’atomes de carbone peu ou non-
fonctionnalisés et hautement polymérisés, et sa structure s’apparente a du graphite impur (Delmas et al.,
2005; Seinfeld et al., 1998). L’EC est mesuré par une méthode thermique ou thermo-optique (Cavalli et
al., 2010). 11 est émis directement dans 1’atmosphére au cours de processus de combustion incompléte
(de fuels fossiles ou de biomasse) avec un flux d’émission global allant de 6 & 10 Tg C.y* (Bond et al.,
2013; Boucher, 2015; Zhang and Wang, 2011). L’EC étant une fraction anthropique exclusivement
primaire (Bond et al., 2013; Jacobson et al., 2000; Reddy, 2005), il existe une forte dépendance entre sa
concentration atmosphérique et la distribution spatiale des sources de pollutions : plus on s’éloigne des
sources, plus la concentration en EC diminue (Delmas et al., 2005).

Carbone organique: le carbone organique est défini comme la fraction de 1’aérosol regroupant tous les
composés organiques fonctionnalisés. Contrairement a I’EC, la matiére organique particulaire (MO,
encore appelé « organic aerosol (OA) ») peut étre émise directement dans 1’atmosphere (MO primaire)
ou formé in situ par condensation ou nucléation des produits de dégradation photochimique de COVs
(OM secondaire) (Delmas et al., 2005). La masse de la MO n’est pas mesurée directement, mais elle
peut étre estimée grace aux mesures de carbone organique (OC) auxquelles un facteur correctif est
appliqué afin de prendre en compte le niveau de fonctionnalisation du carbone organique oxygéné et
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hydrogéné (Aiken et al., 2008; Pang et al., 2006). La valeur du ratio MO/OC est fortement dépendante
des sources d’émission, du site de mesure, et des saisons. Il est généralement admis que ce ratio est trés
largement compris entre 1.2 et 1.8 (Turpin and Lim, 2001), mais peut aussi atteindre une valeur de 2.5
pour des aérosols organiques tres oxygénés, comme 1’aérosol secondaire (Aiken et al., 2008). Toutefois,
il est important de souligner que I’application relativement récente de la spectrométrie de masse
appliquée aux PM (Aerosol Mass Spectrometer—AMS) a permis de faire des progres substantiels dans
la caractérisation et I’étude de 1’évolution de la nature chimique de I’OM submicronique, et d’accéder
directement a la valeur du rapport MO/OC (Zhang et al., 2007).

La fraction organique est importante en masse et représente généralement entre 10 et 70% de la
masse séche totale de I’aérosol ambient (Alves, 2008; Delmas et al., 2005; Li et al., 2018). Contrairement
a la fraction inorganique, la MO est constituée de milliers d’espéces chimiques avec diverses
caractéristiques physicochimiques en termes de réactivité, de volatilité, d’hygroscopie, etc. (Boucher,
2015; Delmas et al., 2005). Cette diversité extraordinaire de I’aérosol organique demeure un défi majeur
limitant d’une part, 1I’obtention d’une caractérisation chimique exhaustive de la MO et d’autre part, la
compréhension de ses effets sur le climat et la santé publique (Boucher, 2015; Delmas et al., 2005; Fuzzi
et al., 2007). En effet, malgré de nombreuses avancées techniques ces derniéres décennies, les analyses
chimiques de routine ne permettent au mieux que I’identification moléculaire d’environ 20 % de la
masse de la MO (Alfarra et al., 2007; Fortenberry et al., 2018; Noziére et al., 2015; Yttri et al., 2019;
Zhang et al., 2005).

Cet état de fait souligne la nécessité d’acquérir une connaissance approfondie des sources et des
processus de formation et d’évolution de 1’aérosol organique, afin de paramétriser au mieux les modéles
de transport-chimie (CTM) aux échelles régionale et globale, qui ne parviennent généralement pas a
simuler avec précision la masse de matiére organique particulaire (Figure 11) (Aksoyoglu et al., 2011;
Ciarelli et al., 2016). Comme illustré dans cette Figure 11, les modeles CTM sous-estiment encore
largement la matiére organique particulaire observée (Pai et al., 2019; Tanarhte et al., 2019). Cela
conduit a une mauvaise prévision de la qualit¢ de I’air ambiant lors d'événements de pollution
spécifiques, tels que ceux liés aux fortes concentrations de PM provenant de la combustion de biomasse
(Pandis et al., 2013; Stromatas et al., 2012). De plus, ces fortes incertitudes participent également aux
difficultés actuelles d’une part a évaluer avec précision les effets de différentes stratégies de réduction
de la concentration atmosphérique en MO dans les zones polluées, et d’autre part, & quantifier I'effet de
la MO sur le changement climatique a court terme (Pandis et al., 2013; Yttri et al., 2009).
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Figure 11 : Comparaison des concentrations d’aérosols organiques mesurées et prédites par un modele eulérien de chimie-
transport (CAMX) pour un site rural de fond en Suisse (adapté de Ciarelli et al., 2016). Les auteurs ont simulé trois scenarios
de volatilité pour les aérosols organiques primaires. NOVBS : désigne le scenario ou les aérosols organiques primaires ont
été considérés comme non volatiles. VBS_ROB et VBS_BC désignent les scenarios ou les aérosols organiques primaires ont
été considérés comme volatiles et soumis aux oxydations dans I'atmosphére, mais en appliquant différents ratios de conversion
primaire/secondaire.

Ainsi, pour avancer dans la compréhension des sources de la MO, de nombreuses études menées
depuis une bonne vingtaine d’années se sont focalisées notamment sur les espéces chimiques d’origine
anthropique et/ou formée secondairement in situ via différents processus homogénes et hétérogenes.
Cependant on sait qu’une fraction massique importante de la MO résulte aussi tres probablement
d’émissions directes par des sources spécifiques, avec en particulier, une composante provenant des
sources biogéniques (Amato et al., 2017; Andreae, 1997, 2007, 2007; Boucher, 2015; Bozzetti et al.,
2016; Coz et al., 2010; Fuzzi et al., 2006; Jaenicke, 2005; Penner et al., 2001), selon des processus qui
ont été proposés mais qui restent encore insuffisamment étudiés (Boucher, 2015; Bozzetti et al., 2016;
Cozetal., 2010; Després et al., 2012; Elbert et al., 2007; Martin et al., 2010; Perrino and Marcovecchio,
2016; Zhu et al., 2016). Ce manque de connaissances est dii d’une part au fait que les impacts
atmosphériques associés aux aérosols organiques biogéniques primaires (PBOA) ont longtemps été mal
compris et mal caractérisés, et d’autre part en raison des coiits élevés et des défis analytiques pour
distinguer les particules d’origine biogénique primaire des autres particules carbonées (China et al.,
2016, 2018; Després et al., 2012; Martin et al., 2010; Pdschl, 2005).
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Par ailleurs, la communauté des chimistes et modélisateurs de 1’atmosphére a longtemps
considéré les concentrations de particules d’origine biogénique primaire comme insignifiantes par
rapport aux autres particules carbonées, ce qui a donc généralement limité leur prise en compte dans les
caractérisations a grande échelle (avec peu de connaissance des cycles multi-annuel et des répartitions
spatiales) (Després et al., 2012). De méme, trés peu de développements ont été faits pour I’inclusion de
cette fraction dans les modeles climatiques globaux (Boucher, 2015; Despreés et al., 2012; Frohlich-
Nowoisky et al., 2016; Jaenicke, 2005; Martin et al., 2010). A titre d’exemple, le troisiéme rapport
d’évaluation du Groupe d'Experts Intergouvernemental sur 1'Evolution du Climat (GIEC) en 2001 a
indiqué que la contribution globale du PBOA n'était que de 56 Tg.an contre 3 340 Tg.an pour le sel
marin et 2 150 Tg.an pour les poussiéres minérales (Penner et al., 2001). Ces mémes estimations ont
été reprises dans le quatriéme rapport d’évaluation du GIEC en 2007 (Després et al., 2012; Frohlich-
Nowoisky et al., 2016; Solomon et al., 2007). De plus, le Groupe de travail | (« Base scientifiques
physique ou Physical Science Basis en anglais ») — qui évalue les avancées realisées dans la
compréhension des facteurs naturels et anthropiques impliqués dans les processus de changements
climatiqgues— n’a aucunement évoqué le PBOA dans sa contribution a ce quatriéme rapport d’évaluation
du GIEC (Després et al., 2012; Solomon et al., 2007).

La suite de ces travaux de these se focalisera donc sur cette fraction biogénique primaire de
1I’OM, qui reste jusqu’a présent trés insuffisamment appréhendée et comprise.

2 Focus sur les aérosols organiques d’origine biogénique primaire

Cette section présente une bibliographie générale (non exhaustive) sur les aérosols organiques
d’origine biogénique primaire. Afin de limiter les redondances, une bibliographie plus large est proposée
dans différents chapitres dédiés de la these (ceci est exposé plus en détail dans les Chapitres 3, 4, 5 et
6).

2.1 Généralités sur les aérosols organiques biogéniques primaires (PBOA)

L’ expression « aérosols organiques biogéniques primaires » désigne toutes les particules
biologiques directement émises par la biosphére dans I’atmosphére (Amato et al., 2017; Frohlich-
Nowoisky et al., 2016; Martin et al., 2010; Matthias-Maser and Jaenicke, 1995; Pdschl, 2005; Poschl
and Shiraiwa, 2015). Cette catégorie d’aérosols ubiquiste se subdivise en deux principaux groupes :

o le premier est constitué d’organismes vivants, qui sont capables de coloniser 1I’atmosphére et/ou
participer a la reproduction des plantes. Ces particules incluent des cellules entiéres (bactéries,
champignons fongiques, moisissures, virus archées, algues, etc.) et leurs unités reproductives
(spores de champignons, bactéries, fougeres, etc.).

o lesecond rassemble les organismes non vivants, qui comprennent les microorganismes morts et
les débris cellulaires, ainsi que des composés cellulaires microbiens tels que les endotoxines, les
mycotoxines, 1’ergostérol et autres espéces chimiques résultant de ces émissions biogéniques,
telles que I’ADN, la chitine, les (1,3)-B-D-glucanes; des fragments d’insectes ou de
mammiferes; les pollens et débris de plantes (cellulose, hémicellulose, etc.), etc.
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Comme illustré avec la Figure 12, les aérosols organiques biogéniques primaires contiennent
des particules dont la taille varie d’une fraction de nanomeétre (ex., les protéines et virus) a quelques
dizaines de micrométre (ex. les pollens). Au-dela de cette taille, les particules se déposent assez
rapidement par sédimentation (Amato et al., 2017; Frohlich-Nowoisky et al., 2016; Manninen et al.,
2014). Dans I’atmospheére, les pollens des plantes anémophiles présentent généralement un diamétre
moyen compris entre 17 et 58 um (Després et al., 2012; Shirleen M. Theisinger, 2017); les spores
fongiques sont généralement plus petites (1 a 30 um) et présentent un diametre typiquement inférieur a
10 um (Elbert et al., 2007; Manninen et al., 2014); celui des bactéries est généralement de 0.25-8 um ;
et les virus, qui sont typiquement moins nombreux (Shirleen M. Theisinger, 2017; Yoo et al., 2017),
présentent un diametre moyen de 0.3 um (Manninen et al., 2014; Yoo et al., 2017). Les fragments
microbiens et débris de plantes présentent des diametres trés variables (Shirleen M. Theisinger, 2017,
Yoo et al., 2017).

Les particules contenues dans le PBOA peuvent exister sous forme cellulaire ou d'agglomérats
de cellules (Després et al., 2012; Froéhlich-Nowoisky et al., 2016). Elles peuvent également adhérer aux
particules de sols mises en suspension dans 1’air et/ou aux débris de feuilles, ou encore exister sous
forme de conglomérats de cellules entourées d'un film de matiére organique ou inorganique (Després et
al., 2012; Frohlich-Nowoisky et al., 2016; S. Cox and Wathes, 1995). Au sein du PBOA, les spores
fongiques les plus diverses et constituent les particules biologiques les plus abondantes en nombre et en
masse (Fréhlich-Nowoisky et al., 2009; Hummel et al., 2015; Tanarhte et al., 2019). Les estimations des
émissions globales en masse de spores fongiques dans 1’atmosphére sont trés incertaines et varient entre
8 et 186 Tg.an (Jacobson and Streets, 2009; Sesartic and Dallafior, 2011). De méme, les estimations
globales d’émissions de bactéries dans 1’atmosphére varient considérablement et sont comprises entre
0.74 a 28.1 Tg.an't (Burrows et al., 2009; Hoose et al., 2010; Jacobson and Streets, 2009; Sesartic and
Dallafior, 2011). Enfin, les estimations d’émissions globales de pollen dans I’atmosphére divergent aussi
entre les études, et sont comprises entre 47 et 84 Tg.an™ (Hoose et al., 2010; Jacobson and Streets, 2009).
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Figure 12 : Distribution en taille des particules dans les aérosols organiques biogéniques primaires avec quelques exemples
d’illustrations : (A) protéine ; (B) virus, (C) bactérie, (D) spore fongique et (E) grain de pollen.(adaptée de Froéhlich-Nowoisky
et al., 2016).
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Des études récentes suggerent que les aérosols organiques biogéniques primaires sont une
source non négligeable de matiéres organiques grossieres (> 2um). Il est estimé que le flux d’émission
de la MO préindustrielle pourrait étre largement dominé les particules organiques d’origine biogénique
primaire (Andreae, 2007; Bozzetti et al., 2016; Martin et al., 2010). A titre d’exemple, Jaenicke, (2005)
a indiqué que 5 a 50 % de la masse des aérosols grossiers pourrait étre associée aux PBOAs. De méme,
le dernier rapport d’évaluation du GIEC, qui a mieux pris cette fraction en considération que les
précédents, a indiqué en 2013 que la contribution globale du PBOA pourrait varier entre 50 et 1000
Tg.an (Spracklen and Heald, 2014; Stocker et al., 2014). Cette large incertitude illustre parfaitement
nos lacunes dans la compréhension des sources, des processus d’émissions dans 1’atmospheére et la
composition générale du PBOA. Ces limites sont trés probablement liées au mangue de données
spatiales sur le cycle annuel du PBOA et surtout a ’absence d’une approche interdisciplinaire capable
de relier la chimie des aérosols a leurs caractérisations biologiques (Perrino and Marcovecchio, 2016).

Comme tous les aérosols, les PBOAs influencent également les processus atmosphériques, le
climat, I’environnement et la santé humaine (voir Figure 9). Au sein du PBOA, certaines particules ont
été associées a de nombreux effets déléteres sur la santé humaine, comprenant certaines maladies
infectieuses aux effets toxiques aigus, certaines allergies, I'asthme et certains cancers (Douwes et al.,
2003; Pearson et al., 2015; Wang et al., 2015). Leurs rdles dans les allergies respiratoires sont
particulierement bien documentés dans littérature actuelle (Douglas et al., 2018; Pearson et al., 2015).
Ces particules biogéniques peuvent également agir comme des vecteurs de dissémination de
phytopathogenes et ainsi entrainer des pertes économiques considérables dans 1’agriculture (Després et
al., 2012; Frohlich-Nowoisky et al., 2016; Morris and Sands, 2017). De plus, elles peuvent influencer le
cycle hydrogéochimique en agissant comme des CCN et IN (Amato et al., 2017; Hummel et al., 2018;
Morris and Sands, 2017; Vaitilingom et al., 2013).

2.2 Caractérisation des particules biologiques atmosphériques

La détection, la classification, et la quantification des particules biogéniques primaires ont
longtemps été un défi technique du fait de la complexité du matériel biologique ambient (Bozzetti et al.,
2016; Di Filippo et al., 2013). Les techniques analytiques couramment utilisées se regroupent en deux
grandes catégories: les méthodes culturales et non culturales (Liang et al., 2012).

2.2.1 Méthodes culturales

Historiquement, I’aérobiologie était basée sur les techniques culturales, en particulier sur les
méthodes de comptage direct sur boites de pétri. Cette méthode repose sur le dépot (passif ou actif) des
microorganismes sur un milieu nutritif approprié et leur développement dans des conditions
d’incubation spécifique. Les unités formant colonies (UFC) sont ensuite dénombrées pour exprimer la
concentration des aérosols biologiques. Cependant, cette méthodologie ne permet de collecter et de
détecter que le seul matériel vivant et cultivable, bactéries, champignons et algues. Ainsi, les résultats
obtenus par ces méthodes culturales sous-estiment considérablement la concentration et la diversité de
particules viables contenues dans le PBOA car seulement de 1’ordre de 1% des bactéries et 17% des
champignons présents dans 1’air ambient sont cultivables (Fréhlich-Nowoisky et al., 2016; Perrino and
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Marcovecchio, 2016). De plus, en raison de la faible reproductibilité et des incertitudes considérables
sur les résultats, I’application des approches culturales pour des mesures quantitatives est trés limitée
(Fréhlich-Nowoisky et al., 2017; Liang et al., 2012).

2.2.2 Méthodes non culturales

Les méthodes traditionnelles culturales ne reflétent pas franchement 1’abondance totale des
aérosols biologiques, et demandent de plus beaucoup de temps et d'efforts (Liang et al., 2012). Par
conséquent, diverses approches plus efficaces pour la détection et la quantification des particules
contenues dans le PBOA ont été développées.

2.2.2.1 Approches biologiques et physiques
2.2.2.1.1 Coloration de proteines et d'acides nucléiques

Des colorants spécifiques peuvent étre utilisés pour mettre en évidence les composants
biologiques de I’aérosol. Certains colorants biologiques peuvent réagir spécifiquement avec différentes
biomolécules, et cette propriété est souvent utilisée pour détecter et/ou quantifier la présence des
composeés spécifiques, tels que les protéines, I'ADN, les lipides, les glucides, etc. A titre d’exemple, le
bleu de Coomassie — un colorant spécifique des protéines — a été utilisé par Jaenicke, (2005) pour
observer les particules biologiques dont le De est supérieur a 2 um. Cet auteur a montré que la fraction
biologique pourrait représenter entre 5 et 50% de la masse des aérosols prélevés a Mainz, Allemagne.
De méme, le SYBRsS — un colorant spécifique de I’ADN— a été utilisé par Bauer et al., 2008 pour
dénombrer les spores au microscope a épifluorescence.

2.2.2.1.2 Amplification et hybridation des acides nucléiques

Les techniques de biologie moléculaire telles que la réaction en chaine par polymérase (PCR)
ou I'nybridation in situ en fluorescence (Fluorescent in situ hybridization —FISH) ont particuliérement
été appliquées aux échantillons de PM (Perrino and Marcovecchio, 2016).

La PCR consiste a I’amplification d’une séquence d’ADN caractéristique d’un organisme ou
d’un groupe d’organismes (ex. bactéries et archées, champignons, etc.). L’intérét est qu’a partir d’un
échantillon complexe et peu abondant en ADN, une importante quantité d’un fragment d’ADN cible est
amplifié de I’ordre de 2" (n : nombre de cycles de PCR). Cette technique est décrite plus en détail dans
le chapitre méthodologique (chapitre 2). La PCR quantitative (QPCR) permet de mesurer la quantité
initiale d'’ADN présent dans un échantillon et fourni donc une estimation de 1’abondance de la séquence
cible. Aprés I’amplification de I’ADN, il est également possible de faire des études de communautés
grace aux différentes approches de séquencage (ordre d'enchainement des nucléotides pour un fragment
d’ADN donné). Parmi les différentes approches, les technologies de séquencage de nouvelle génération
(NGS) sont trés populaires et sont actuellement utilisées pour caractériser 1’abondance et la diversité
d’un groupe d’organismes contenus dans les échantillons atmosphériques (Fréhlich-Nowoisky et al.,
2016; Frohlich-Nowoisky et al., 2017). Cependant, trés peu d’études existent a ce jour sur la
caractérisation du matériel biologique atmosphérique, et aucune d’entre elle n’a effectué de
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caractérisation exhaustive de la diversité des particules biogénigques primaires contenues dans un méme
échantillon de PM (Perrino and Marcovecchio, 2016).

L'hybridation in situ en fluorescence est basée sur I’emploi d’une sonde marquée possédant un
fluorochrome. Ces sondes sont des séquences complémentaires de la séquence cible. Elles sont
marquées par des fluorochromes tels que la fluorescéine, la rhodamine, etc. La visualisation de
I’hybridation sur la séquence cible de I’ADN se fait par microscopie a épifluorescence. Il est possible
d’utiliser différents types de sondes du plus généraliste (phylum) au plus spécifique (genre) (Frohlich-
Nowoisky et al., 2017).

2.2.2.1.3 Microscopie électronique

Outre ces approches biologiques, d'autres méthodes physiques ont aussi été utilisées pour
quantifier la concentration de particules biologiques dans 1’atmosphére (Coz et al., 2010). Les
observations microscopiques directes identifient les particules biologiques a partir de leur morphologie
ainsi que leur composition en oligo-éléments. La microscopie a balayage électronique couplée a la
spectroscopie de rayons X a dispersion d'énergie (MEB/EDX) a été utilisée pour déterminer la masse
du PBOA associée aux PM,5 (Coz et al., 2010). Cependant la grande diversité des sources biogéniques
et les similitudes morphologiques entre les différentes particules atmosphériques pourraient conduire a
une mauvaise évaluation de la masse du PBOA (Fréhlich-Nowoisky et al., 2017). De plus cette approche
requiert beaucoup de temps, rendant trés difficile la caractérisation de longues séries temporelles
d’échantillons de PM.

2.2.2.1.4 Meéthode de détection des particules biologiques en temps réels

La plupart des matériaux biologiques atmosphérigues contiennent des molécules chimiques qui
présentent une fluorescence intrinséque (Huffman and Santarpia, 2017). Cette propriété est souvent
utilisée par les instruments basés sur les méthodes de laser et/ou de fluorescence induite par la lumiére
UV pour la détection en ligne et la quantification spécifiques de particules biologiques présentes dans
I’atmosphére. Les biofluorophores couramment utilisés sont les acides aminés aromatiques (ex.
protéines), le nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH), le tryptophane, la riboflavine, la
chlorophylle, les coenzymes, les métabolites et les matériaux de structure cellulaire (Fréhlich-Nowoisky
et al., 2017; Huffman and Santarpia, 2017). Ces approches sont intéressantes car elles permettent
d’évaluer la contribution totale des particules organiques biogéniques primaires indépendamment de
leur viabilité et de leur cultivabilité (Perrino and Marcovecchio, 2016). Cependant, ces méthodes ne
fournissent pas d’information sur la nature réelle des particules biogéniques présentes. De plus, des
incertitudes pourraient provenir de la fluorescence d’autres particules non biogéniques primaires (eX.
certains aérosols organiques biogéniques secondaires et substances humiques) ainsi que de la faible
fluorescence et/ou 1I’autofluorescence de certains microorganismes (Fréhlich-Nowoisky et al., 2016;
Huffman and Santarpia, 2017).
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2.2.2.1.5 Approches chimiques : marqueurs moléculaires

Plusieurs traceurs moléculaires, spécifiques a un groupe ou a une communauté microbienne
particuliére peuvent étre utilisés pour caractériser et quantifier un groupe ou une communauté biologique
specifique. A la fin des années 1970, I’ergosterol a été la premiere molécule proposée comme étant un
marqueur moléculaire de [I’abondance de champignons fongiques dans les échantillons
environnementaux (Buiarelli et al., 2013; Di Filippo et al., 2013). De méme, les glycérophospholipides,
présents chez certains champignons et pollens, ont été utilisés pour estimer leur abondance
atmosphérique (Fréhlich-Nowoisky et al., 2017; Womiloju et al., 2003). L’endotoxine, un composant
majeur de la paroi des bactéries, a également été proposé comme un proxy de I’abondance des bactéries
a Gram négatif (Liang et al., 2012).

2.3 Lessucres primaires comme traceur moléculaire spécifique des PBOAs

Comme nous I’avons vu ci-dessus, plusieurs approches analytiques existent pour estimer
I’importance individuelle de certaines particules organiques d’origine biogénique primaire. Cependant,
celles-ci ne permettent pas d’estimer la composition globale et la masse totale du PBOA, ni méme les
processus dominants par lesquels cette fraction se retrouve dans 1I’atmosphére (Bozzetti et al., 2016).
Cela est cependant possible grace a I’analyse de la spéciation moléculaire des marqueurs organiques,
parmi lesquels on peut rechercher des traceurs spécifiques de sources pour identifier et quantifier la
contribution des sources d’émissions a la fraction organique totale des aérosols. Ainsi pour avancer dans
la compréhension des sources la MO, des carbohydrates spécifiques (notamment les polyols et
saccharides primaires) ont été proposés et sont actuellement utilisés comme des traceurs moléculaires
spécifiques pour estimer la contribution du PBOA a la masse totale des PM (Bauer et al., 2008; Coz et
al., 2010; Gosselin et al., 2016; Li et al., 2018; Srivastava et al., 2018; Verma et al., 2018; Weber et al.,
2018, 2019; Xiao et al., 2018; Zhu et al., 2015).

Un apergu de la structure moléculaire ainsi qu’une description détaillée du réle biologique des

carbohydrates détectés dans le cadre de cette étude, et qui ciblent spécifiqguement les sources d’aérosols
organiques biogéniques primaires, est présenté en détail ci-apres.
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Figure 13: Structures moléculaires des carbohydrates détectés dans le cadre de cette étude, et qui ciblent spécifiquement les
sources d’aérosols organiques biogéniques primaires. (A) Polyols et (B) les saccharides primaires détectés dans les aérosols.

A heure actuelle, On estime que ces carbohydrates sont relativement stables dans I'atmosphére (Wang et al., 2018).

o Lespolyols ou sucres d’alcool sont, comme leur nom 1I’indique, des composes chimiques formeés
lorsque les groupements aldéhydes et cétones des sucres primaires sont réduits en fonctions
hydroxyles. La Figure 13 illustre la structure chimique des polyols couramment détectés dans les
échantillons de particules atmosphériques. Les sources proposées pour 1’origine de ces especes
chimiques dans 1’atmosphére sont directement reliées aux pollens et algues ainsi qu’aux
microorganismes des sols, et particulierement aux bactéries ou a la flore fongique, pour lesquelles
ces polyols constituent des espéces chimiques importantes d’un point de vue biologique (Medeiros
et al., 2006; Rogge et al., 2007; Simoneit et al., 2004; Verma et al., 2018). En effet, les polyols
entrent dans la composition de I’acide téichoique, un des principaux constituants des parois
cellulaires des bactéries a Gram positif ou des champignons (chitine) (Goétz et al., 2006; Nowotny,
1979). Par ailleurs, comme chez certaines plantes vasculaires, lichens ou algues, les polyols sont
utilisés par les microorganismes (notamment les bactéries et champignons) pour lutter contre les
changements de potentiel osmotique cellulaire lié au stress hydrique (sécheresse estivale), aux fortes
températures ou a une salinité élevée (Medeiros et al., 2006; Ruijter et al., 2003; Véléz et al., 2007;
Zhu et al., 2015). Dans ces conditions difficiles, les polyols de faibles poids moléculaires (voir
Figure 13) sont synthétisés et accumulés a de tres hautes concentrations dans le cytoplasme,
permettent aux cellules d’augmenter leur potentiel osmotique et maintenir leur turgescence
(Duckworth, 2012; Hallsworth and Magan, 1996; Jia et al., 2011; Medeiros et al., 2006; Welsh,
2000). Chez les microorganismes, parmi les autres roles biologiques majeurs proposés pour les
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3.1

polyols figurent le stockage de carbohydrates de réserve servant de source d’énergie réduite et
mobilisable, d’accepteurs d’hydrogéne servant a maintenir le pH cytoplasmique, et leur capacité a
désactiver les espéces réactives de I’oxygene (Duckworth, 2012; Upadhyay et al., 2015; Véléz et
al., 2007).

o Le glucose est le monosaccharide le plus abondant chez les plantes vasculaires (Cowie and
Hedges, 1984; Li et al., 2018; Medeiros et al., 2006; Zhu et al., 2015) et constitue une source
importante de carbone pour les microorganismes telluriques, tels que les champignons et les
bactéries (Cowie and Hedges, 1984; Jia et al., 2011; Medeiros et al., 2006; Paul and Clark, 1996).
Le dioxyde de carbone (CO) fixé dans les feuilles arrive dans le phloéme des arbres principalement
sous forme de glucose + fructose et atteint les cellules racinaires sous cette forme (Martin et al.,
1988; Medeiros et al., 2006).

o Le tréhalose, dimere du glucose, est largement répandu chez les microorganismes (notamment
les champignons et bactéries) ainsi que chez quelques plantes supérieures et certains insectes
(Elbein, 2003; Hallsworth and Magan, 1994; Teramoto et al., 2008). De trées fortes concentrations
de trehalose s’accumulent dans le cytoplasme cellulaire lorsque les milieux sont pauvres en
nutriments ou pendant des stress hydrigues et thermiques. Il joue un rdle important pour le maintien
de la membrane (Elbein, 2003; Ghosh et al., 2014). Effet, le tréhalose établit des liaisons hydrogénes
avec les membranes et les macromolécules lors des stress hydriques. Il empéche également la
dénaturation des molécules intracellulaires (ex. les enzymes) en conditions de secheresse estivale,
garantissant aux microorganismes de reprendre leurs activités métaboliques normales lorsque les
conditions redeviennent favorables (Ghosh et al., 2014).

Méthodologies d’identification et quantification de sources d’aérosols:
Introduction des differentes approches

Si la spéciation chimique des particules atmosphériques apporte des informations trés

pertinentes sur leur origine, une approche statistique et quantitative est nécessaire pour déterminer

quantitativement la contribution des différentes sources majeures de I’aérosol. Selon une revue
bibliographique de Viana et al. (2008), trois principales catégories de technigques de quantification des

sources peuvent étre définies:

o Des méthodes basées sur le traitement numérique élémentaire des données, telles que la
corrélation des directions de vents et des concentrations des composantes des PM (Henry et al.,
2002);

o Des méthodes basées sur des inventaires d’émissions et/ou des modé¢les de dispersion qui
simulent les émissions, la formation, le transport et le dépot de 1’aérosol (Eldering and Cass,
1996). Ce sont typiquement les modéles de chimie transport ;

o Des méthodes basées sur 1’évaluation statistique des données chimiques ambiantes de 1’aérosol
prélevé sur un site récepteur pour estimer le nombre de sources potentielles, leur composition
chimique et pour quantifier leurs contributions a la masse des PM. Les modeles statistiques
utilisés dans ce cas sont dits modeles-récepteurs et supposent la stabilité du profil chimique de
la source entre la source d’émission et le site récepteur (Belis et al., 2014; Hopke et al., 2006).

35



La Figure 14 illustre les différents types de modéles récepteurs se différenciant par le degré de
connaissance requis a priori des caractéristiques des sources d’émissions et le nombre
d’échantillons nécessaires a une attribution des sources (Viana et al., 2008). Les modeles
récepteurs les plus couramment utilisés dans la littérature sont le modele univarié CMB (pour
Chemical Mass Balance), nécessitant une trés bonne connaissance des sources a I’émission mais
pouvant étre appliqué avec un échantillon unique, et le modéle PMF (pour Positive Matrix
Factorization) qui au contraire, ne requiert que peu de connaissance des sources émettrices mais
un trés grand nombre d’échantillons (Chevrier, 2017; Viana et al., 2014).

Knowledge required about pollution sources
prior to receptor modelling
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Figure 14: Les modéles-récepteurs couramment utilisés pour ['estimation des contributions des sources de PM atmosphériques
(Viana et al., 2008). PCA: Principal Component Analysis; PMF: Positive Matrix Factorization; ME-2: Multilinear Engine;
COPREM: Constrained Physical Receptor Model; CMB: Chemical Mass Balance.

A TIGE, I’équipe CHIANTI (Chimie atmosphérique) est reconnue pour son expertise sur le
modele PMF et de ses développements (Chevrier, 2017; Waked et al., 2014; Weber et al., 2018, 2019),

c’est celui que nous utiliserons ici.

3.2 Approche PMF : principe général du modeéle

Dans le cadre de précédents travaux (DECOMBIO et SOURCE) a I’IGE, une méthodologie de
PMF homogene a été développée afin d’identifier et quantifier I’importante des sources d’émission qui
influencent la concentration atmosphérique en PM3o observée sur plusieurs sites d’étude en France. Cet
important travail, réalisé en amont de cette thése, a permis de constituer une base de données unique et
primordiale pour investiguer finement la source PBOA (ceci est détaillé dans le chapitre 2).

Le modele PMF, développé par Paatero et Tapper (1993) est une méthode d’analyse factorielle
multivariée qui tente de répartir les sources de PM a partir d’une série d’observations de concentrations
d’espéces chimiques (OC, EC, especes organiques identifiées, spéciation ionique, métaux et éléments
traces, etc.) mesurées sur un site récepteur, en se basant sur leurs corrélations internes. Ce modéle
rassemble dans un minimum de facteurs les fractions des espéces dont les concentrations évoluent de la
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méme maniére dans le temps, chaque facteur étant ensuite associé a une source et/ou a une catégorie de
source.

La PMF permet de factoriser une matrice de données, correspondant aux concentrations
mesurées sur le site récepteur X de taille (n X m), ou n est le nombre d’échantillons et m le nombre des
espéces chimiques, en deux matrices G correspondant aux contributions des sources d’émission p
(également appelées facteurs) pour chaque échantillon n, de taille (n x p) et F correspondant aux profils
des sources (composition chimique) de taille (p * m). L’écart entre la mesure X et modele Y= G x F est
donnée par E, la matrice des résidus. La PMF résout alors 1’équation suivante :

X=GXF+E

p
Xij = Z Gir X frj + €ij
k=1

Avec x;j: concentration de ['espéce j le jour i; gy contribution du facteur k le jour i;
fxjfraction du facteur k provenant de l’espéce j et e;;: la fraction de [’espéce j le jour i non expliquée
par le modele (résidu).

La PMF effectue une déconvolution en différents facteurs en associant dans chacun des facteurs
des fractions de chacune des espéces chimiques reconstruites dont les concentrations évoluent de
maniére similaire. L’identification des facteurs en sources et/ou en catégories de sources se fait ensuite
grace aux composés traceurs caractérisant le facteur et a leur répartition dans celui-ci. Ainsi, c’est la
reconnaissance géochimique (composition du facteur, identification des traceurs, adéquation avec les
cycles saisonniers ou les épisodes spécifiques, etc.) qui permet d’attribuer un processus d’émission a
chaque facteur. Les critéres statistiques pour la validation du modele PMF seront détaillés dans la
premiére partie du chapitre 4.

Toutefois, une limite importante du 1’outil PMF réside dans le fait que le nombre de facteurs ou
le profil des facteurs obtenus par analyse PMF peut ne pas refléter les sources d’émission réelles mais
des mélanges de sources compte tenu de la dynamique atmosphérique complexe, de conditions
oxydantes intenses, de sources locales, etc. (Escrig et al., 2009). Un outil a alors été développé
permettant de résoudre des équations multilinéaires plus complexes que la PMF (modeéle bilinéaire): le
ME-2 (Multilinear Engine 2) (Paatero, 1999; Paatero et al., 2014; Paatero and Hopke, 2009). Cet outil
permet I’incorporation de contraintes en se basant sur la connaissance, a priori, des sources influentes
sur le site d’étude.

L’approche PMF est trés utilisée pour 1’étude des sources de particules atmosphériques
(Chevrier, 2017; Weber et al., 2019). Trés récemment, Bozzetti et al. (2016), en couplant une approche
PMF aux mesures de terrain & haute résolution temporelle réalisées par AMS (Aerosol Mass
Spectrometer), ont pu caractériser les sources majeures des PMo collectées sur un site rural de vallée en
Suisse. Ces auteurs ont ainsi pu quantifier pour la premiere fois la masse totale de PBOA hydrosoluble
(Figure 15), qui représente 41.7 % de la masse totale MO dans la fraction PM1o mesurée en début d’été
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2012 (Juin-Juillet) sur leur site d’étude. Bien que moindre, ces auteurs ont montré que la contribution
du PBOA est non négligeable et représente en moyenne 8% de la masse de matiére organique dans les
PMjio prélevées sur leur site d’étude en hiver 2013 (janvier-février). A notre connaissance, cela constitue
I’unique étude portant sur la contribution totale du PBOA & la masse de MO dans les PMio. Cependant,
cette étude, réalisée sur une trés courte série de données (deux mois), ne donne pas une vision
convaincante du cycle annuel et de la dynamique spatiale de cette source importante d’aérosols
organiques primaires. Ainsi, des informations complémentaires et plus robustes sont nécessaires pour
une meilleure compréhension des PBOASs.
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Figure 15: Spéciation chimique des PMuo prélevées sur un site rural Suisse (pendant 1'été 2012) et les différentes sources de
matiéres organiques observées sur le site récepteur. Ces résultats montrent que le PBOA représente une fraction majoritaire
de la MO et sa contribution est similaire a celle des aérosols organiques secondaires (adaptée de Bozzetti et al., 2016).
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4 Objectifs et mise en ceuvre de la thése
4.1 Motivations et objectifs de ce travail de thése

La revue bibliographique précédente permet de mettre en évidence 1’importance de 1’étude des
aerosols organiques atmosphériques afin de pouvoir modéliser plus précisément leur transport
atmosphérique et mieux contraindre leurs impacts sur la santé humaine, le climat ainsi que sur
I’environnement. Si le niveau de compréhension des aérosols organiques anthropiques et secondaires a
relativement bien avancé ces dernieres années, la composante biogénique primaire demeure
insuffisamment étudiée. Malgré des études récentes sur la quantification individuelle de certaines classes
de particules atmosphériques biologiques (ex., bactéries, champignons, pollens, etc.), la masse totale du
PBOA ainsi que les principales sources et les processus dominants conduisant a son introduction dans
I’atmosphére ne sont pas clairement documentés (Bozzetti et al., 2016; Coz et al., 2010). De plus, les
facteurs environnementaux contrdlant leurs émissions dans 1’atmosphére restent mal connus (Boucher,
2015). Ce manque de connaissances se traduit notamment par la forte divergence dans la contribution
des aérosols sur le climat, et est trés certainement une des raisons majeures de la sous-estimation des
concentrations de la MO par les modeles. Il en découle un besoin de compréhension fine de cette source
et des paramétres environnementaux qui influencent ses dynamiques temporelles et spatiales. Une
meilleure compréhension de ces phénomenes demeure indispensable pour I’amélioration des outils de
modélisation ainsi que pour 1’élaboration de politiques publiques efficaces de qualité de 1’air.

Les polyols et saccharides primaires sont actuellement proposés comme traceurs pour étudier
les processus de transport atmosphérique ainsi que pour estimer la contribution du PBOA a la masse
totale des aérosols organiques. Cependant, le manque criant de données spatiales (a toutes les échelles)
sur les cycles journaliers et annuels fait que nos connaissances sont encore lacunaires sur la saisonnalité
de ces molécules, leurs principales sources d’émissions, ou encore les parametres environnementaux
clés qui déterminent leur concentration atmosphérique. De plus, les études caractérisant la distribution
granulométrique des sucres primaires contenus dans les PM sont aussi tres limitées dans la littérature
(Nirmalkar et al., 2018). Ce manque de connaissances se traduit par 1’absence d’une documentation
claire sur les processus dominants conduisant a leur introduction dans 1’atmosphére.

Comme nous I’avons dans ce chapitre, une propriété des PM est leur potentiel oxydant qui peut
étre un indicateur de leurs effets sanitaires. La trés grande majorité des études évaluant le PO des
aérosols se focalise uniquement sur la fraction chimique des PM (métaux de transition, HAP et leurs
dérivés, levoglucosan, etc.). Si la contribution individuelle de certains composés chimiques
atmosphériques (ex., les métaux de transition, composés organiques redox actifs, etc.) au PO global des
PM est maintenant plutdt bien documentée, environ 30% du PO global demeurent généralement
inexpliqués (Charrier et al., 2015). On peut alors se demander si les particules d’origine organique
biogénique primaire pourraient contribuer, au moins en partie, a cette fraction importante inexpliquee
du PO de I’aérosol. Ainsi, une étude caractérisant individuellement le PO de particules identifiées
d’origine biogénique primaire ainsi que leurs associations avec d’autres espéces chimiques spécifiques,
connues pour leur toxicité (ex. cuivre, 1,4-naphtoquinone, etc.), pourraient peut-&tre permettre
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I’amélioration de notre niveau de connaissance quant a la contribution biogénique des composants
atmosphériques a la qualité de I’air et aux impacts sanitaires associés.

Face a ces questions insuffisamment appréhendées, au ceeur de la problématique de la pollution
atmosphérique, ce travail de thése s’inscrit dans 1’optique d’une meilleure compréhension du cycle
annuel des aérosols organiques biogéniques primaires et des déterminants environnementaux qui
conditionnent leurs concentrations. L’objectif général est d’améliorer 1’état de nos connaissances sur les
principales sources et les processus dominants d’émissions de polyols et de saccharides primaires,
actuellement proposés pour tracer les PBOAS. Plus spécifiqguement, ce travail de thése s’est articulé
autour de quatre questions principales :

o Quelle est I’origine biogénique ainsi que les principaux processus conduisant a I’introduction
de polyols et saccharides particulaires dans I’atmosphére ?

o Quels sont les déterminants environnementaux clés, qui sont susceptibles d’influencer et de
controler la teneur des PM atmosphériques en polyols et saccharides primaires ?

o Quelle est la contribution des PBOAs a la masse totale organique observée en France ?

o Est-ce que les particules organiques d’origine biogénique primaire possédent intrinsequement
un potentiel oxydant? Si oui, est-ce que ces particules sont susceptibles d’influencer
significativement le PO global des aérosols ou celui d’espéces chimiques atmosphériques
connues pour leur activité redox ?

4.2  Stratégie mise en place

Ce travail de thése s’intégre pleinement dans la continuité des thématiques de recherche menées
guotidiennement au sein de I’Institut des Géosciences de I’Environnement (la composition chimique
détaillée des aérosols, de leur sources d’émission en lien avec leur potentiel oxydant et leurs
caractéristiques microbiologiques, leurs sources caractérisées par une approche PMF, etc.), mais aussi
dans les priorités des recherches internationales sur la qualité de I’air et ses impacts sanitaires et
environnementaux.

La stratégie retenue pour aboutir aux objectifs de ce travail de thése repose sur la mise en ceuvre
de deux approches complémentaires :

Dans un premier temps, ce travail s’est appuyé sur ’exploration statistique d’une importante
base de données sur la spéciation chimique et la caractérisation des sources d’émission de PM
atmosphériques mesurées sur des sites d’étude de typologies diversifiées et répartis sur ’ensemble du
territoire national francais (Chevrier, 2017; Favez et al., 2016; Weber et al., 2019). Avec des données
journaliéres (24h) sur une durée minimale d’une année civile compléte, disponibles pour plus de 28 sites
répartis sur I’ensemble du territoire national et plus de 5 800 échantillons analysés (ceci est détaillé dans
le chapitre 2), ces bases de données uniques sont cruciales pour estimer la masse totale ainsi que pour
déterminer de maniére robuste le profil chimique associé aux PBOAs. Ceci permettra de comprendre
finement leurs cycles annuels, leurs dynamiques spatiales (allant de I’échelle locale a nationale) et les
parametres environnementaux qui déterminent leur niveau de concentration atmosphérique. A notre
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connaissance, ce travail s’appuie sur la plus grande base de données existante pour les sucres primaires
et le PBOA afin d’apporter une meilleure compréhension de leur phénoménologie atmosphérique.

Dans un second temps, ce travail s’est reposé sur le couplage de deux campagnes annuelles de
terrain réalisées lors de mes 2 premieres années de thése avec la mise en ceuvre d’une stratégie
expérimentale de chimie analytique et de microbiologie moléculaire (séquengage haut débit de I’ADN
microbien). Nous avons exploité la complémentarité de ces deux approches analytiques afin de relier la
spéciation chimique des sucres primaires particulaires aux communautés microbiennes des PM de Iair.
Plus spécifiquement, ces campagnes d’échantillonnage, ciblées autour des maximas de concentrations
atmosphériques de sucres primaires ont permis :

o De mettre en place des prélevements journaliers de PMyo sur des sites nationaux contrastés i.e.,
urbain et rural et localisés dans des zones géographiques climatiques distinctes (alpin vs
méditerranéen vs continental avec un contexte agricole).

o Des collectes journaliéres (24h) de PM1o permettant d’apporter une caractérisation chimique et
microbiologique fine des aérosols atmosphériques.

o D’identifier les communautés microbiennes présentes dans 1’air et supposées a 1’origine des
variations temporelles et spatiales de la concentration atmosphérique en sucres primaires

o De mettre en place des collectes hebdomadaires d’échantillons de feuilles des plantes
dominantes ainsi que les sols superficiels dominants autour des sites d’études et localisés sous
les vents dominants. Cela visait a identifier la principale source biogénique des communautés
microbiennes associées aux sucres primaires.

o D’évaluer la contribution de microorganismes mode¢les représentatifs de 1’air ambient extérieur
et intérieur au PO global de 1’aérosol.

Ce travail de these a fait appel a une approche méthodologie interdisciplinaire originale
permettant d’étudier simultanément les caractéristiques chimiques et microbiologiques des PM, ainsi
que leur potentiel oxydant. Ce travail est novateur de par son approche interdisciplinaire et sa stratégie
multi-sites qui permettent une meilleure caractérisation de I’importance massique des PBOAs ainsi
qu’une meilleure compréhension des facteurs environnementaux qui déterminent leur niveau
atmosphérique. Les résultats de cette étude, qui sont des données d’entrée pour les modéles globaux
(Myriokefalitakis et al., 2017), devraient permettre in fine de mieux contraindre les émissions et le
transport des aérosols organiques biogéniques primaires et de mieux évaluer leur importance dans un
contexte de changement climatique.
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes

Pour répondre aux objectifs énumérés dans le chapitre introductif, ce travail de thése repose sur
I’exploitation d’une base de données unique de chimie globale et détaillée des aérosols, mais aussi sur
des campagnes d’échantillonnage spécifiques et sur différentes méthodes expérimentales développées
et/ou optimisées au sein de I'IGE. Ces méthodes ont permis d’étudier de fagon simultanée et
complémentaire les caractéristiques chimiques, microbiologiques ainsi que la toxicité et les impacts
sanitaires potentiels des particules atmosphériques.

Il est & noter que les méthodologies utilisées pour caractériser chimiquement les aérosols seront
présentées en détail dans les prochains chapitres, car elles font partie intégrante d’articles scientifiques
déja publiés et/ou soumis. Ainsi pour limiter les redondances, ce chapitre est décomposeé en deux parties
qui sont organisées comme suit :

Q) Une premiére partie sur les différentes campagnes d’échantillonnage qui :

o Rapporte une présentation synthétique des bases de données disponibles sur la caractérisation
chimique et des sources d’émission (caractérisées par approche PMF) de 1’aérosol ainsi que les
méthodes statistiques employées pour explorer ces bases de données dans ce travail de thése.

o Rappelle brievement les campagnes d’échantillonnage spécifiques a ce travail de these.

(2) Une deuxieme partie sur les aspects méthodologiques qui :

o Rapporte de maniére synthétique les méthodologies employées en routine a I’IGE pour la
caractérisation chimique des aérosols.

o Décrit de maniére détaillée les méthodes analytiques spécifiques développées et/ou optimisées
au cours de ce travail de thése.

1 Campagnes d’échantillonnage
1.1 Bases de données exploitées :
1.1.1 Bases de données disponibles sur la chimie I’aérosol :

Comme illustré dans le Tableau 3, les jeux de données sur la caractérisation chimique des sucres
primaires particulaires utilisés dans ce travail de thése proviennent de plusieurs programmes et/ou de
projets de recherche nationaux auxquels I’IGE a pris part lors de ces huit dernieres années. La réalisation
de ces divers projets a impliqué de nombreux partenaires de I’'IGE, entre autres plusieurs AASQA (voir
Tableau 3), PINERIS, le LCSQA, I’'IMT Lille Douai, le LCME, le LCE, I’ANDRA, etc.

La Figure 16 présente la localisation géographique des 28 sites d’études pour lesquels des
mesures de sucres primaires sur au moins une année civile compléte étaient disponibles pour la présente
étude (Figure 16). Le Tableau 3 et la Figure 17 résument les principales caractéristiques des sites de
mesure investigués, y compris les AASQA en charge des sites, la typologie et I’altitude des sites, la
période de collecte et le nombre d’échantillons analysé€s par site. Les sites ainsi sélectionnés sont répartis
sur I'ensemble du territoire national francais et offrent une grande diversité de typologies, incluant entre
autres des sites de fonds ruraux, urbains, ou encore des sites influencés par le trafic routier.
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Chapitre 2 : Matériel & méthodes
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Figure 16 : Localisation des 28 sites de mesure exploités dans le cadre de ce travail de thése. La ville de Grenoble
(Grenoble_CB, Grenoble_LF et Grenoble VIF) et la vallée de L’Arve (Passy, Marnaz et Chamonix) comprennent chacun 3
sites de mesure. La ville de Marseille comprend 4 sites de mesure : Marseille, Mallet, Gardanne et Meyreuil. Le code couleur
indique les caractéristiques du site : jaune doré pour urbain (13), jaune doré foncé pour urbain dans région alpine (8), vert
pour rural (5) et rouge pour trafic (2)
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Figure 17 : Périodes de champagnes d’échantillonnage de PM sur ’ensemble des 28 sites d étude investigués dans cette étude.

Comme mentionné ci-dessous, les aérosols ont été collectés trés majoritairement dans le cadre
de collaborations avec plusieurs AASQA (Tableau 3). Ainsi, la plupart des prélévements d’aérosols ont
été effectués directement par les AASQA a l’aide de leurs outils de collecte (échantillonneurs
gravimétriques de type DIGITEL DA-80) et suivant un protocole de gestion des échantillons défini en
commun. L’échantillonnage par les AASQA est effectué selon les normes européennes EN 16450:2017
et EN 12341:2014. Ainsi, a I’exception des PMio collectées sur le site de I’OPE-ANDRA, des filtres
journaliers (24 h) de PMy et/ou PM2 5 ont été collectés sur des filtres en fibre de quartz pour I’ensemble
des sites et généralement a raison de 1 jour sur 3. A ’OPE-ANDRA, les PMy, ont généralement été
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collectées a raison de 1 jour sur 6, sauf pendant la période de 1’été 2017 ou une campagne intensive
journaliére a été menée (le détail de cette campagne est présenté dans le chapitre 5).

Avec des jeux de données disponibles & minima pour un cycle annuel complet de la dynamique
des sucres primaires sur 28 sites d’études et plus de 5 800 échantillons analysés, ce travail rapporte la
plus grande base de données (tant pour les résolutions temporelles que spatiales) qui permettra sans
doute de mieux décrire la phénoménologie atmosphérique de cette classe de molécules chimiques. Au
final, cette base de données offre une opportunité unique de caractériser les dynamiques spatiales et
temporelles a haute résolution (i.e., journaliére) de la concentration atmosphérique des sucres primaires
mesurés pour une trés grande diversité de sites en termes de conditions climatiques, de types et
couverture végétales, d’occupation des sols, etc.
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Tableau 3 : Principales caractéristiques des sites d'étude. Le symbole (+) indique les sites pour lesquels des données d’analyse de PM étaient disponibles pour cette étude.

samoling site Altitude PM fraction AASQA in charge of Program N° of PMF Site
piing (m) sampling sites 9 Samples analysis  typology
OPE-ANDRA 293 PMio OPE-ANDRA ANDRA 266 Rural
OPE-ANDRA 293 PMzs OPE-ANDRA ANDRA 310 Rural
Peyrusse Vieille 175 PM1o ATMO Occitanie SOURCES; CAMERA 59 Rural
Revin 395 PMio ATMO Grand-Est O PRCES; CAMERA, 168 + Rural
Revin 395 PM2.s ATMO Grand-Est Site EMEP PM2.5 162 Rural
Dieulefit 550 PMzs ATMO AuRA Site EMEP PM2.5 56 Rural
Verneuil 180 PM2.s LIG’AIR Site EMEP PM2.5 60 Rural
Chamonix 1035 PMio ATMO AuRA DECOMBIO; SOURCES 120 + Urban
Marnaz 504 PMio ATMO AuRA DECOMBIO; SOURCES 203 + Urban
Passy 588 PM1o ATMO AuRA DECOMBIO; SOURCES 344 + Urban
Lanslebourg 1400 PMao ATMO AuRA Lanslebourg 1 et 2 82 Urban
QAMECS; SOURCES;
Grenoble_LF 214 PMio ATMO AuRA MOCOPO: CARA 714 + Urban
Grenoble_CB 212 PM1o ATMO AuRA QAMECS 72 Urban
Grenoble_VIF 310 PM1o ATMO AuRA QAMECS 72 Urban
Gap 743 PMio AIR PACA EMEP; ALCOTRA 125 Urban
Lyon 160 PMio ATMO AuRA fso URCES; CARA; hiverld- 4, + Urban
Marseille 64 PM1o AIR PACA 3 villes; SOURCES 255 + Urban
Gardanne 212 PM1o AIR PACA Eon 88 Urban
Meyreuil 235 PM1o AIR PACA Eon 91 Urban
Mallet 200 PM1o AIR PACA Eon 96 Urban
Port-de-Bouc 1 PM1o AIR PACA 3 villes; SOURCES 242 + Urban
Alx-en- 188 PMio AIR PACA Part’acra; SOURCES 177 + Urban
Provence
Nice 9 PM1o AIR PACA 3 villes; SOURCES 228 + Urban
. SOURCES; hiver14-15;
Talence 20 PMa1o ATMO Nouvelle-Aguitaine CARA : AirAq Talence 159 + Urban
Poitiers 0 PMaio ATMO Nouvelle-Aquitaine i?URCES; CARA; hiver14- 134 + Urban
. 118 + Urban

Lens 47 PM1o ATMOHauts-de-France SOURCES; CARA 169 + Urban
Rouen 6 PM1o ATMO Normandie CARA; hiverl14-15 168 + Urban
Roubaix 10 PMao ATMO CARA; hiverl14-15 159 + Traffic

Hauts-de-France

ATMO SOURCES; hiver14-15 ; .
Strasbourg 139 PMao Grand-Est CARA 120 + Traffic
Nogent-sur-Oise 28 PM1o Hauts-de-France SOURCES; CARA 458 + Subrban
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http://ope.andra.fr/index.php?option=com_content&view=article&id=10&Itemid=135&lang=fr
http://ope.andra.fr/index.php?option=com_content&view=article&id=10&Itemid=135&lang=fr
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/peyrusse
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/revin
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/revin
https://www.atmo-auvergnerhonealpes.fr/donnees/acces-par-station/36021
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/verneuil
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/chamonix
https://www.atmo-auvergnerhonealpes.fr/donnees/acces-par-station/33367
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/passy
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00661284/document
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/grenoble-frenes
https://www.atmo-auvergnerhonealpes.fr/donnees/acces-par-station/15049
https://www.atmo-auvergnerhonealpes.fr/donnees/acces-par-station/15045
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/gap-commanderie
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/lyon-centre
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/marseille-5-avenues
https://www.atmosud.org/donnees/acces-par-station/03030
https://www.atmosud.org/donnees/acces-par-station/03009
https://www.atmosud.org/donnees/acces-par-station/03051
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/port-bouc-leque
https://www.atmosud.org/zones-et-contours-geographiques/aix-en-provence
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/nice-arson
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/talence
https://www.atmo-nouvelleaquitaine.org/donnees/acces-par-station/09015
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/lens-stade-j-moulin
http://www.atmonormandie.fr/Donnees/Mesures-Stations-et-Polluants?reseau=MANCHE
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/roubaix-serres
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/roubaix-serres
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/stg-clemenceau
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/stg-clemenceau
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/nogent-oise

1.1.2 Bases de données sur la déconvolution des sources d’émission de 1’aérosol

La déconvolution et la quantification des contributions des différentes sources d’émissions a la
masse des PM sur un site récepteur peuvent étre effectuées par une approche PMF (positive matrix
factorisation), qui utilise en données d’entrée, la spéciation chimique de la concentration journaliére des
PM collectées sur un site récepteur. Un précédent travail dans le cadre des projets SOURCE et
DECOMBIO (Chevrier, 2017; Favez et al., 2016; Weber et al., 2019) avait appliqué une méthodologie
de traitement de données de type PMF harmonisée sur un ensemble de jeux de données relatif a la
spéciation chimique des PMyg collectées sur seize sites de typologies différentes sélectionnés parmi ceux
précédemment décrits (Tableau 3). Ce travail d’harmonisation est précieux car il permet d’assurer la
comparabilité inter-sites des résultats (Weber et al., 2019). Les étapes de cette analyse PMF homogéne
sont similaires a celles détaillées dans le chapitre 4, et seulement ses principales étapes méthodologiques
sont synthétisées ci-dessous :

1.1.2.1 Traitement statistique de base des séries de données

Le traitement statistique inclus différentes étapes, allant du remplacement des valeurs
R N .. . . LD .
inférieures a la limite de détection (LD) par— ; puis le remplacement des valeurs manquantes par la

moyenne géométrique sur la période de 1’étude considérée et enfin I’identification des points extrémes
grace aux statistiques de Grubbs, qui permettent de détecter les valeurs aberrantes selon leur dispersion
autour de la moyenne (ce test est basé sur ’hypothese que les données suivent une loi normale centrée
réduite). Dans le cadre des projets SOURCE et DECOMBIO, une valeur aberrante obtenue pour
plusieurs especes chimiques a été traitée en excluant 1’échantillon correspondant, alors qu’une valeur
aberrante pour une espece chimique a été traitée en invalidant cette mesure et en la remplacant par la
moyenne géométrique des valeurs de la série de donnée.

1.1.2.2 Sélection des variables d’entrée et estimation de leurs incertitudes

Dans les analyses PMF, les variables d’entrée sont les concentrations atmosphériques des
espéces chimiques ainsi que leurs incertitudes. Ces variables ont été sélectionnées en se basant sur le
pourcentage de valeurs supérieures aux LD (seuil minimal fixé a 60%) et sur la valeur du ratio signal
sur bruit (S/N) pour chaque espéce chimique. Les variables d’entrée de la PMF retenues dans le cadre
de ces deux projets sont détaillées dans le chapitre 4. Ces variables comprennent notamment I’EC, des
marqueurs organiques (les sucres anhydrides tels que le 1évoglucosan le mannosan ; les polyols, I’acide
méthylsulfonique (MSA), les hopanes, etc.), des éléments métalliques et traces, etc. Les variables ainsi
sélectionnées ont été classées dans le modéle en se basant sur leur ratio signal/bruit moyen comme suit :
« fortes » si S/IN > 2, ou faibles si 0.2 < S/N < 2, ou encore mauvaises si S/N < 0.2. Les incertitudes liées
aux variables classées « faibles » ont été sous-pondérées et les variables classées « mauvaises », sur un
site donné, ont été exclues de la liste de variables d’entrée du modéle PMF.

Par ailleurs, la variable PM1, a été classée dans le modéle comme variable totale (incertitude
augmentée d’un facteur 3 permettant de réduire son influence dans la solution) afin de pouvoir
déterminer directement la contribution des sources identifiées aux concentrations de PMo.

Enfin, un important travail a également été mené pour harmoniser I'estimation des incertitudes
des différentes variables en suivant la méthodologie proposée par Gianini et al. (2012). Plus de détails
sur I’estimation de ces incertitudes sont proposées dans le chapitre 4.
1.1.2.3 Définition de contraintes spécifiques

Comme nous 1’avons vu plus t6t dans le chapitre introductif, I’une des limites de 1a PMF est liée

a une possible colinéarité de facteurs en raison de phénomeénes de co-émissions ou de co-évolution,
conduisant a des difficultés a bien séparer les sources. Afin de s’affranchir de ce probléme, des
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contraintes (forcage doux ou « soft pulling » en anglais) menant & un résultat fiable et robuste, sans pour
autant forcer le modele vers une solution explicite, ont été appliquées sur les espéces caractérisant les
profils chimiques (matrice F) des facteurs identifiés par I’approche PMF (Weber et al., 2019). Le choix
des contraintes s’est porté sur les especes chimiques dont la présence dans un facteur n’avait aucune
réalité géochimique, ou sur les espéces chimiques dont la présence pouvait améliorer 1’identification du
facteur. L’ensemble des contraintes spécifiques qui ont été appliquées est présenté dans le chapitre 4
(Table SI-4).

1.1.2.4 Profils des sources d’émission

L’identification des profils de facteurs en sources d’émission a été réalisée grace aux marqueurs
chimiques spécifiques de sources d’émissions (Table SI-5). Ainsi, ’application du modéle PMF a
permis d’identifier plusieurs sources (détaillé dans le chapitre 4) récurrentes sur la majorité des sites,
telles que la combustion de biomasse, le trafic routier, le nitrate-rich, le sulfate-rich, les biogéniques
secondaires marins, les sels marins frais et/ou vieillis et les poussieres minérales (Figure SI-33). Deux
autres sources minoritaires spécifiques, vraisemblablement associées a des sources locales, ont été
exclusivement identifiées sur quelques sites : émissions industrielles (sur 5 sites) et résidus de
combustion de fuel lourd (sur 3 sites) (Weber et al., 2019).

Par ailleurs, 1’utilisation d’un nouveau traceur moléculaire organique (les polyols) rarement
utilisé dans les études précédentes a permis 1’identification et la quantification des sources biogéniques
spécifiques aux émissions primaires (Chevrier, 2017; Favez et al., 2016; Weber et al., 2019). La
contribution et la composition de cette source ont finement été explorées dans le cadre de ce travail de
theése dans 1’objectif d’évaluer I’importance massique des aérosols organiques biogéniques primaires
(PBOA) sur une grande échelle spatiale (i.e., nationale) et déterminer de maniére robuste I’empreinte
chimique associée a cette source.

Au cours de ce travail de thése, ces données de caractérisation chimique et des sources
d’émission de 1’aérosol ont €té complétées, sur les sites ou cela était possible de mesures des principaux
parameétres météorologiques et/ou environnementaux, i.e., la température, le vent, ’humidité, la
pluviométrie, I’ensoleillement, ainsi que I’indice de surface foliaire, etc. (Chapitres 4 et 5).

1.1.3 Exploration des bases de données disponibles

Le couplage de cette base de données sur la caractérisation des sources avec celle sur la
spéciation chimique des aérosols mesurées pour un grand nombre de sites répartis sur I’ensemble du
territoire national est d’un intérét capital car il permet d’améliorer nos connaissances sur les principales
sources de sucres primaires (et du PBOA), les processus dominants conduisant a leurs émissions dans
I’atmosphére ainsi que les paramétres environnementaux qui déterminent leur niveau de concentration
dans I’atmosphére.

Pour cela, plusieurs analyses exploratoires des données faisant ressortir d’une part, les relations
robustes pouvant exister entre les différents sucres primaires, ainsi que les autres molécules chimiques
co-émises simultanément, avec les traceurs moléculaires de la source PBOA. D’autre part, les tendances
spatiales pouvant exister entre ces molécules chimiques a plusieurs échelles géographiques (locale a
nationale) ont ét¢ identifiées dans le cadre de ce travail de these. L’ensemble des méthodes exploratoires
employées seront détaillées dans les prochains chapitres et seulement les principales méthodes
statistiques employées sont brievement présentées ci-dessous :

o Dans un premier temps, un simple traitement statistique a été effectué pour tenir compte des
valeurs inférieures aux LD et/ou manquantes. L’approche utilisée est similaire a celle présentée
dans la section 1.1.3.
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o Des tests de Shapiro—Wilk ont été effectués sur les jeux de données brutes afin de déterminer si
les concentrations des especes chimiques sur un site donné suivent une loi normale centrée
réduite. Cela est important notamment pour le choix des approches statistiques a appliquer.

o Des statistiques descriptives univariées (telles que la moyenne, la médiane, les quantiles, etc.)
ont été calculées afin de faire ressortir les tendances saisonnieres et spatiales genérales. Des
tests post hoc de comparaisons multiples non paramétrique (ex., Kruskall-Wallis), entre groupes
indépendants pour évaluer la significativité statistique des tendances observeées.

o Des statistiques descriptives bivariées (ex., corrélation non paramétrique, régression linéaire
simple, etc.) ont également été appliquées afin de déterminer les similarités de sources et/ou de
stabilité atmosphérique entre les différentes espéces chimiques.

o Labase de données sur la caractérisation des sources d’émission de 1’aérosol permet d’accéder
a I’ensemble des espéces chimiques associées a la source PBOA. Dans ce contexte, une
approche mono-traceur qui utilise les concentrations des especes chimiques indicatrices et des
équations empiriques reposant sur les ratios entre especes chimiques spécifiques a été employée
afin d’estimer la contribution des différents facteurs a la source PBOA.

o Les séries journalieres des concentrations brutes observées sur chague site sélectionné ont été
ré-analysées par les modeles ARMA (modele autorégressif et moyenne mobile) et/ou ARIMA
(modeéle autorégressif a moyenne mobile intégrée), qui permettent de décomposer et résumer
une série temporelle stationnaire (comme les séries journaliéres de la concentration des
polluants atmosphériques) en deux parametres que sont le coefficient autorégressif (qui
suppose que la concentration observée a la date j est une fonction linéaire des valeurs
précédentes), et un coefficient de moyenne mobile (i.e. la moyenne pondérée d'un certain
nombre de valeurs antérieures).

o Afin de faire ressortir les tendances spatiales (géographiques) associées aux séries temporelles
des concentrations des especes chimiques, différents algorithmes de classification, supervisée
ou non (telles que K-means, clustering hiérarchique, DBSCAN (density-based spatial clustering
of applications with noise), ACP), ont été appliqués sur les sorties des modeles ARMA/ARIMA,
ou encore sur les concentrations (et ratio entre espéces) moyennes mensuelles et saisonniéres.

o Un algorithme de cross-corrélation normalisée a également été employé afin d’investiguer la
synchronisation des séries temporelles de concentrations. Cette méthode est particulierement
intéressante car elle permet de retrouver les corrélations entre deux séries temporelles
d’amplitudes trés différentes.

o Enfin, les liens potentiels entre la concentration chimique des espéces et les paramétres
environnementaux ou météorologiques ont été investigués grace au modele de régression
linéaire multiple.

L’ensemble de ces analyses exploratoires a été réalisé sous le logiciel R en utilisant des packages
disponibles via la plateforme dédiée au logiciel (https://www.r-project.org/).

1.2 Campagnes spécifiques a ce travail de these

En complément des bases de données présentées dans la section 1.1, des campagnes
d’échantillonnage spécifiques a ce travail ont également été réalisées afin de caractériser les
communautés de microorganismes atmosphériques (empreintes ADN) qui contrélent les concentrations
de sucres primaires contenus dans les particules atmosphériques. Ces campagnes d’échantillonnage ont
été réalisées durant les périodes d’été 2017 et 2018, couvrant ainsi les deux premieres années de ce
travail de thése. Une premiére campagne intensive de prélévement journalier de PMyo a été réalisée
pendant 1’été 2017 (du 12 juin au 21 ao(t) sur le site rural de I’observatoire pérenne de 1’environnement
(OPE-ANDRA). L’OPE-ANDRA est un site de grandes cultures. Une description détaillée de ce site
d’étude ainsi que de la campagne d’échantillonnage est présentée dans la premiére partie du chapitre 5.
Afin d’étudier les sources et processus d’émissions de sucres primaires contenus dans les PMio, des
prélévements hebdomadaires des sols superficiels dominants autour du préleveur d’aérosols ont
également été effectués parallelement aux collectes de PM1o. Des échantillons de feuilles des cultures
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dominantes n’ont été prélevées qu’une seule fois quatre semaines apres la fin de la période
d’échantillonnage de PMyo et de sols.

Dans un second temps, il s’agissait de déterminer si les concentrations atmosphériques de sucres
primaires sont associées a des microorganismes ubiquiste (« core species ») (i.e., ayant une distribution
géographique trés variée) ou localisée (« satellite species ») d’un point de vue régional, tel que défini
par Hanski (1982). Pour cela, une seconde campagne multi-sites a été réalisée pendant 1’été 2018 sur
trois sites d’études contrastés en termes de typologie et de conditions climatiques. Forts de nos
observations de 1’été 2017, des prélévements de PMyo et de feuilles ont été réalisés sur les 3 sites
d’études. La fréquence et la durée de cette campagne pour chacun des sites d’étude sont indiquées dans
le Tableau 4.

Tableau 4: Fréquence et durée de la campagne d’échantillonnage sur chacun des sites d’étude a 1’été 2018.

Sites OPE-ANDRA Marseille 5 avenue Grenoble les Frénes

;jl'a/[;ﬁleogle Rural Urbain sous I’influence de la méditerranée  Urbain sous influence des Alpes
PMio Hebdomadaire Journalier Journalier

feuilles Hebdomadaire Hebdomadaire Hebdomadaire

Périodes 14/05 au 30/08 05/07 au 25/07 23/06 au 31/08

Par manque de chance, les échantillons de feuilles collectées sur le site de I’OPE-ANDRA ont
été perdus par les services postaux lors de leur transport vers le laboratoire en septembre 2018. Par
conséquent, nous n’avons malheureusement pas pu suivre la dynamique temporelle des
microorganismes endophytes et épiphytes de ce site d’étude.

2 Méthodologies d’analyse chimiques et microbiologiques
2.1 Caractérisation chimique des aérosols

Le parc analytique employé en routine a I’'IGE et/ou en collaboration avec des partenaires
permet d’acquérir la spéciation chimique globale des particules atmosphériques ainsi qu’une spéciation
fine de la fraction organique de 1’aérosol a partir d’un méme prélévement sur filtre. Pour permettre cette
diversité analytique sur un méme préléevement, les filtres ont été découpés en différentes fractions a
I’aide de poingonneurs en acier inoxydable de différentes surfaces (allant de 0.20 cm? a 11.34 cm?) et
réservées ensuite a chaque type d’analyse tel que le montre la Figure 18.

lons, sucres, HULIS,
acides, 15N

Proxy PO

Métaux

Matiére carbonée (EC, OC)

HAP, alcanes,
thiophénes, hopanes,
méthoxyphénols, etc.

14, ,
¢ Réserve

Figure 18 : Schéma représentant les fractions de filtres réservées pour les différentes les analyses chimiques spécifiques
réalisées sur chaque filtre de prélevement d’aérosols.
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Les outils analytiques et les conditions opératoires sont similaires a ceux décrits en détail dans
les chapitres 4 et 5. Ainsi, seule une présentation synthétique des techniques d’analyses instrumentales
déployées pour la caractérisation des familles d’espéces chimiques investiguées dans cette étude est
proposeée ici :

La matiére carbonée globale : I’analyse de la mati¢re carbonée (i.e., le carbone organique
(OC) et le carbone élémentaire (EC)) est réalisée en routine a I’IGE a I’aide d’une méthode thermo-
optique par transmission grace a un analyseur EC/OC Sunset Lab (Birch and Cary, 1996) et en suivant
la méthode EUSAAR?2 (Cavalli et al., 2010). Pour séparer I’OC de I’EC, les échantillons sont soumis a
différents plateaux de température (allant jusqu’a 850°C) soit sous une atmosphére d’hélium pour
vaporiser les espéces organiques présentes dans I’OC soit sous une atmosphere oxydante pour vaporiser
I’EC. Les gaz ainsi formés sont ensuite oxydés en CO, puis réduits en méthane (CH,) sur platine pour
une détection précise par un détecteur a ionisation de flamme.

Les sucres : les polyols (ex., arabitol, mannitol, sorbitol, etc.), les saccharides (ex., glucose,
tréhalose, etc.) et les monosaccharides anhydres (ex., lévoglucosan, mannosan, galactosan) sont
également analysés en routine a ’IGE par chromatographie en phase liquide a haute performance
(HPLC) équipée de trois colonnes Metrosep (Carb 1-Guard + A Supp 15-150 + Carb 1-150) et couplée
a un détecteur ampérométrique pulsé (PAD) (Waked et al., 2014).

La fraction ionique : 1’analyse de la fraction ionique se fait en routine en phase aqueuse par
chromatographie ionique Dionex ICS300 (Jaffrezo, 1987; Waked et al., 2014). La séparation des anions
est réalisée sur une colonne Dionex AS11HC constituée d’une résine chargée positivement et en mode
gradient. La séparation des cations est, quant a elle, réalisée sur une colonne CS16 Dionex chargée
négativement, en mode isocratique.

Les métaux et les éléments traces : les métaux, métalloides et les éléments traces sont analysés
par spectroscopie de masse a plasma a couplage inductif (ICP-MS) Elan 6100 DRC Perkin Elmer par
un laboratoire partenaire proposant une prestation d’analyse chimique (Tera Environnement). Cette
méthode analytique permet une analyse multiéléments rapide et précise d’échantillons en solution aprés
leur digestion acide totale.

2.2 Caractérisation moléculaire de la biodiversité microbienne par séquencage haut-
débit, Metabarcoding

Le « barcoding moléculaire » ou « DNA barcoding» encore appelé « code-barres ADN » en
frangais est une technique de taxonomie moléculaire qui consiste a utiliser un fragment standard du
génome comme marqueur génétique pour 1’identification et la discrimination génétique d'un individu
ou d'un groupe d'individus (Dubrulle and Giraud, 2017). Le metabarcoding est une extension du « DNA
barcoding » qui permet en aveugle et en une fois, 1’identification de toutes les espéces présentes dans
un échantillon environnemental complexe (ex. sédiments, sol, excréments, etc.). Cette approche repose
sur un principe en quatre étapes (Taberlet et al., 2012b, 2018): (i) le prélévement d’un échantillon
représentatif du site d’étude, (ii) I’extraction de I’ADN, (iii) ’amplification d’un fragment d’ADN
standard commun a tous les individus d’un groupe taxonomique donné (ex. les bactéries, les
champignons, les plantes, etc.) et qui est suffisamment variable pour pouvoir discriminer les différentes
espéces au sein du groupe taxonomique, (iv) 1’identification des espéces présentes en comparant les
marqueurs avec une base de référence (ex. la base de donnée publique mise & disposition par le
Laboratoire Européen de Biologie Moléculaire, « EMBL »). Ces différentes étapes sont décrites de
maniére plus détaillée ci-apres :

2.2.1 Prélévements des échantillons

Le lecteur pourra se référer a la section 1.2 et au Chapitre 5 pour plus de détails sur les
prélévements d’échantillons.
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2.2.2 Optimisation du protocole d’extraction de ’ADN génomique a partir de
prélévements d’aérosols

L’utilisation de la technique de metabarcoding de ’ADN pour caractériser la composition
taxonomique journaliére et/ou hebdomadaire de plusieurs types d’échantillons (PMjo, sols, feuilles)
prélevés sur les différents sites d’étude sélectionnés était I’une des originalités de ces travaux de thése.
Cette caractérisation moléculaire de 1’abondance et de la biodiversité sont dépendantes de la qualité
d’extraction initiale de ’ADN. La mise en ceuvre de cette technique pour les échantillons d’aérosols
collectés sur filtres a toutefois été trés complexe et assez longue pour plusieurs raisons :

o Lamasse de PM échantillonnable sur un filtre (surface = 153,94 cm?) de prélévement journalier
est faible (généralement de I'ordre de quelques dizaines a quelques centaines de milligrammes)
(Jiang et al., 2015), et une multitude d’autres analyses (EC/OC, la spéciation organique détaillée,
les métaux, les éléments ioniques, le PO, etc.) sont nécessaires sur le méme filtre (Weber et al.,
2018, 2019).

o Il n’existe pas actuellement de kit commercial standard pour extraire I’ADN génomique contenu
dans les PM collectées sur les filtres de prélévements d’aérosols. Les kits commerciaux
traditionnels et les méthodes classiques ne sont pas adaptés en général pour extraire 'ADN
contenus dans des particules atmosphériques collectées sur des filtres (Dommergue et al., 2019;
Luhung et al., 2015).

o Pour cette étude, les PM ont été collectées sur des filtres en quartz (Tissuquartz PALL QAT-UP
2500) qui sont en silice, un matériau qui présente une treés forte affinité pour I’ADN (Cao et al.,
2014; Jiang et al., 2015; Taberlet et al., 2018), rendant trés difficile, voire impossible dans
certains cas, son extraction par des kits commerciaux classiques. A noter que d’autres types de
filtres (ex. les filtres en fibre de verre, de cellulose, etc.) existent dans le commerce, cependant
notre choix du type de filtre de prélévement a été contraint par le fait que la séparation de la
fraction carbonée des PM (i.e., EC et OC) se base sur leurs différentes propriétés thermiques et
optiques. En effet, les échantillons sont soumis a différents plateaux de température pouvant
monter jusqu’a 850°C (Cavalli et al., 2010), sans que le filtre de prélévement ne fonde. De plus,
il est nécessaire de calciner (500°C pendant 4h au minimum) les filtres avant leur usage afin de
limiter les éventuels problemes de contamination (Dommergue et al., 2019).

Pour ces raisons, nous avons dii développer une approche optimisée afin d’extraire I’ADN
génomigue en quantité et en qualité suffisante pour pouvoir appligquer la technique de metabarcoding de
maniére fiable et reproductible.

2.2.3 Principe général de ’extraction d’ADN :

L’extraction de I’ADN est une technique permettant d’extraire de I’ADN a partir d’un
échantillon environnemental complexe en quantité et qualité suffisante pour permettre son analyse. La
premiére étape de I’extraction est la lyse cellulaire par différentes voies selon la méthode choisie : voie
mécanique (ex. broyage des cellules en présence de billes de quartz, de tungstene, de verre ; lyse
hypotonique, etc.), thermique, chimique (détergents : ex. SDS, etc.) ou enzymatique (ex. lysozyme,
protéinase k, etc.) (Frohlich-Nowoisky et al., 2017; Taberlet et al., 2018; Zinger et al., 2016). L’ADN
est ensuite purifié, i.e., les autres composés (ex. débris cellulaires, protéines, ARN, etc.) ou les
inhibiteurs chimiques (ex. substances humiques) sont éliminés pour ne pas interférer dans la réaction de
polymérisation. L’étape de purification peut se faire notamment par élution de 1’échantillon dans une
colonne (généralement un pont de silice) ne retenant que I’ADN (Taberlet et al., 2012a; Zinger et al.,
2016).

2.2.4 Prétraitement des échantillons

Pour cette étude, il a été nécessaire d’apporter plusieurs améliorations techniques pour optimiser
l'extraction de I’ADN génomique présent dans les PM.
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Compte tenu des interactions fortes entre la silice et les biomolécules, les particules collectées
sur les filtres en quartz ont d’abord été éluées dans du tampon phosphate saturé (PBS, Na;HPO4,
NaH:PO4, 0.12 M; pH = 8) par agitation orbitale douce a 250 rpm pendant 10 min. Cette étape a été
adaptée de Taberlet et al. (2012a), qui ont montré que I’ADN extracellulaire contenus dans les sols
s’adsorbent sur les particules de silice chargées négativement via leurs ponts phosphates et/ou
cationiques (England et al., 2004; Taberlet et al., 2012a, 2018). Ces auteurs ont également démontré que
la quantité de molécules d’ADN adsorbées diminue drastiquement en présence de PBS, ce qui indique
une compeétition forte entre I'ADN et le phosphate saturé (Saeki et al., 2010; Taberlet et al., 2012a, 2018).
Ainsi, ce prétraitement permet de séparer les particules biologiques collectées sur les filtres en quartz
grace aux compétitions fortes entre la silice et le PBS pour les matériels biologiques chargés. De plus,
ce prétraitement permet également de réduire la masse d’échantillon nécessaire et permet ainsi
I’utilisation de kits commerciaux d’extraction d’ADN (Jiang et al., 2015).

Ensuite, les particules éluées ont été transférées vers une autre membrane en polyethersulphone
(PES, Supor® 47mm 200, 0.2 um, PALL, NY, U.S.), un matériau inerte pour les biomolécules (Cao et
al., 2014; Jiang et al., 2015). Elles ont été incubées dans un bain marie a ultrason (fonctionnant a 50%
de sa puissance) a 65°C pendant 30 min. La sonication, en plus de la température élevée aident a la lyse
optimale des parois cellulaires épaisses (ex. spores fongiques et bactéries a Gram positif), qui pourraient
ne pas étre lysées efficacement par simple broyage mécanique aux billes. Ces conditions de température
et de sonication ont été adaptées de Luhung et al. (2015). Ces auteurs ont démontré que le rendement
d’extraction de I’ADN augmente progressivement au fur et a mesure que la température d’incubation
augmente jusqu’au seuil de 65-70°C, et ont également observé une décroissance du rendement
d’extraction au-dela de ce seuil de température (Figure 19). Ces conditions d’incubations « douces »
permettent, sans pour autant dégrader la qualité de I’ADN, d’augmenter le rendement d’extraction d’un
facteur de plus de dix (Dommergue et al., 2019; Jiang et al., 2015; Luhung et al., 2015).

Toutes les étapes de prétraitement se sont déroulées sous une hotte a flux laminaire et tous les
consommables (PBS, eau milli-Q, etc.) et le matériel (pinces, scalpels, entonnoirs de filtrations,
adaptateurs, verreries, etc.) a été stérilisé avant usage. Les pinces et scalpels ont été stérilisés a la flamme
entre les analyses de deux échantillons différents.
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Figure 19: Evolution du rendement d’extraction de I’ADN total dans différentes conditions de température d’incubation et de
sonication (adaptée de Luhung et al. 2015). 4 gauche, I’ADN total est quantifié au fluorimétre Qubit® et a droite, ’ADN
bactérien et fongique est quantifié par PCR quantitative.

2.2.5 Extraction d’ADN

Divers kits d’extraction de I’ADN génomique pour I’analyse des échantillons
environnementaux tels que les sols, les sédiments, les eaux usées, les tissus, etc. existent dans le
commerce. A I’issue de la premiére étape de prétraitement, nous avons effectué des essais avec trois kits
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standards : les kits de lyse E et A, commercialisés par MP Biomedicals et le kit DNeasy PowerWater,
commercialisé par Qiagen.

Dans un premier temps, des essais ont été réalisés avec le kit de lyse E en suivant les consignes
du fabricant. D’autres essais ont également été effectués en ajoutant des modifications mineures aux
consignes du fabricant : 10 min de centrifugation supplémentaire aprés le broyage des filtres au broyeur
automatique Fastprep (MP Biomedicals), pour récupérer le maximum de lysats ; une deuxiéme étape
additionnelle de broyage avec 900 pL de tampon de lyse ; ces deux produits ont été mélangés et utilisés
pour les autres étapes de ’extraction. L'ADN génomique extrait dans les deux cas n’était ni détectable
au fluorimetre Qubit ni détectable par gPCR. Ce kit contient des billes en silice qui peuvent
potentiellement limiter le rendement d’extraction d’ ADN pour les matrices déja trés pauvre en biomasse.
Ainsi, pour limiter les interactions entre I’ADN et la silice, nous avons rajouté un tampon alcalin
(CaCOs, 1M) dans le tube d’extraction et incubé le mélange pendant 60 min (Gandolfi et al., 2015).
Malgré cette modification du pH, la concentration d’ADN extraite est restée inférieure aux seuils de
détection par gPCR et au Qubit.

Dans un second temps, des essais ont également été réalisés avec le kit de Lyse A en suivant les
consignes du fabricant. Ce kit contient des billes de broyage en céramique, un matériau inerte
chimiquement et qui ne se lie pas aux acides nucléiques. L’utilisation de ce kit a permis d’extraire de
1’ ADN détectable par qPCR pour certains échantillons (Figure 20), mais les concentrations sont toujours
restées en dessous de la limite de quantification du Qubit (LQ >10 pg/uL).

Enfin, des essais ont également été réalisés avec le kit DNeasy PowerWater. Des modifications
mineures ont été apportées aux consignes du fabricant : 5 min de broyage avant et aprés 1’incubation
des échantillons dans un bain marie a ultrason pendant 30 min ; puis I’extrait d’ADN a été élué dans
50pL de tampon EB. Comme illustré dans la Figure 20, ce protocole nous a permis d’extraire et purifier
suffisamment d’ADN de bonne qualité pour pouvoir appliquer les techniques d’analyses moléculaires
nécessaires a notre étude (i.e., gPCR, metabarcoding).
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Figure 20: Exemple de courbes d’amplification de I’ADN génomique bactérien (ciblant la région hypervariable ADNr 16S
(V4)) contenu dans des échantillons de PMuo et extrait par les kits DNeasy PowerWater et le Lysing matrice A.

Ainsi, ces développements méthodologiques m’ont permis de mettre au point en début de these
un protocole fiable, indispensable pour la caractérisation taxonomique des échantillons de PM.
L’optimisation de ce protocole a été relativement longue (prés de 6 mois) du fait des nombreuses
contraintes techniques rencontrées (un condensé de celles-ci est présenté dans la section 2.2.2). Un
schéma simplifié du protocole final est présenté dans la Figure 21.

Ce protocole optimisé nous a permis d’extraire généralement entre 10* jusqu’a 10 copies
d’ ARNTr bactérien par m™ d’air a partir des prélévements journaliers de PM1o. Des résultats similaires
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ont aussi été obtenus en amplifiant la région nucléaire interne transcrite qui cible le géne de I’ARNr 18S
fongique.

71



Chapitre 2 : Matériel & méthodes

Récupérer les membranes PES
¢ Sécher les membranes sous une hotte
+ Vortexer doucement pour remettre a flux laminaire (10 min)

les PM en suspension

I (D)
(©)

E lw oS

rélévement journalier (24h)
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Agitation orbitale douce (PES, Supor® 47mm 280 yo 2 um) P * Introduire dans le tube de lyse Dneasy PowerWater

« Répéter trois fois les étapes C et D pour récupérer toutes les PM * Introduire 1 ml .cle tampon de Iys‘.e, préchauffé a 60°C
* Broyage mécanique pendant 5 min
¢ Introduire le tube de lyse dans un bain marie (65°C)
a ultrason pendant 30 min
* Broyage mécanique a nouveau pendant 5 min
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Figure 21 : Schéma récapitulatif simplifié du protocole optimisé pour l'extraction d’ADN génomique des particules atmosphériques. Toutes les étapes sont effectuées sous hotte a flux laminaire.
Un tampon PBS frais et stérile est préparé tous les jours pour éviter les contaminations.
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2.2.6  Principe d’amplification de I’extrait d’ADN par PCR

L’amplification de I’ADN extrait s’effectue par la réaction de polymérisation en chaine (PCR
pour Polymerase Chain Reaction). Pour les études de phylogénie, elle repose sur I’amplification
spécifique d’une région de I’ADN commune a un groupe taxonomique donné (ex. bactéries,
champignons, etc.). Elle consiste a rajouter a la préparation d’/ADN contenant la séquence a amplifier
deux amorces® complémentaires respectivement de I'un et de l'autre des deux brins d’/ADN matrice au
niveau de séquences délimitant la longueur du fragment qui sera amplifié (Taberlet et al., 2018).
L amplification est réalisée en trois étapes successives : la dénaturation qui sépare ’ADN matrice
double brin en simple brin, I’hybridation qui consiste a la fixation des amorces sur I’ADN matrice simple
brin et 1’élongation réalisée par ’ADN polymérase a partir des amorces. Ce cycle est reproduit
généralement 25 & 45 fois (Taberlet et al., 2018). L’intérét est qu’a partir d’un échantillon
environnemental complexe et peu abondant en ADN, une importante quantité d’un fragment d’ADN
matrice est amplifiée, soit de I’ordre de 2™ ; avec n le nombre de cycles (Figure 22).

La PCR en temps réel ou gPCR est une variante de la PCR, qui présente I'avantage de pouvoir
quantifier en temps en réel la charge totale en ADN spécifique et/ou génomique dans les échantillons
environnementaux. Le suivi de 1’amplification se fait grace a I’émission d’un signal fluorescent dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité d’amplicons (i.e., fragments d'ADN amplifiés) générés au fur
et a mesure des cycles de PCR (Figure 20).

> L’amorce est une courte séquence d'ARN ou ADN (une vingtaine de nucléotide), complémentaire du début
d'une matrice d’ADN, servant de point de départ & la synthése du brin complémentaire de cette derniére matrice
par une ADN polymérase
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Figure 22 : Les 3 étapes de la réaction de polymérisation en chaine de I’ADN (a gauche) et les nouveaux brins d’ADN générés
au cours des quatre premiers cycles de la PCR (a droite) d 'aprés Taberlet et al. 2018.

Dans le cadre de la technique de metabarcoding, il est possible d’utiliser des combinaisons
différentes d’amorces taguées pour chaque échantillon pendant 1’étape de 1I’amplification, autrement dit,
les amplicons peuvent étre marqués avec une combinaison de codes-barres propre a chaque échantillon.
Ceci permet de multiplexer (mélanger et séquencer ensemble) ’ADN de plusieurs d’échantillons
marqués difféeremment et de retrouver a posteriori de quel échantillon les séquences proviennent
(Taberlet et al., 2012b, 2018).

Le lecteur pourra se référer au chapitre 5 pour plus de détails sur les conditions opératoires
mises en ceuvre pour le metabarcoding dans le cadre de ce travail de these.

2.2.7 ldentification des especes microbiennes par séquencgage a haut débit de ’ADN

Le séquencage de I’ADN désigne I’ensemble des techniques qui consistent a déterminer I’ordre
d’enchainement linéaire des bases (i.e., Adénine, Cytosine, Guanine et Thymine) prenant part a la
structure de ’ADN (Lamoril et al., 2008). La connaissance de la séquence permet d’étudier
I’information biologique contenue dans celle-ci. Basées sur 1’unicité et la spécificité de la structure de
I’ ADN chez chaque individu, ces techniques permettent de déterminer la composition taxonomique d’un
échantillon environnemental (Lamoril et al., 2008).

Le «séquencage a haut débit » ou « High-throughput sequencing (HTS) », également connu
sous le nom de séquengage nouvelle génération (NGS), regroupe I’ensemble des technologies de
séquencage développées dans les années 2000 en complément de la méthode de Sanger développée dans
les années 1970. A I’heure actuelle, on différencie les technologies a haut débit de deuxiéme génération
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qui permettent de séquencer des fragments courts, de celles dites de troisieme génération permettant le
séquengage d’une plus longue molécule d’ADN. Le marché du séquengage de deuxiéme génération est
couvert par les trois grands groupes que sont Roche, Life Technologies et lllumina. Ils ont proposé de
maniére successive, leur premiére plateforme a savoir le 454, le SOLID et enfin le Genome Analyser,
respectivement. La plateforme d'analyse Genome Analyser de Illumina est actuellement le systéme de
séquencage le plus largement utilisé, représentant plus de 70% du marché des NGS (Lu et al., 2016).

Pour ce travail de thése, le séquencage de ’ADN génomique a été réalisé sur les amplicons
préalablement purifiés pour éliminer les nucléotides, amorces et autres impuretés dans les produits PCR.
Les amplicons sont des fragments d’ADN courts (ca. 200 bp) qui peuvent étre séquencés en pleine
longueur sur la plateforme MiSeq (Illumina). C’est ce séquenceur de deuxiéme génération et le protocole
de lecture en sens et anti-sens 2x250 bp qui a été utilisé. Le séquencage a été réalisé chez Fasteris SA
(Geneve, Suisse) en trés étroite collaboration avec le laboratoire d’Ecologie Alpine. Le séquengage haut
débit se déroule en 3 étapes :

o Préparation de la librairie

La librairie est l'ensemble des régions d’intérét de I’ADN que 1'on désire séquencer. Pour cela,
les produits PCR, mélangés en équivolume, sont soumis a une étape de ligation au cours de laquelle des
fragments courts d’une taille prédéterminée sont générés (Figure 23). Puis des séquences adaptatrices
propres au séquenceur sont rajoutées aux extrémités des fragments de la librairie a séquencer. L'ADN
est dénaturé puis chague brin est immobilisé sur une microplague contenant les mémes adaptateurs
greffés, auxquels les amplicons se fixent par complémentarité. L’extrémité libre de chaque brin est
ensuite fixée par hybridation aux amorces (complémentaires aux séquences des adaptateurs) qui
couvrent la surface de la microplaque. Les fragments aspécifiques qui ne s’hybrident pas sont éliminés
lors des processus de lavage (Taberlet et al., 2018).

o Amplification

L’amplification s’effectue sur un support solide (technologie Illumina) ou en émulsion
(technologie lon torrent). Une premiere étape de PCR convertit chaque fragment matrice précédemment
hybridé sur le support en sa séquence complémentaire, ainsi les fragments en sens et anti-sens sont
immobilisés sur la microplague (Figure 23). Puis chaque fragment est amplifié en environs 1000 copies
identiques pour former des « clusters » clonaux qui seront séquencés en paralléle. Cela permet au bout
d’un nombre de cycle suffisant, d’obtenir le nombre d’amplicons par cluster nécessaire au séquencage
(Figure 23).

Le séquencage de I’ADN est effectué par ajout de didéoxynucléotides marqués avec des
fluorochromes. Ces didéoxynucléotides, substituts des nucléotides, bloquent 1’ajout du nucléotide
suivant. Ainsi, les nucléotides sont incorporés les uns apres les autres et intercalés par des étapes de
ringages et clivages par la température. Lorsque le nucléotide complémentaire de la séquence d’ADN
se fixe, il empéche un autre de se fixer a la suite. Les ringages permettent d’éliminer les surplus de
nucléotides non fixés et de détecter les signaux fluorescents des nucléotides complémentaires. Enfin le
clivage va enlever I’extrémité bloquante, permettant ainsi de passer au nucléotide suivant selon le méme
le schéma.
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Figure 23: Résumé schématique des étapes du séquencage Illumina (adapté de Lu et al., 2016). (1) Fixation des adaptateurs
aux extrémiteés des fragments d’amplicons. (2) Les fragments se lient de fagon complémentaire aux adaptateurs disposés sur
la microplaque et 'amplification en pont (« bridge PCR ») des fragments & séquencer pour générer des copies identiques de
chaque fragment (« cluster »). (3) A chaque cycle du séquengage, un nucléotide marqué aux fluorochromes est incorporé aux
brins en cours de synthése et un scanner optique permet d’enregistrer le signal fluorescent associé.

o Séquencage Illlumina

Comme illustré dans la Figure 23, le séquencage Illumina est basé sur la détection de photons.
A chaque cycle du séquengage, 1’incorporation d’un nucléotide se traduit par un signal fluorescent
associé a chacun des quatre nucléotides de I’ADN (Lu et al., 2016; Vilgis and Deigner, 2018). La lecture
est possible car chaque nucléotide possede un marqueur fluorescent d’une couleur spécifique (Figure
23). Cela génere un grand jeu de données optiques qui sont ensuite converties en ordre d’enchainement
précis des nucléotides composant chaque séquence. Aprés plusieurs étapes de traitement
bioinformatique, les amplicons ainsi séquencés sont comparés a des bases de références pour I’ADN
bactérien ou fongique, permettant d’assigner les séquences a des lignages (allant du phylum a 1’espéce)
bactériens ou fongiques.

Dans le cadre de ce travail de thése, les prétraitements bioinformatiques ont été réalisés par
Aurélie Bonin (Laboratoire d’Ecologie Alpine, LECA) avec les outils OBITools (Boyer et al., 2016) et
SUMATRA/SUMACLUST (Mercier et al., 2013) développés au sein du LECA. Les étapes de
traitement bioinformatique des données de séquencage sont similaires a celles détaillées dans les
mateériels et méthodes du Chapitre 5. Ces étapes sont brievement rappelées ci-dessous :

o Assemblage des séquences en 5’ et 3’ pour former des s€quences consensus
o Assignation des séquences aux échantillons grace aux combinaisons uniques de tags
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o La déréplication des séquences: La méme seéquence peut apparaitre plusieurs fois lors du
séquengage metabarcoding. Aprés 1’assignation des séquences aux échantillons, les lectures
ayant une séquence strictement identique sont regroupées. Seul la séquence et le nombre de
lectures correspondant a chaque individu sont gardés. Cela permet de réduire la taille des
données et simplifie les processus de comparaison des séquences lors de 1’étape suivante
(Taberlet et al., 2018).

o Les séquences présentant une similarit¢ d’au moins 97% sont regroupées en « Unités
Moléculaires Taxonomiques Opérationnelles (MOTUs) ». La séquence la plus abondante est
retenue comme la séquence représentant la MOTU.

o Les MOTUs sont assignées taxonomiquement en comparant la séquence représentative de la
MOTU a une banque de données de séquences spécifiques a chaque marqueur (bactérie et
champignon ici) employé.

o Enfin, trois étapes de nettoyage de données ont été mises en ceuvre : 1’élimination des séquences
de mauvaise qualité (ex. séquences dégradés, chiméres, etc.), I’élimination des singletons
(MOTUs potentiellement contaminants, les erreurs liées a 1’amplification par PCR) et
I’élimination des faux positifs résultant du phénomeéne de « tag-switching ».

A la fin de ce processus, les lectures de duplicatas de PCR sont sommées pour chaque
échantillon car la variabilité entre les réplicats biologiques est largement plus importante et plus
intéressante que celle entre réplicats de PCR.

L’exploitation statistique et écologique de ces données a été réalisée avec les logiciels R
(interface R-studio) et python 3. Une description détaillée de ces analyses statistiques est proposée dans
le chapitre 5.

2.3 Potentiel oxydant des particules atmosphériques d’origine biologique

Comme nous I’avons vu succinctement dans le chapitre précédent, plusieurs tests acellulaires
sont disponibles pour évaluer le PO des aérosols. Cependant, il est & noter que chaque test posséde une
certaine spécificité (ex. le test au dithiothréitol présente une réponse équilibrée aux composés organiques
et inorganiques alors que celui a 1’acide ascorbique est plus sensible aux métaux de transition) et aucun
consensus n’est aujourd’hui proposé sur un test le plus représentatif des effets sanitaires réels des
aérosols car le champ de recherche est encore trés jeune (Ayres et al., 2008; Calas et al., 2017; Charrier
and Anastasio, 2015; Visentin et al., 2016). Ainsi pour capturer toute 1’information de ces tests, la
communauté des chimistes et géochimistes atmosphériques s’oriente vers des combinaisons de tests
pour obtenir les résultats les plus informatifs. C’est pourquoi la relation entre le PO et la spéciation de
I’aérosol (chimique et biologique) est primordiale pour comprendre les caractéristiques du potentiel
oxydant global et ses variations spatiales et temporelles (Calas, 2017; Calas et al., 2018; Weber et al.,
2018).

Pour ce travail de thése, trois tests (DTT, AA et DCFH), dont les principes sont détaillés ci-
apres, ont été choisis pour I’étude du PO de 1’aérosol car ils sont simples & mettre en ceuvre,
reproductibles et complémentaires (Calas, 2017; Calas et al., 2018; Reiniers et al., 2017; Simonetti et
al., 2018). Ces tests sont parmi les plus couramment utilisés dans littérature récente (Simonetti et al.,
2018).

La démarche méthodologique a consisté a dans un premier temps a adapter et optimiser le test
acellulaire au DTT afin de pouvoir évaluer le PO associé aux bioaérosols® identifiés. En plus de sa
sensibilité aux composés organiques, le choix du test DTT s’explique par le fait que c’est le test le plus
couramment utilisé par les communautés de chimie atmosphérique et géochimie (Calas, 2017), facilitant

& Les bioaérosols sont définis ici comme des particules atmosphériques contenant des microorganismes vivants
(ex. les bactéries, les champignons, les virus, etc.) ou des substances ou produits provenant de ces organismes (ex.
les microorganismes morts ou les fragments de microorganismes, les toxines, etc.).
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ainsi la comparaison de nos résultats avec d’autres études. Dans un second temps, ce protocole optimisé
a eté employé avec les tests AA et DCFH pour confirmer nos observations avec le test DTT.

2.3.1 Principes généraux des tests acellulaires utilisés
2.3.1.1 Le test au dithiothréitol (DTT)

Le test acellulaire au DTT initialement décrit par Kumagai et al. (2002) et repris par Charrier
and Anastasio (2012) a été développé pour évaluer le PO des composés chimiques contenus dans les
aérosols testés. Ce test a été congu pour simuler la production d’anions superoxydes (O2™) in vivo. Le
DTT est un fort réducteur (Eprr, /prr,,, = —0-33 v) qui peut étre assimilé aux agents réducteurs
biologiques comme le NADH et NADPH (Simonetti et al., 2018; Verma et al., 2014) ou encore le
glutathion (également un antioxydant de type thiol) (Luo et al., 2016; Sauvain et al., 2013). Lorsque le
DTTreq est en contact avec les PM et en présence de dioxygene, le transfert d’un électron entre le DTT
et le dioxygeéne est catalysé par les especes redox actives des PM. Un anion superoxyde (O2") est ainsi
produit, qui va se dismuter pour former le peroxyde d’hydrogéne (H20;), plus stable (Hedayat et al.,
2015; Visentin et al., 2016). Le DTT est oxydé sous sa forme disulfide (DTTox). Cette réaction est
illustrée dans la Figure 24 A.

>

s —» H0,

Figure 24 : (A) Oxydation du dithiothréitol (DTT) catalysée par les especes redox-actives des PM et formation d’ERO (Espéces
reactive de l’oxygene). (B) Dosage du DTTred (forme réduite) par ['acide 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB) et formation
de thionitrobenzoate (TNB), un composé jaunatre (adaptée de Visentin et al., 2016). DTTox correspond a la forme oxydée du
DTT.

Le test DTT consiste a suivre la cinétique d’oxydation du DTT par les espéces redox-actives
induites et/ou portées par des PM. On utilise le DTNB (acide 5-5’-dithiobis-2-nitrobenzoique) pour
stopper la réaction et titrer le DTT qui n’a pas été oxydé a différents temps (t=0, 15 et 30 min) (Calas,
2017; Calas et al., 2017, 2018). La réaction entre le DTT et le DTNB produit un composé jaune, le TNB
(thionitrobenzoate) (Figure 24 B), dont le maximum d’absorption est a 412 nm. Les cinétiques de
consommation du DTT sont réalisées a ’aide d’un spectrophotométre a microplaques (TECAN infinite
M200 pro).

2.3.1.2 Le test ’acide ascorbique

L’acide ascorbique est un antioxydant physiologique (une forme de la vitamine C) et est
naturellement présent dans les poumons (intra et extracellulaire) (Hedayat et al., 2015; Valko et al.,
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2005). Ce test est généralement utilisé in vivo et in vitro pour évaluer le PO de certaines especes
métalliques présentes dans les aérosols (Hedayat et al., 2015). De méme que pour le DTT, I’acide
ascorbique est oxydé en acide déshydroascorbate pendant que les espéces redox-actives contenues dans
les PM sont réduites. Ces espéces réduites peuvent alors transférer un électron a I'oxygéne diatomique
favorisant la formation d’ERO (Figure 25).
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Figure 25 : Oxydation de [’acide ascorbique (AA) induite par les espéces redox-actives des PM et formation d’ERO
(ascorbate : Asc?, radical ascorbyle : Asc™ et acide déshydroascorbique : DHA) (adaptée de Visentin et al., 2016).

Le test AA consiste a suivre la cinétique de consommation de I’acide ascorbique par des mesures
successives de I’absorbance a longueur maximale de ’AA (A maximaie = 265 nm). Ces mesures sont
effectuées a t=0, t=2, t=6, puis toutes les 4 min pendant toute la réaction se déroulant en 30 min (Calas,
2017).

2.3.1.3 Letest ala dichlorofluorescéine (DCFH)

La2’,7’-dichlorofluorescéine diacétate (DCFH2-DA) est un composé développé dans les années
1960 pour la mesure d’ERO, en particulier le peroxyde d’hydrogene (H20,) (Hedayat et al., 2015;
Keston and Brandt, 1965). La théorie liée a ce test est que la DCFH- est non fluorescente mais les dérivés
issus de son oxydation (DCF, A excitation = 503 nm, A smission = 523 nm) par les espéces redox actives (en
particulier H,O,) en présence de peroxydase de raifort (HRP) sont hautement fluorescents (Figure 26)
(Hedayat et al., 2015; Sauvain et al., 2013; Simonetti et al., 2018). La production d’ERO est alors
évaluée par la mesure de l'intensité de fluorescence toutes les minutes pendant 30 min. L’intensité de la
fluorescence mesurée est ensuite convertie en équivalent de H,O, grace a I’utilisation d’une courbe
d’étalonnage.

DCFH -DA

T O O \n/
O coun NaOH(lM)

Figure 26 : Hydrolyse de la DCFH2-DA en milieu alcalin et mécanisme d’oxydation de la DCFHz en présence d’ERO (adaptée
de Reiniers et al., 2017).
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2.3.2 Mesure du PO des bioaérosols
2.3.2.1 Sélection de microorganismes modeles et conditions de cultures

Bien que I’abondance des bioaérosols soit variable dun endroit & un autre, certaines especes
sont omniprésentes dans 1’atmosphére (Bezerra et al., 2014; Chen, 2012; Frohlich-Nowoisky et al.,
2009; Pastuszka et al., 2000; Womack et al., 2015). Pour ce travail de thése, nous avons sélectionné des
especes microbiennes fréquentes et bien représentées a la fois dans ’air extérieur (ambient) et intérieur.
Les bioaérosols modéles utilises sont les suivants :

o [Especes bactériennes : Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), Pseudomonas fluorescens
(P. fluorescens), Micrococcus sp.

o Spores fongiques: Aspergillus fumigatus (A. fumigatus), Aspergillus brasiliensis (A.
brasiliensis), Penicillium sp, Stachybotrys chartarum (S. chartarum).

Le lecteur pourra se référer a la section Matériel et Méthodes du chapitre 6 pour plus de détail
sur les caractéristiques ainsi que les conditions d’échantillonnage et de cultures des différentes espéces
microbiennes utilisées.

Briévement, afin de collecter les bioaérosols, des prélévements d’air extérieur ou intérieur ont
été réalisés en utilisant un impacteur inertiel a un étage (Andersen). Le principe de fonctionnement de
cet appareil est basé sur I’impaction de microorganismes viables et cultivables sur un milieu de culture
gélosé par passage de 1’air aspiré a travers les orifices du plateau. Comme illustré dans la Figure 27, les
cellules bactériennes et les spores fongiques ont été respectivement impactées sur les milieux de culture
Trypticase Soja Agar (TSA, Biolife Italiana, Milan) et Malt Agar (MA, Biolife Italiana, Milan). Elles
ont ensuite été incubées pendant 5 jours a 27°C.

i Micrococcus sp. / AN B A. brasiliensis

m Penicillium sp. A. fumigatus

Figure 27 : Exemples de développement de cellules bactériennes (A) et de spores fongiques (B) respectivement impactées sur
les milieux de culture TSA et MA.

Aprés leur développement, les microorganismes isolés et identifiés ont ensuite été repiqués sur
une nouvelle boite de culture afin d’obtenir des cultures pures de chacun d’eux (Figure 28).

Pour les bactéries, une colonie de chaque espéce précédemment isolée et identifiée a été inoculée
dans 10 ml de milieu de culture nutritif Luria-Bertani (LB, Biolife Italiana, Milan). Cette suspension a
ensuite été incubée pendant 2 jours sous agitation a 150 rpm, a 30 °C.

Pour les champignons, pour chaque espece précédemment isolée et identifiée, une colonie a été

repiquée sur le milieu de culture MA (Biolife Italiana, Milan). Le milieu de culture ainsi ensemencé a
été incubé a 30 °C, pendant 5 jours.
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Chapitre 2 : Matériel & méthodes

Figure 28 : Exemples de cultures spécifiques de microorganismes isolés et identifiés - (4) correspond a des spores d’A.
fumigatus sur le milieu de culture MA et (B)= cellules de Micrococcus sp sur le milieu de culture TSA.

2.3.2.2 Adaptation et optimisation du test DTT aux particules biologiques

Ce test est basée sur le protocole initial de Cho et al. (2005) et de Charrier and Anastasio, (2012).
Les travaux de these de Calas, (2017) au sein de I'IGE ont permis d’adapter ce protocole initial en
microplaques a 48 et/ou 96 puits afin de pouvoir réaliser le suivi cinétique a 1’aide d’un lecteur de
microplaques. Cela a notamment permis le suivi automatisé des cinétiques de la réaction et d’augmenter
le nombre d’échantillons analysés simultanément. Ce dernier protocole a été optimisé et adapté aux
contraintes biologiques, et des changements significatifs ont été apportés notamment dans le
prétraitement des échantillons.

Ces adaptations sont présentées en détail dans la section Matériel et Méthodes du chapitre 6 car
ils font partie intégrante d’un article scientifique déja publié. Les étapes des processus de prétraitement
appliquées sont brievement schématisées dans la Figure 29 ci-dessous.

Pour la mesure du PO associé aux spores fongiques (Figure 29, étape B), nous n’avons pas
utilisé de milieu de culture biologique liquide car dans les expériences préliminaires, nous avons obtenu
des structures filamenteuses (hyphes) qui étaient impossibles & manipuler. L’alternative retenue pour
reprendre les spores fongiques est I’utilisation d’eau ultra-pure et déionisée stérile (Diogo et al., 2005).

Par ailleurs, les milieux de culture biologique contiennent un ensemble de composés chimiques
réactifs, notamment des métaux de transition, capables de catalyser la déplétion d’antioxydants. Par
exemple, le fer étant un métal redox actif et présent en forte quantité dans les milieux de culture
biologiques, il participe trés fortement & la consommation des réactifs utilisés lors du test DTT. Ainsi il
était impossible de discriminer le potentiel oxydant inhérent aux particules biologiques lors du test.

Pour s’affranchir de ce probléme, aprés culture, les bactéries ont été lavées trois fois avec du
tampon phosphate préalablement purifié sur résine Chelex®100 afin de le débarrasser des impuretés
métalliques et elles ont été reprises dans ce méme tampon. Les spores fongiques ont été reprises dans
de I’eau ultra-pure déionisée et stérile (Figure 29, étapes C et D). Ces deux milieux reconstitués avec
des composés de qualité « trace grade analysis » ne contiennent pas d’éléments redox actifs susceptibles
de dégrader la qualité des « blancs d’analyse » lors du test DTT, permettant ainsi une évaluation fiable
du potentiel oxydant des bioaérosols modéles.
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Figure 29 : Résumé schématique du prétraitement des bioaérosols modéles sélectionnés pour [’évaluation du potentiel oxydant des PM. Le détail des conditions opératoires est présenté dans la
section matérielle et méthodes du chapitre 6.
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Préambule

Comme nous 1’avons évoqué précédemment dans le Chapitre 1, la matiére organique (MO)
constitue généralement la premiére composante en masse des PM. Elle concentre des sources a la fois
anthropiques et biogéniques qui peuvent étre classées selon leur caractére primaire ou secondaire. La
caractérisation des sources et processus d’émission de la MO dans sa globalité et la compréhension des
processus de sa formation et de son évolution dans 1’atmosphére se trouvent souvent confrontées aux
connaissances aujourd’hui encore limitées des traceurs organiques spécifiques de sources.

Dans le cadre des recherches actuelles sur les aérosols organiques d’origine biogénique primaire
(PBOA) présentées dans la synthése bibliographique, nous avons clairement vu que les sucres primaires
(par exemple polyols, saccharides primaires) font actuellement I’objet d’une attention particuliére de la
part de la communauté de (géo)chimie atmosphérique. En effet, de par leur stabilité chimique et leur
abondance atmosphérique (Fraser, 2010; Wang et al., 2018), certains sucres primaires ont été proposés
comme des marqueurs moléculaires spécifiques d’émissions biogéniques primaires (Di Filippo et al.,
2013; Gosselin et al., 2016; Jia et al., 2010b; Medeiros et al., 2006a; Medeiros and Simoneit, 2007;
Simoneit et al., 2004a; Yan et al., 2019; Zhu et al., 2015b).

Ainsi, depuis une bonne dizaine d’années, de nombreuses études ont été menées pour
caractériser le niveau de concentrations atmosphériques de différents sucres primaires dans les aérosols
de diverses régions géographiques du monde (Barbaro et al., 2015a; Burshtein et al., 2011a; Fu et al.,
2012a; Jiaet al., 2010c; Medeiros et al., 2006a; Pietrogrande et al., 2014a; Simoneit et al., 2004a; Waked
et al., 2014b; Yttri et al., 2007a). Si ces travaux ont montré que les sucres primaires peuvent constituer
une fraction importante et significative des PM, une question scientifique encore non résolue demeure
la compréhension des paramétres environnementaux qui contrdlent les variations temporelles (cycles
journaliers, saisonniers, annuels) de la concentration de ces espéces chimiques. De méme, les principales
sources biogéniques de ces espéces chimiques et les processus dominants par lesquels elles se retrouvent
dans 1’atmosphére ne sont, a ce jour, toujours pas documentés. L’acquisition de ces connaissances est
rendue difficile par le manque d’études examinant les dynamiques spatiales de séries temporelles
longues (une année civile compléte a minima) des concentrations atmosphériques des sucres primaires
mesurées simultanément sur des sites d’étude représentatifs de plusieurs conditions climatiques.

Dans ce contexte global, ce troisiéme chapitre de thése vise a fournir un apercu général des
dynamiques temporelles de la contribution moyenne a la MO pour différents marqueurs moléculaires
organiques spécifiques des sources, dont ceux associés aux PBOAs. Ce travail est basé sur I’analyse de
la spéciation chimique globale et détaillée des aérosols carbonés dans les PM. s prélevées simultanément
sur 5 sites de fonds ruraux en France pendant une année civile compléte. Les jeux de données exploités
ici proviennent de la base de données présentée dans le Chapitre 2.

L’objectif premier de ce chapitre est de décrire les grandes tendances temporelles (cycles
mensuels, saisonniers) des principales espéces (ou famille d’espéces) moléculaires traceurs de sources
d’aérosols carbonés de la fraction PM.s. Ainsi, une premiere approche monotraceur simple, tentant
d’estimer de facon simple la contribution saisonniére de différentes sources a la masse de 1’aérosol
carbong, est succinctement présentée dans ce chapitre. Nous avons fait le choix ici de présenter plusieurs
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marqueurs organiques de sources anthropique ou biogénique, primaire ou secondaire. Le lecteur pourra
se référer a la section 3.2.3 spécifiquement dédiée aux traceurs d’aérosol organique d’origine biogénique
primaire. Les Chapitres 4 et 5 se focaliseront plus spécifiquement et apporteront plus de détails sur la
compréhension fine des PBOAsS.

Un deuxiéme objectif de ce chapitre est de fournir des indications sur les processus d’émission
dans D’atmosphére des traceurs moléculaires associés aux PBOAs et d’investiguer succinctement
I’origine géographique des especes chimiques étudiées, en associant leurs niveaux de concentrations
aux rétrotrajectoires du vent a 1’aide d’une méthodologie statistique de type PSCF (Potential Source
Contribution Function’).

Cette étude est originale par son approche multi-sites qui permet d’investiguer a la fois les
dynamiques temporelles et spatiales de la concentration des traceurs étudiés. Elle se démarque ainsi
singulierement des études précédentes basées sur la description du niveau de concentration
atmosphérique de ces espéces chimiques mesurées sur un seul site d’étude.

Ce chapitre, apportant des éléments de réponses relatifs au premier objectif de ce travail de
these, est présenté ci-dessous sous la forme d’un article de revue publié dans le journal « Atmospheric
Environment » en 2018, DOI : 10.1016/j.atmosenv.2018.10.027.

7 pyPSCF https://gricad-gitlab.univ-grenoble-alpes.fr/webersa/pyPSCF
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ARTICLE INFO ABSTRACT

The chemical characterization of PM, s was conducted at 5 rural background sites in France for the year 2013.
Chemical analysis of daily samples every sixth day included the measurements of organic carbon (OC), elemental
PM2.5 carbon (EC), ionic species and several specific primary and secondary organic tracers such as levoglucosan,

Keywords:
OC source apportionment

Rural, _Sims N polyols, methane sulfonic acid (MSA) and oxalate. The sampling sites were spatially distributed in order to be
g;gimc marers representative of the French atmospheric background. The results showed well identified temporal variations

common to all the 5 sampling sites, covering a large fraction of France. During winter, concentrations of the
biomass burning marker levoglucosan are significantly increased with high synchronous temporal pattern, in-
dicating the strong impact of this source at a regional scale. During summer, concentrations of primary biogenic
markers such as polyols (arabitol, mannitol) increase due to higher biological activities while oxalate con-
tributions to OC also increases, attributed to ageing processes. The sources of primary organic aerosol are in-
vestigated using mono-tracer approaches based on these compounds. Results indicate that the relative con-
tributions of wood burning to OC are very high, reaching an average value of 90% during winter for some of the
rural sites. Terrestrial primary biogenic organic fraction is significant in summer and fall with a monthly con-
tribution ranging from 4.5 to 9.5% of OC in PM, s. A synchronous increase is also observed for secondary organic
tracers (MSA, oxalic acid) during warm period confirming the influence on the large scale of these compounds
that can account for 10-20% and 5-7% of the OC mass, respectively.

1. Introduction local air quality (Noziere et al., 2015).

Specific chemical markers have been widely used to study the im-

Chemical composition of European PM continental rural back-
ground aerosol has been widely studied these last decades (Alastuey
et al., 2016; Putaud et al., 2010, 2004). It contains a large fraction of
organic matter (OM) accounting at least for 15-20% for the European
rural PM, 5. However, the chemical composition and properties of this
OM are still largely unidentified (Hamilton et al., 2005; Putaud et al.,
2010), while knowing the sources and the atmospheric processes in-
volved in the formation of this fraction represents a large challenge for
the determination of the climatic and health effects on regional and

portance of various sources (Bauer et al., 2008b, 2008b; Burshtein
et al., 2011; Heo et al., 2013; Medeiros et al., 2006; Womiloju et al.,
2003). For instance, levoglucosan is known as a good molecular marker
of biomass burning in literature (Fine et al., 2001, 2004; Simoneit et al.,
2004; Simoneit, 2002; Nolte et al., 2001) and his concentration served
to estimate the biomass burning contribution to OC to atmospheric
aerosols in European sites (Bond et al., 2004; Herich et al., 2014;
Puxbaum et al., 2007). This leads to the information that biomass
burning constitutes an important source of PM,s in winter season,
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amounting up to 18-68% at rural background sites in Europe.

While considerable effort has been undertaken to apportion OM
associated with anthropogenic sources, primary and secondary biogenic
sources which account for a significant fraction of organic aerosols on a
global budget are not well known (Glasius et al., 2018; Liang et al.,
2017; Tsigaridis and Kanakidou, 2003). The chemical composition at
the molecular level stays in discussion with a wide range of char-
acterization methods (Després et al., 2012; Frohlich-Nowoisky et al.,
2016), particularly when it comes to the emission processes of the
fraction from biogenic origin (Wéry et al., 2017). Recently, several
major classes of organic compounds such as sugars (e.g. glucose,
threalose, sucrose), sugars alcohols (e.g. arabitol, mannitol, methyl-
threitols), organic acids (e.g. n-alkanoic acids) persistently emitted
from either primary or secondary biogenic emissions (e.g. soils and
associated microbiota, bioaerosols, green algae, or plants) have been
widely proposed and used as specific molecular markers for biogenic
sources (Caseiro et al., 2007; Fu et al., 2013; Jia et al., 2010b;
Pietrogrande et al., 2014; Steinbrecher et al., 2009; Verma et al., 2018;
Yttri et al., 2007b, 2007a). For instance, among sugar alcohols (also
called as polyols), arabitol and mannitol are particularly widespread in
nature and serve as the main energy storage materials in fungi, or as
intracellular osmo-regulatory solutes in different microorganisms
(Caseiro et al., 2007; Elbert et al., 2007; Liang et al., 2013; Medeiros
et al., 2006; Simoneit et al., 2004; Zhang et al., 2010). Their occurrence
in PM from different environmental backgrounds (rural, urban, marine,
polar) around the world have therefore been used to apportion sources
and fungal contribution to OM mass (Fu et al., 2013; Graham et al.,
2003; Jia et al., 2010b, 2010a; Liang et al., 2016; Verma et al., 2018;
Yttri et al., 2007b; Zhu et al., 2015). However, although the atmo-
spheric concentrations of polyols and co-emitted chemicals have been
measured in many parts of the world, quantitative data characterizing
simultaneously their abundance and spatial and annual variations in
various rural background sites are limited. Yet, such spatial and annual
time-series data are necessary to understand the main drivers of the
emission processes, still unknown.

In this paper, we present the detailed chemical composition of at-
mospheric PM, 5 collected at 5 French rural background sites during the
year 2013. This study mainly focuses both on the primary organic
tracers of anthropogenic and biogenic sources such as levoglucosan and
polyols respectively, and on secondary organic tracers such as oxalate
and methane sulfonic acid (MSA). The aims are to determine the con-
centration levels and the annual cycles of these specific organic tracers
in order to better assess the contributions of these emission sources. Due
to the various rural background typologies of our 5 sites, this study
could provide good indications of the OC sources for a large part of the
Western European rural background.

2. Material and methods
2.1. Site description and sampling period

PM, 5 aerosol samples were collected simultaneously at 5 rural sites
in France during the whole year 2013. The sampling sites were selected
in a way to cover an important part of the French national territory.
Since they are far enough from any local anthropogenic sources, they
are regional representative of the French rural atmospheric background
and are also most probably comparable to many other sites of western
European rural regions. The sites are located in the North-Eastern
(Revin and Andra-OPE), Center (Verneuil), South-Eastern (Dieulefit)
and South-West (Peyrusse-Vieille) parts of France (Fig. 1). Those re-
gions offer a large diversity of climate, local and rural activities as well
as geography and thus are potentially subjected to various types of PM
emission sources. The site at ANDRA-OPE is a specific global ob-
servatory (http://www.andra.fr/ope/), Dieulefit was a regional re-
presentative site now closed while the other sites are part of the MERA/
EMEP network (http://www.emep.int/) and thus fulfill the EMEP site
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Fig. 1. Location of the 5 rural background sampling sites in France (Google
Earth).

selection criteria.

All sites are characterized by a population of less than 7000 in-
habitants within an area of several km in diameter, and have no im-
portant industrial and road transport activities around. The Revin site is
an EMEP site (EMEP/FR09) located in the middle of a coniferous forest
at an altitude of 390 m a.s.l. Weather data indicate predominant winds
from the East and West of the site. Peyrusse-Vieille (EMEP/FR13) is
located on the South-West of France at an altitude of 200 m a.s.l, and
the measurement station is 250 m away from the center of a very small
village of less than 100 inhabitants. It is 130 km away from the Atlantic
Ocean, 45km from the forest of Landes and 32km from the closest
town (Auch, about 22 000 inhabitants). The Andra-OPE sampling site is
in an area located 230 km East of Paris at an altitude of 390 m a.s.l, in
an intensive agricultural area without any village within several kilo-
meters. Dieulefit is a rural site located at 460 m a.s.l and characterized
by mistral conditions where the wind speed increases in the Rhone
valley by the effect of anticyclones conditions between the Massif
Central and the Alps. Finally, the national rural site of Verneuil (EMEP/
FR25) (He et al., 2018) lies at an altitude of 180 m a.s.l in the center of
France. The land cover around the site is dominated by forests (more
than 50% of the surrounding land cover). It can however be influenced
by some activities of the timber industry.

2.2. Sampling collection and supplementary data

The site at OPE-ANDRA is managed and instrumented by the French
national radioactive waste management agency (ANDRA) and the data
presented here cover the years from January 2012 to December 2014.
All other sites are instrumented and operated by the regional air
monitoring networks (AASQA) in charge of the respective areas. PM, g5
samples were collected at these 5 sites from January through December
2013. All collection took place on a 24-h basis using high volume
samplers (DIGITEL Aerosol Sampler DHA-80) equipped with a PM, s
inlet at a flow rate of 30 m® h ™. Samples were collected every sixth day
on average, with field blank collected every month at least. Weekly
PM,, samples at low flow rates (1 m®h~") were also collected at the
OPE-ANDRA site for the 3 years 2012-2014, using 47 mm quartz filters
and Partisol samplers, and processed in the same way.

Collection took place on quartz fiber filters (Tissue-quartz PALL
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QAT-UP 2500, 150 or 47 mm diameter) that were prebaked at 500 °C
for 6 h before use to remove any trace of organic contaminants. Filters
were wrapped by pack of 10 in aluminum foil for transfer to each field
operator. Samples were collected from the sites on a weekly basis from
the sampling sites, taken off the filter holder in clean conditions and
stored individually at —18°C in aluminum foil sealed in Ziploc bags
prior to their analysis. They were transferred each month to the lab in
Grenoble in cold packages. PM mass concentrations (PM;, and PM 5)
were measured in parallel with TEOM (TEOMS50 or TEOM FDMS, R&P)
with 10 min time resolution. The total number of samples collected
ranged from 56 to 67 for atmospheric samples and from 7 to 27 for
blank filters (see the supporting information (SI) Table S1). For each
chemical species analyzed, the yearly average blank values for each
station were subtracted from the samples measurements before calcu-
lation of atmospheric concentrations.

2.3. Instrumental analysis

2.3.1. Carbonaceous matter (EC/OC)

Chemical speciation of atmospheric PM were performed for a large
array of elements and components using a range of instrumental tech-
niques on sub-sampled fractions of the collected filters. The bulk car-
bonaceous content of the aerosol samples, including organic carbon
(OC) and elemental carbon (EC), was quantified with a thermo-optical
transmission method on a Sunset Lab analyzer (Birch and Cary, 1996).
One punch of 1.5 cm? is directly analyzed following the procedure re-
ported in the literature (Aymoz et al., 2007) using the EUSAAR2 tem-
perature program (Cavalli et al., 2010). Automatic split time was al-
ways used for the distinction between EC and pyrolyzed OC. External
calibration is conducted 3 times per analyzing day with a deposition of
a sucrose standard solution on clean filters (42.07 ugC.cm“z). Our lab
has been taking part to the yearly intercomparison conducted within
ACTRIS (http://actris2.nilu.no/) and other programs (Panteliadis et al.,
2015), showing good results.

2.3.2. Soluble components

For the analysis of water soluble species, a calibrated punch of each
filter (11.34 cm?) was soaked in a HDPE tube for 30 min with 15 mL of
Milli-Q water, with orbital shaker agitation. Before analysis, the ex-
tracts were filtered through a pre-rinsed Acrodisc filter (Pall, Gelman)
with 0.25 um-porosity to remove insoluble material and filter debris.
The analyses took place within a maximum of 3 days after the extrac-
tion, and the extracts were kept at 4 °C if not analyzed the same day.
This methodology is similar to the one commonly used for ambient air
filter samples in our group (Jaffrezo et al., 2005; Waked et al., 2014).

Soluble anions (Cl~, NO3~, SO4%7) and cations (Na*, NH;*, K™,
Mg?*, Ca?*) were analyzed by ionic chromatography (IC, Thermo
Fisher ICS 3000) equipped with AS/AG 11HC and CS/CG 12A columns
for anions and cations analyses, respectively. Methane sulfonate (MSA)
and oxalate are also quantified in the same anion run (Jaffrezo et al.,
1998).

Sugar anhydrides (levoglucosan, mannosan, and galactosan) and
sugar alcohols (arabitol, sorbitol, mannitol and glucose) were detected
and quantified by HPLC-PAD using a set of Methrom columns
(MetroSep A Supp 15 and Metrosep Carbl) according to the method
described in Waked et al. (2014). The aqueous sodium hydroxide eluent
had a flow rate of 0.52mLmin " '. The detector was a pulsed ampero-
metric detector with a gold electrode as a work and silver-chloride as
reference electrode on a Dionex DX-500 HPLC. Authentic standards
were used in both analyses (ions and sugars) for identification and daily
calibration of each targeted compound.

2.4. Atmospheric back-trajectories and PSCF analysis

Geographical origins of aerosol could allow a better identification of
the PM, 5 emission sources. The potential source contribution function
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(PSCF) is an interesting tool combining the observations such as con-
centration time series with atmospheric back-trajectory calculations
(Ashbaugh et al., 1985). The methodology is extensively described
elsewhere (Polissar et al., 1999). Briefly, The PSCF defines the prob-
ability for a certain geographical area described by a cell with co-
ordinates (i, j) to contribute to high level of the chemical species con-
centrations measured at the receptor site. For each ijth grid cells,
probabilities are calculated with the ratio between the number of back-
trajectories associated with measured concentrations of specie over a
threshold passing through grid cell (m;) and the total number of back-
trajectories passing through the same cell (n;), according to the fol-
lowing equation:

LMy
PSCFj= —. W
1 (€))
In our study, the threshold was chosen such as the 75th centile of
the concentration of a selected species. A weighting function W can
then be implemented to reduce the contribution from grid cells asso-
ciated with low frequency of occurrence. Weighting coefficients are
usually empirically determined (Jeong et al., 2011; Hwang and Hopke,
2007), but another method, based on a ‘back-trajectory density’ (log(n
+1)) allows less manual work (Bressi et al., 2014). This last method
was previously used in source apportionment study in France (Bressi
et al., 2014; Waked et al., 2014) and was applied in our case. The
weighing function is determined as:

1.00 for nj; > 0.85 X max(log(n + 1))
0.73 for 0.85 x max (log(n + 1)) > ny > 0.60 x max(log(n + 1))
0.48 for 0.60 x max (log(n + 1)) > n; > 0.35 x max(log(n + 1))
0.18 for 0.35 X max(log(n + 1)) > ny

(2

Where max (log(n+1)) = 2.69, or max(n;;) = 497 in this study. For
graphical and uncertainties of back-trajectories purpose, resulting PSCF
values were filtered by a Gaussian smoothing algorithm and eventually
normalized. All calculations were performed under python (code
available at https://github.com/weber-s/pyPSCF/). Finally, 72-h back-
trajectories, along with meteorological parameters (i.e. precipitation)
were calculated using the PC-based version of HYSLPIT (Stein et al.,
2015) every 9h for the year 2013, and for each site. Back-trajectories
starting point were set 100 m above the ground station and the position
of the air masses stored every 3h. Meteorological parameters (RH, T
and rainfall) were estimated for each grid cell. If rainfall (> 0 mm) was
detected for a grid cell, we assumed a full wet deposition and a cleaning
of the air mass. Back-trajectories were then accounted only from the
starting point up to this cell.

3. Results and discussion
3.1. Global mass balance of fine particle from French rural backgrounds

3.1.1. PM, s mass concentrations

Since TEOM data sets were not complete nor available for all sites
over the full year 2013, PM, s mass concentrations were calculated
based on the reconstructed chemical composition. It is performed with
the following equation:

[PMy5)eate = [OM] + [EC] + [nss — SO}~] + [NO5| + [NH{| + [sea salt]
+ [dust] (3a)

Sea salt sulfate [ss-SO4*] is calculated by multiplying the mass
concentration of sodium by a factor of 0.251 (Seinfeld and Pandis,
2006). The non-sea salt sulfate [nss-SO4>7] could then be calculated by
subtracting the [ss-S04%] mass concentration from the total mass of
sulfate. Accordingly, sea-salt is estimated based on the concentrations
of [Na®] with [sea salt] = 2.54 X [Na*] whereas dust is estimated

95



B. Golly et al.
based on the concentrations of [Ca?*] with
[dust] = ( [Ca®*] — %) X 5.6 (Grythe et al., 2014; Putaud et al.,

2010, 2004). The Organic Matter (OM) mass is calculated from the OC
values considering an OM-to-OC conversion factor of 1.75. This factor is
selected within the range of those used in the literature (Bertrand et al.,
2018; Bertrand, 2017; Bressi et al., 2013; Chan et al., 2010; Favez et al.,
2010; Puxbaum et al., 2007). The PM, s masses reconstructed according
to this method shows a good correlation with PM, s concentrations
measured by TEOM at the sites of Verneuil (R = 0.88, n = 60), Dieu-
lefit (R = 0.85, n = 56) and Andra-OPE (R = 0.83, n = 60) where the
full series of TEOM data were available.

Annual average reconstructed PM, s values (hence taking into ac-
count only days with filter collection) are comparable at the 4 sites of
Verneuil, Dieulefit, Andra-OPE and Revin, and range from 10 to
12 pgm ™3, with the highest value recorded at Verneuil and the lowest
value at Dieulefit. The average yearly concentration of PM, s is lower at
Peyrusse-Vieille with a value of 6.6 ugm ™2, All of these concentrations
are in the lower range of 3-35ugm 2 reported for rural areas in the
European region (Putaud et al., 2010). Further, they are also in the
same range than the average values (10.8-12.6 ugm™>) reported in
2009-2010 for rural background sites in the region of Paris, France
(Bressi et al., 2013).

Time series of PM, 5 show exceedances of the daily recommended
value of 25 pgm ™2 (air quality directive 2008/EC/50) only during the
period of January to April, with occurrences of 7 days at Revin, 6 days
at Verneuil and 4 days at Andra-OPE. At Dieulefit, exceedance occurred
for 4 days in February and March 2013 whereas at Peyrusse-Vieille,
levels of PM, 5 exceeded the daily recommended value of 25pugm™3
only once, in February 2013. These exceedances, which occurred
during the same periods, are mostly related to the occurrence of specific
pollution episodes showing either a regional origin (long range trans-
port), or local origin influenced by large scale meteorological condi-
tions (anticyclonic situations).

All sites except Peyrusse-Vieille show in 2013 an increase in PM, 5
monthly mean (Fig. 2) during the winter and spring seasons, when the
majority of the exceedance days occurred. This figure also indicates an
increase of monthly average concentration during summer, more pro-
minent at the Andra-OPE measurement site. The concentrations mea-
sured at Peyrusse-Vieille are typically lower than at all the other sites
for the whole year, with no clear seasonality.

—e— Verneuil

--4-- Revin
35 T T T T T

--0-- Dieulefit
- Peyrusse-Vieille
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3.1.2. PM 5 annual mean composition

This section presents a quick overview of the average concentrations
and contributions of the major components of the PM, 5 for the 5 sites.
Fig. 3 shows that the major components of PM, 5 are OM, NO;~ and
$042~. Their contributions to the total mass range from 33 to 46% for
OM, 12-23% for NO;~ and 15-22% for SO,>~. These values are higher
than the average contributions of OM of 15% and NO3 ~ of 6% reported
for rural background sites in Europe by Putaud et al. (2010). These
differences can probably be explained by the sites identified as rural
background in the European study, which are located far away from
large pollution sources (approximately 10-50 km), while combustion
sources may be somewhat closer in our study.

Comparisons of the annual average composition of the PM at these 5
rural background sites show a large degree of similarity, indicating a
rather homogeneous chemical composition over a large fraction of the
French national territory. Some differences can be pointed out, with
larger contributions of OM at Dieulefit and Peyrusse-Vieille compared
to that at the other sites, and a larger contribution for the dust source at
Verneuil and Andra-OPE (reaching 12% and 8% of the total mass, re-
spectively). We also observe a lower contribution of NO; ™~ at Peyrusse-
Vieille compared to the other sites in agreement with the European
north-south gradient of particulate ammonium nitrate (Pay et al.,
2012). However, these differences do not drastically change the che-
mical composition of the PM, s. Finally, the proportion of OM chemi-
cally identified is within the range of 6-8% for all 5 sites, consistent
with the range of 3.5-11.1% reported for many rural background stu-
dies in France or Switzerland (Gianini et al., 2012). These specific or-
ganic compounds are discussed below in section 3.2.

3.2. Time trends of specific source markers in the PM, 5 carbonaceous
aerosol

3.2.1. Temporal evolution of EC and OC

Annual average concentrations of EC and OC during this study are
comparable at Verneuil, Dieulefit, Andra-OPE, and Revin. They range
from 2.14 to 2.50 ugm ™2 for OC and from 0.28 to 0.31 pg m ™ for EC.
Annual average values are lower at Peyrusse-Vieille with 1.70 and
0.20ugm™2 for OC and EC, respectively. These measurements are
within the range of 1.8-2.7 pg m 2 for OC and 0.1-1.1 ug m > for EC as
reported for rural background sites across Europe (Zanatta et al., 2016;
Herich et al., 2014; Bressi et al., 2013; Laongsri and Harrison, 2013;

--v-- Andra-OPE
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Fig. 2. Monthly variation of PM, s reconstructed concentrations in yg.m ~*at the 5 rural background sites.
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Fig. 3. Chemical mass balance of PM; 5 in 2013 at the 5 rural background sites.

Yttri et al., 2011b; Hueglin et al., 2005). Correlations coefficients be-
tween daily values of PM, 5 and EC are high during winter at Verneuil
(R = 0.86), Revin (R = 0.98) and Andra-OPE (R = 0.90) and lower in
the summer season (0.64, 0.77, and 0.67, for Verneuil, Revin and
Andra-OPE, respectively). It is a good indication that during the winter
season, combustion processes impact significantly the PM, s measured
concentrations even in rural background sites.

The temporal variability of the monthly average concentration of
OC (Fig. 4) indicates maximum values during both the winter and the
summer seasons whereas for EC (Fig. 52), maximum values were typi-
cally observed during the winter season only (December through Feb-
ruary). The mean OC/EC ratios at the sites present a typical annual
variability and range from 9.2 to 12.1 in summer and from 5.1 to 6.9 in
winter. These ratios are similar to those reported for many European
rural background sites (Bressi et al., 2013; Laongsri and Harrison, 2013;
Yttri et al., 2011a; Gelencsér et al., 2007; Hueglin et al., 2005). This
typical increase of the OC/EC ratio observed during summer (Fig. S2)
indicates a significant influence of the secondary organic aerosol for-
mation and/or the aging of aerosols during long-range transport to
remote sites (Chan et al., 2010), together with a decrease of the influ-
ence of the combustion sources producing EC. The results obtained
during this study are in line with those of many others studies in Europe
(Caseiro et al., 2009; Gelencsér et al., 2007).

3.2.2. OC anthropogenic source apportionment by basic macro tracer
approach
3.2.2.1. Biomass burning. Levoglucosan is

the most abundant
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anhydrosugars formed and emitted into the atmosphere by the
incomplete combustion of hemicellulose and cellulose during the
pyrolysis of wood (Fine et al., 2004; Simoneit, 2002). Some studies
report that levoglucosan can be oxidized during transport in the
atmosphere under typical summertime OH levels (Hennigan et al.,
2011, 2010), but this assumption is still under consideration (Bertrand
et al., 2018). However, it is still considered as an excellent molecular
tracer of biomass burning aerosols in winter, and used as such in many
studies, in European regions (Herich et al., 2014) and all over the world
(Hu et al., 2013). Table S1 presents statistics on the concentrations of
levoglucosan at the 5 sites, while monthly variations of the ratio of
levoglucosan-to-OC are presented on Fig. 5.

Annual average concentrations for levoglucosan at the sites of
Andra-OPE, Revin, Dieulefit, and Peyrusse-vieille are close to a value of
100 ng m ™2 in 2013, with about 89.8, 92.8, 106, and 122ngm >, re-
spectively. The average concentration measured at Verneuil is slightly
higher and reaches 199 ng m~>. For all of these rural sites, the max-
imum daily concentrations of levoglucosan are observed during the
winter, and encompass a wide range, from 399 ngm'3 (Revin) to
1372 ng m~? (Peyrusse-Vieille). Monthly variations of the levoglucosan
fraction to OC (Fig. 5) show a pronounced annual cycle similar for all
sites with maximum concentrations during the winter season classically
attributed to the use of wood combustion for domestic heating as ob-
served for many studies conducted in rural areas in European sites
(Caseiro et al., 2009; Puxbaum et al., 2007). Winter-to-summer ratios
for concentrations of levoglucosan are ranging from 15 to 42 in our
study, in the same range observed during the Carbosol program
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Fig. 4. Monthly variation of OC concentration at the 5 rural background sites in PM, 5.

(Puxbaum et al., 2007).

In December, levoglucosan represents an average of 8%-19% of the
OC mass in PM, s samples. High correlation coefficients between OC
and this biomass-burning marker are obtained in winter (R ranging
from 0.80 to 0.98 according to the sites; n = 24 to 29 samples from
November to February), indicating the significant impact of biomass
burning emissions to the total measured OC during the cold period. In
agreement with a recent review on PM source apportionment in Europe
(Belis et al., 2013) and in France (Favez et al., 2016), it shows that the
contribution of wood burning is one of the main source to the OC
fraction collected at French rural background sites in winter.

Fig. 5 highlights highly synchronous changes of the contribution of
wood burning to organic matter on the French national scale. However,
different mass fractions are reached in the heart of the winter, which
may be explained by differences in local atmospheric conditions,
proximity of inhabited areas, and extent of the use of wood for house
heating. Still, correlation coefficients between daily concentrations of

—e— Verneuil
--£&-- Revin

--0-- Dieulefit
~m-- Peyrusse-Vieille

levoglucosan and its stereoisomers are ranging from 0.97 to 0.99 for
mannosan and from 0.94 to 0.99 for galactosan, an indication that these
compounds are emitted in the same way by local sources influencing
each site. The concentration ratio of levoglucosan-to-mannosan can be
used to differentiate the type of wood combustion between hardwood
(angiosperm) and softwood (gymnosperm) during winter season
(Schmidl et al., 2008; Fine et al., 2004). The average ratios obtained in
winter were 17.3 at Verneuil, 13.8 at Dieulefit, 16.7 at Peyrusse-Veille,
11.2 at Revin and 13.1 at Andra-OPE. These ratios are typically com-
parable to the values reported for hardwood burning (Schmidl et al.,
2008), in agreement with an assumption of the prevalence of this wood
type burned in French rural background sites (Besombes et al., 2011).

The geographical distribution of the 72h air mass back-trajectories
are reported in supplementary data (Figs. S5 and S6). PSCF analysis
highlight high similarities for the spatial distribution of geographical
origins between levoglucosan emission sources and EC emission
sources. The distributions for each site show several hotspots pointing
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Fig. 5. Monthly variation of levoglucosan mass fraction to OC at the 5 rural background sites in PM; 5.
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to densely urban regions such as the sector of North-Eastern Europe and
Ile de France Basin (Verneuil, Andra-OPE and Revin), Rhone valley
(Dieulefit) or Western coastal region (Peyrusse-Vieille), where com-
bustion emissions have high contribution for carbonaceous aerosol,
particularly during wintertime.

A basic macro-tracer approach based on this molecular tracer can be
performed with the data series from the different sites. This approach is
commonly used in the literature (Yttri et al., 2011b; Gelencsér et al.,
2007) to apportion OC mass fraction from biomass burning (OCp,) and
from fossil fuel combustions (OCy), using the following set of equations:

[OCys] = f; X [Levoglucosan] (3b)
[ECy) = [Levoglucosan]/f, )
[ECy] = [EC] — [EChp) (5)
[0Cy] = [ECy1/f; (6)
[OCotner] = [OC] = [0Cy] — [0Cyr] %)

Where f, f, are the OC-to-levoglucosan and EC-to-levoglucosan
ratios for biomass burning combustion emissions and f;, the OC-to-EC
ratio from primary fossil fuel combustion emissions. The values of 7.0
and 2.72 were selected for f and f, according to the literature (Fine
et al., 2004), as the values mostly used by mono-tracer source appor-
tionment studies in European rural sites (Herich et al., 2014 and re-
ference therein; Puxbaum et al., 2007). The value of 1.65 for f, was
selected following the study of El Haddad et al. (2009) conducted in a
tunnel in France.

The monthly average OC mass from biomass burning calculated by
this mono-tracer approach is presented in Fig. 6. It shows that biomass
burning is the predominant emission source of OC during the winter
period at all sites, with an average of [OCy,] larger than 40% (Nov—
March), and reaching maxima near 90% in December and January.
These relative contributions of wood combustion are remarkably high.
Indeed, in European sites mostly impacted by biomass burning such as
rural background sites, the contribution of wood combustion to OC in
PM,, or in PM, 5 are only in the range of 30-70% during wintertime
(Caseiro et al., 2009; Gelencsér et al., 2007; Puxbaum et al., 2007; Yttri
et al., 2011b). Contributions higher than 70% of OC mass are only re-
ported for French and Swiss alpine valleys (Daellenbach et al., 2017;
Herich et al., 2014). Finally, the highest daily winter concentrations of
OCy at our sites range from 2.8 ugC.m > to 9.6 ugC.m 2, comparable
to those found at some rural European sites severely impacted by an-
thropogenic emissions (Caseiro et al., 2009; Gelencsér et al., 2007; Piot,
2011; Puxbaum et al., 2007). The contributions decreased during spring
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and reached a minimum in summer (June to August) with about 4-6%
of the OC mass only. These results show the specificities of these French
rural background sites with regard to the impact of wood combustion in
PM, 5 on the large scale.

3.2.2.2. Fossil fuel combustions. In this basic mono-tracer source
apportionment approach, we assume that EC comes from two sources
only, biomass burning and fossil fuel combustion. With this hypothesis,
ECy is inferred from equations (4) and (5), and OCy fraction from
equation (6). Monthly variation of OCy is presented on Fig. 6. This
fraction of OC does not show large annual variations, with average
annual contributions of 5.3% at Verneuil, 6.3% at Dieulefit, 5.6% at
Peyrusse-Veille, 7.8% at Revin and 7.8% at Andra-OPE. The evaluations
for December present more variability, due to the very large fraction of
OC,,;, at that time. These numbers are within a rather narrow range,
showing an impact of these sources quite homogeneous over the rural
areas of a large fraction of France. However, this is less the case during
the winter period, probably due to the increase and the geographical
variability of several combustion emission sources (including house
heating with fuel appliances) and to variable local meteorology. These
estimations of the fossil fuel fractions of OC to the PM, 5 are similar to
the range of 5-9% presented for a European rural background site in the
Po valley in Ispra, also showing a low seasonal variability (Gilardoni
et al., 2011). Further, in agreement with the typologies of our rural
sites, OCy fraction at these French background sites are lower than the
contribution calculated at the regional polluted background site of
western Europe where the contribution range from 15% to 35% (Dusek
et al., 2017).

3.2.3. Apportionment of biogenic sources

The basic approach above highlights that a large fraction of OC
remains un-apportioned, essentially during summer (Fig. S3) when it
can represent more than 80% of the total OC mass. This is in line with
many studies underlining the important contributions of primary and
secondary biogenic emission at that time of the year (El Haddad et al.,
2011; Gilardoni et al., 2011). The sections below try to identify and
quantify the contributions of some other potential sources.

3.2.3.1. Terrestrial primary biogenic organic aerosols. Continental
bioaerosols in the atmosphere include bacteria, fungi, virus, pollen
and cell debris (Frohlich-Nowoisky et al., 2016). Primary sugar alcohols
such as arabitol, mannitol and sorbitol are ubiquitous in fungi and they
are commonly considered as tracers of primary biological aerosol
particles (PBAP) associated with fungal spores emissions (Bauer et al.,
2008a, 2008b; Yttri et al., 2007b). These compounds have mainly been
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Fig. 6. Monthly variation of OC (%) from biomass burning (left) and fossil fuel (right) combustions calculated by mono-tracer approach at the 5 rural background

sites in PMy 5.
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quantified in rural and forested regions (lon et al., 2005; Medeiros
et al., 2006; Yttri et al., 2007b; Zhang et al., 2010) where biological
activities in soils and on plants are particularly intense. Some studies
also concerned atmospheric aerosol collected in urban areas (Bauer
et al., 2008a; Carvalho et al., 2003; Chow et al., 2015; Urban et al.,
2014; Zhu et al., 2018), in remote coastal regions (Burshtein et al.,
2011; Fu et al., 2012; Verma et al., 2018) and more recently, in polar
regions (Barbaro et al., 2015). These compounds were used as tracers in
source apportionment models to quantify primary biogenic emissions at
sites in France (Favez et al., 2016; Srivastava et al., 2018; Antoine
Waked et al., 2014). All of these studies point out to an average annual
contribution of these polyols of < 0.1%-0.6% of OC in PM, s with a
large variability according to the sites and the seasons. The relative
contribution of sugar-alcohols to the fine particle OC fraction is
commonly lower in PM, 5 than in PM,,, where it can reach a relative
contribution of up to 3% for sites strongly impacted by agricultural
activities in the fall season (Chow et al., 2015).

In our study, arabitol is the predominant compound of the 3 polyols
measured (Table S1), representing more than 60% of these sugar-al-
cohols content in PM, s. Except for the Andra-OPE site, annual average
concentrations ranged from 2.8 to 4.8ngm~> for arabitol,
0.4-1.2ngm~? for sorbitol and 1.5-3.5ngm~? for mannitol. There-
fore, the yearly average concentrations of arabitol (10.2ngm?) and
mannitol (10.1 ngm ~>) in the samples collected at Andra-OPE site are
higher by nearly a factor of 2 compared to the values reported for the
other rural sites. These results suggest that continental terrestrial pri-
mary biogenic organic aerosols play a more significant role in the
concentration of PM, 5 at this site, which is largely impacted by agri-
cultural activities for tens of kilometers in all directions. The atmo-
spheric concentrations of these compounds for the 4 other sites are in
the same ranges than those reported for other studies at rural back-
ground sites (Table S1). Fig. 7 shows the temporal variability of the
mannitol fraction of OC in PM, s collected at the 5 sites. These con-
tributions and their temporal patterns are comparable at Verneuil,
Dieulefit and Revin but there are significantly higher at Andra-OPE and
lower at Peyrusse-Vieille.

Only at the North-Eastern sites, strong correlation was observed
between arabitol and mannitol (R = 0.95at Revin and R = 0.96 at
Andra-OPE), which may indicate a similarity of fungal spores emissions
and composition in PM, 5 at the regional scale of these sites (about
100 km). Indeed, a high diversity of fungal spores that may contain
various levels of sugar-alcohols is observed in biota (Burshtein et al.,
2011), depending on several parameters such as location, local me-
teorological conditions (e.g. rainfall amounts, night time and daily
maximal temperatures, ambient relative humidity) or season (Tedersoo
et al., 2006; Jones and Harrison, 2004). The monthly average ratios of
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measured mannitol-to-arabitol in PM, 5 (Fig. 7) range from 0.2 to 1.2
with maximum values observed during the warm period (1.0-1.4) when
the biological activity is the most intense (Yttri et al., 2011a). However
the data at Peyrusse-Vieille, where the lowest compound concentration
are observed, does not follow this trend, with an annual average ratio
close to 0.4 corresponding to the ratio values reported in literature for
the rural forested site in Finland (Carvalho et al., 2003). This could
indicate the influence from different genera of fungi or plants between
Peyrusse-Vieille and the other rural sites investigated.

The monthly average ratios of mannitol-to-arabitol at the Peyrusse-
Vieille site increase from 0.4 to 0.8 in November, potentially suggesting
a change in the polyols emission sources at that time. One hypothesis
could be a link with the increase of the wood burning emissions at that
time. Indeed, polyols have also been detected in fine particles from the
burning of sugar cane leaves in Brazil (Urban et al., 2016, 2014) or in
the smoke from many experimental wildfires in forest (Alves et al.,
2010; Medeiros and Simoneit, 2008). However, in our study, these
compounds were globally not correlated with levoglucosan during the
winter period, showing that polyols are probably not directly emitted
by the biomass combustion although biological species supported by
plant material may be introduced into the smoke particles during the
combustion process (Zangrando et al., 2016; Barbaro et al., 2015). One
major difference between Peyrusse-Vieille and the other sites is related
to the origin of the air masses for these polyols (cf PSCF part in S7),
mainly coming from the Massif Central and the Landes coast, that could
be associated with long-range transport of specific PBAP later in the
year (Fig. 7). Nevertheless, for all sites, the distributions of geographical
area of the potential emission sources show the terrestrial origin of
these compounds (part in S7).

The 3-year time series at the Andra-OPE site, together with con-
current PM;o and PM; 5 sampling, allow further observations. The su-
gars alcohols quantified at this site were mostly present in coarse par-
ticles as is shown on Fig. 8. This is in good agreement with several
results reported in the literature where the mass size distribution of
polyols exhibits a maximum at particle diameter > 2.5 pm (Elbert et al.,
2007). However, some other studies present results with these com-
pounds associated with fine mode PM, such as mannitol and arabitol in
Boreal Forest (Carvalho et al., 2003). These observations could come
from the different assemblages of fungal communities that are domi-
nant at different sites (Zhang et al., 2010).

Organic carbon associated with fungal spores (OCg,) is calculated for
the samples collected at this Andra-OPE site. The contribution of fungal
spores to OC is determined following the procedure presented by Yttri
et al. (2011a). Briefly, OC mass associated with fungal spores is cal-
culated by applying an OC-to-arabitol conversion factor. This ratio is
ranging from 7.2 to 18.6 goc.gmb;m]_l in the studies reported in the
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Fig. 7. Monthly variation of Mannitol (left) and Mannitol-to-Arabitol ratio (right) at the 5 rural background sites in PM; 5.
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Fig. 8. Temporal evolution of Polyols concentrations in
ng.m ™2 between PM;, and PM, 5 (red and black lines) and
the relative contributions (%) of fungal spores to OC in PM;
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literature (Bauer et al., 2008a, 2008b, 2002). In our study, we used an
average value (12.9 goc.gamhiml'l). The results show (cf Fig. 8) that
strong contributions of fungal spores are mainly observed during each
summertime from 2012 to 2014, accounting at peak time for more than
30% of the OC in PM;, on a monthly average. This is consistent with the
contribution of fungal spores to organic carbon in PM;, ranging from
4.6 to 26.1% at a remote site on the Hainan Island located off the south
China coast (Zhang et al., 2010) and with the results reported in a
source apportionment study by Positive Matrix Factorization including
polyols as biomarkers, for an urban background site in Lens (North-
Western France) (Favez et al., 2016; Waked et al., 2014). In these
studies, the authors determined that this primary biogenic source
contributed on average to 37% of the OC and 20% of the PM;, in
summer.

The main agricultural activities performed each month at the Andra-
OPE site are also reported in Fig. 8 (information is missing for the last 3
months). Higher polyols concentration were observed during each
harvest period, while it is not the case during the periods of mechanical
preparation of soil (tillage) and sowing. This highlights that the po-
tential emission source of polyols is strongly linked to the harvest
periods, in agreement with several studies reporting that polyols,
especially arabitol and mannitol, have an essential role for plants and
micro-organisms growth (Patel and Williamson, 2016; Véléz et al.,
2007). Indeed, they are produced in large amounts by many fungi and
bacteria as intercellular osmoprotectants and quencher of radical oxy-
genated species (Singh et al., 2015). The concentration of polyols is
higher in the stroma of plants and can account up to 90% of the total
soluble carbohydrates in it. Our results indicate that the emissions
processes may be more related to plants and micro-organisms on them
than to the soil biota.

Assuming a constant mass fraction OC-to-arabitol in spore for all
sites and PM fraction (Gilardoni et al., 2011), we can estimate the mass
fraction of OC associated with fungal spores in the PM, 5 at our other
sites. The annual average fraction of OCg range from 2.1 to 3.7% of the
OC mass, except for the site of Andra-OPE where this contribution is
higher (7.7%) for PM, 5. This last contribution for the PM, 5 is lower
than that calculated for the PM,,, in agreement with the lower con-
centration of polyols measured in the PM,s fraction (Fig. 8). The
maxima of monthly average contributions are mainly observed during
the end of summer and fall, reaching a range of contributions between
4.5 and 9.5% of OC. These results confirm that primary biogenic

8/13/2014
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emissions contribute significantly to the organic mass of the PM, 5 in
rural background sites in summer, on monthly time scales.

3.2.4. Secondary organic aerosol markers: oxalate

Organic acids measured in PM, 5 during this study include low-
molecular-weight organic acids such as oxalate (Ox), a derivative form
of oxalic acid, and methane-sulfonic acid (MSA). They are both widely
recognized as tracers of secondary organic aerosols (SOA) and originate
from oxidation of various precursors (Ervens et al., 2004) and marine
biogenic sources (Jaffrezo et al., 1994; Li et al., 1993), respectively (see
Table 1).

Oxalic acid is generally the most abundant dicarboxylic acids in
PM, 5 collected in rural background sites (Laongsri and Harrison,
2013), followed by malonic and succinic acids (Table 2), in agreement
with the global atmospheric distributions of low-molecular-weight di-
carboxylic acids recently documented by Kawamura and Bikkina
(2016). The sources of oxalate in PM include both primary and sec-
ondary emissions originating from biogenic and anthropogenic sources,
such as the transformation of marine gas precursor (Rinaldi et al., 2011)
or biomass burning (Kundu et al., 2010). Table 2 shows that the con-
centrations measured for oxalate during this study are within the range
of reported values for continental rural background sites
(20-250 ng m ~?). The highest values were reported for sites impacted
by the long range transport of aerosol or maritime air, reaching an
average of 400-500 ng m~3 in PM, s (Laongsri and Harrison, 2013;
Kawamura et al., 2004; Kerminen et al., 2000). Our annual averaged
values range from 61.7 to 95.5ng m ™3 for oxalate with maximum va-
lues recorded at Dieulefit and minimum values at Peyrusse-Veille.

Correlations (R) between oxalate and ammonium sulfate in our
series are ranging from 0.83 to 0.89, suggesting that oxalate, like am-
monium sulfate, mostly originates from secondary formation and is
more related to long range transport than local sources. Only for Revin
is observed a weaker correlation between both species (R = 0.4),
maybe indicating different formation pathways or emission sources at
this site. Strong correlations were also observed between oxalate, ni-
trate and sulfate in a study conducted in a UK rural background site
(Laongsri and Harrison, 2013), together with increased concentrations
in the warm periods. Despite these correlations, it should be noted that
all attempts in our group to include oxalate in PMF studies for source
apportionment (Favez et al., 2016) were unsuccessful, a possible in-
dication that concentrations of oxalate are not stable enough to provide
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Table 2

Atmospheric Environment 198 (2019) 142-157

Concentrations (ng.m ) of secondary organic marker compounds in PM samples collected at different locations and seasons.

Reference Locations Season Particle size  Dicarboxylic acids DMS oxidation
product
Oxalate (Oxalic derivative Malonic  Succinic MSA
form)
(Kerminen et al., 2000) Rural/Urban sites (Finland) all seasons PM2.5 20-400 3.0-52.0 2.0-43.0 5.0-115.0
(Kawamura et al., 2004) Rural site (Island) all seasons TSP 473 67 52
(Decesari et al., 2006) Pasture (Brazil) fall PM2.5 153 149 24.1
(Saarikoski et al., 2007) Urban site (Finland) apr 06 PM2.5 50
(Gémez-Gonzélez et al., Industrialised harbour city Jjune—july 07 PM2.5 50-140 28-82 5.7-54 46-119
2012) (Belgium)
(Pio et al., 2008) Urban site (Portugal) summer-fall PM2.5 359.5 31.3 19.1
(Facchini et al., 2008) North Atlantic Ocean (Ireland) june—july PMO0.1-10 40-120
(Miiller et al., 2009) North Atlantic Ocean (Cap verde) may PM1.2 0.6-20
june 0.2-0.8
dec 1.0-7.0
(Miyazaki et al., 2014, 2010)  Subarctic North Pacific summer PM2.5 20-80 27.0 20.7 7.0-35.0
(Dall’Osto et al., 2010) Oceanic 50.0-280.0
Maenhaut et al., 2011 Rural background (Hungary) winter PM2.5 56-85 24-37 26-38 12.2-44
summer 154-250 50-76 100-166 22-36
Rural site near large forest summer PM2.5 67-132 10-33 4.4-23 31-58
(Finland)
(Chen et al., 2012) Equator summer TSP 10-50
Polar regions 160-250
(Crippa et al., 2013) Urban site (France) july PM2.5 22-330
(Laongsri and Harrison, Rural site (UK) jul-dec 10 PM2.5 200
2013) PM10 400
Urban site (UK) nov 08 —apr 11 PM2.5 500
PM10 600
(Nirmalkar et al., 2015) Rural site (India) oct-nov 11 PM2.5 184 12.6 14.9

a proper “secondary organic” factor, conversely to ammonium-sulfate
or ammonium-nitrate.

However, remarkable similar temporal patterns of monthly average
contributions of oxalate to OC are observed for the 5 French rural
background sites, with the highest values observed during summer,
reaching 5%-7% of the OC mass (Fig. 9). This monthly trend for par-
ticulate oxalate shows clearly an increase of contributions during the
warm period (e.g. from May to August), that could be linked to the
occurrence of formation processes at a large regional scale. Indeed,
during this period, oxalate concentrations are expected to increase due
to important sun radiation levels and higher surface air temperatures
which favor photo-chemical processes leading to oxalate formation

—e— Verneuil
-+ Revin
120

--O-- Dieulefit
& Peyrusse-Vieille

(Kerminen et al., 2000). All of this agrees with oxalic acid being formed
as a late generation oxidation product in aged air masses during long
range transport.

The relative contributions of oxalate in organic matter at the Andra-
OPE site is higher by nearly a factor of 3 during the fall/beginning of
winter period (Sept.-Dec.) when compared to the values reported for
the other rural sites (Fig. 9). This observation is not explained yet, but
could be related to several processes: (i) possible contributions of spe-
cific emissions in the area, including agricultural activities (ii) a larger
impact of heterogeneous formation processes in fog, for a continental
site with prominent bare grounds prone to such events (iii) a larger
impact of long range transport events than at some of the other sites, as
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Fig. 9. Monthly variation of oxalate at the 5 rural background sites in PM;s.
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reported with the PSCF study in Fig. S8.

3.2.5. Secondary organic aerosol markers: MSA

MSA is considered as an oxidation product of dimethylsulfide (DMS)
mainly released from marine phytoplankton, and it has been proposed
as a useful tracer to separate sulfate of marine biogenic origin from
other sources in many studies (Chen et al., 2012).

The annual average concentrations measured at the 5 sites are very
similar and range from 23 to 37 ng m~>. But the concentrations present
a strong seasonal cycle, with maxima during the warm period. Similar
annual patterns are observed in previous studies performed at coastal
sites (Facchini et al., 2008; Miiller et al., 2009) and are clearly attrib-
uted to marine phytoplankton blooming together with rapid DMS
conversion to MSA in summer. In our study, these maximum con-
centrations present significant differences during the warm period (e.g.
from May to August) according to the site. Indeed, summer con-
centrations of MSA were in the range 23-355ngm > for Verneuil,
23-235ng m ™ for Andra-OPE and 17-419 ng m~° for Revin, while it
reaches only 17-186ngm > for Dieulefit and Peyrusse-Vieille. These
concentrations, among the first ones for inland sites in Europe, are
within the range of the values reported at other sites (Table 2), where
daily summer concentrations of MSA ranged from 22 to 330 ngm > in
Paris (Crippa et al., 2013), 46-119ngm~> in a Belgian harbour
(Gomez-Gonzélez et al., 2012) or 40-120 rlgm‘3 at a Irish marine site
(Facchini et al., 2008).

Fig. 10 shows the monthly average mass contribution of MSA to OC
in PM, 5 at the 5 sites. It shows this strong seasonality, with the highest
concentrations observed during summer and nearly null concentrations
in winter.

MSA is mainly produced from DMS, while non-sea salt sulfate has a
variety of sources including atmospheric DMS oxidation, volcanic and
anthropogenic sulfur emissions. Following a similar method described
in details by Kouvarakis and Mihalopoulos (2002), the relative con-
tributions of marine biogenic sulfate to total non-sea-salt sulfate can be
estimated on the basis of the theoretical MSA to nss-SO4% ratio calcu-
lated in pure marine conditions. In this study, we used a ratio of 0.1
reported in the literature (Chen et al., 2012; Gondwe et al., 2004).

This lead to maximum monthly average values during the summer
season, with contributions of biogenic sulfate to total sulfate ranging
from 4 to 5% at Dieulefit, Peyrusse-Vieille, Revin and Andra-OPE. An
average monthly value of 10% is calculated at Verneuil for June 2013.

—e— Verneuil
-+4-- Revin

--0-- Dieulefit
~m-- Peyrusse-Vieille
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In winter, the contributions of the marine biogenic of source to total
nss-SO4% are, as expected, much lower, and range from 0.3 to 2%.
Taking into account the uncertainties of this approach, these results
indicate that during the summer season, marine biogenic source can
have a small but significant contribution to the formation of nss-S04>
in rural areas.

One question raised with these results is that MSA concentrations
are not correlated with ionic species from marine aerosols, such as
sodium and magnesium (R < 0.1 forNa* and R < 0.11 for Mg2+, for
all sites) (Fig. S4). Furthermore, the ratios between ions of marine
origin (Na*, Mg>*, Cl7) are often departing from the sea water ratio
during these days of high MSA concentration. Finally, the geographical
origins of MSA emission sources determined by the PSCF analysis are
reported in Fig. 11. Only the back-trajectories associated with the
higher 25% (75th percentile) of the MSA concentrations were used for
defining the main source regions for each site. This threshold value of
MSA concentration was chosen to have the best geographical re-
presentativity of the maximum concentrations. These results show a
large probability of source origins from the marine areas in the North of
France, but also many areas of origin (at 3 days) in continental areas.

Hence, the 3 points above seem to indicate that a potential terres-
trial additional source of MSA can be significant in continental en-
vironments due to DMS emissions from soil or leaf litter. Indeed, a re-
cent study indicate such a potential for emission pathways of MSA via a
terrestrial biogenic source for rural sites in Northern Europe (Bozzetti
et al.,, 2017). Also, in freshwater environments, DMS production may
occur in anoxic and oxic regions in lakes, resulting from the degrada-
tion of aromatic compounds in sediments and phytoplankton activity,
respectively (Schiifer et al., 2010). Finally, several recent studies pro-
posed a possible source of MSA from the forest biota by the significant
emission of DMS from Amazon soils (Jardine et al., 2015), or from the
forest floor (Miyazaki et al., 2012). These production pathways for at-
mospheric particulate MSA remain to be studied.

4. Conclusion
During this study conducted over one year from January to
December 2013 at 5 rural background sites in France, we measured a

large set of specific organic markers such as sugars, sugar-alcohols and
organic acids. These measurements indicate:
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Fig. 10. Monthly variation of MSA at the 5 rural background sites in PMy 5.
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Fig. 11. PSCF probability of geographical origins of MSA emission sources for each site.

e The concentrations measured for chemical components during this
study are within the range of reported values for studies conducted
in the European region, highlighting similarities at the continental
scale.

Similar time series and annual cycles were observed for carbonac-
eous components (EC and OC), biomass burning tracers (levoglu-
cosan and its isomers) and secondary organic tracers (oxalate and
MSA) at the 5 rural background sites. These results suggest a large-
scale influence of the sources and processes leading to these che-
mical species in PM, s, particularly during the winter and summer
seasons.

Biomass burning tracers simultaneously increased during fall/winter
seasons due to the use of wood combustion for domestic heating and
reached 4%-10% of the OC mass in PM, s samples. PSCF analysis
showed the significant contribution of air masses from the North
and North-Eastern part of Europe in agreement with the location of
urban regions and high-density areas.

Secondary organic markers (oxalate and MSA) are not correlated but
each one present synchronous evolution at the 5 sites. High con-
centration of MSA at the 5 sites may be partly due to DMS emissions
by terrestrial environment during warm period as supported by
PSCF analysis and the lack of correlation between MSA and sea salt
ions. This hypothesis open new venues for research on the sources
for this compound in the atmosphere.

In contrast, a large variability is observed for primary biogenic
markers (sugar-alcohols) between each rural site suggesting an im-
portant contribution of the local emission sources for these com-
pounds in the PM,s. A first approximation of fungal spore con-
centrations indicates values up to 30% of total OC, during
harvesting period at one of the site, highlighting the importance of
this primary source to total OC.
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Table S 1: Measured concentrations (mean (min-max)) for all the sampling sites averaged from January
through December, 2013.

PM2s, calc

ocC
EC

Sulfate
Nitrate

Ammonium
Calcium
Potassium
Sodium
Others ions

Oxalate
MSA

Arabitol
Sorbitol
Mannitol

Levoglucosan
Mannosan

Galactosan
Glucose

Sampling sites

Verneuil

n=60

Dieulefit

n=56

Andra-OPE

n=58

Revin

n=67

Peyrusse-Vielle

n=56

12.3 (1.35-43.6)

9.88 (.51 - 44.1)

12.9 (2.43-39.0)

11.6 (1.74-54.6)

Carbonaceous matter [ug.m]

6.38 (0.12-26.3)

2.35 (0.40-9.26)
0.28 (0.04-0.78)

2.51(0.32—9.74)
0.31 (0.04 — 1.52)

2.26 (0.17-6.52)
0.29 (0.05-0.75)

lonic species [pug.m]

2.14 (0.22-5.99)
0.31 (0.05-1.02)

1.69 (0.24-7.29)
0.20 (0.02-0.88)

1.61 (0.25-7.91)
2.15 (0.02-17.0)

1.19 (0.02-8.98)
0.22 (0.12-0.36)
0.06 (0.01-0.23)
0.10 (0.01-0.69)
0.07 (0.001-0.79)

1.78 (0.13-9.12)
1.71 (0.02-19.9)

1.12 (0.04-7.84)
0.05 (0.01-0.22)
0.09 (0.01-1.37)
0.05 (0.01-0.21)
0.02 (0.001-0.11)

1.98 (0.07-8.82)
2.08 (0.04-10.1)

1.22 (0.03-6.10)
0.17 (0.01-1.34)
0.07 (0.004-0.23)
0.12 (0.004-0.55)
0.07 (0.004-0.36)

2.47 (0.26-10.6)
2.57 (0.04-22.9)

1.58 (0.04-10.5)
0.05 (0.01-0.30)
0.08 (0.01-0.58)
0.12 (0.005-0.74)
0.09 (0.005-0.69)

Organic species [ng.m]

1.32 (0.03-6.43)
0.74 (0.006-
10.1)

0.68 (0.02-4.55)
0.05 (0.01-0.22)
0.06 (0.005-0.66)
0.07 (0.003-0.28)
0.04 (0.001-0.49)

87.8 (0.92-264)
36.6 (1.94-355)

2.81 (0.46-8.85)
0.36 (0.01-1.91)
2.49 (0.36-9.5)

199 (3.65-967)
13.2 (0.34-71.1)

7.31 (0.08-36.2)
5.80 (1.24-34.0)

955 (2.39-283)
23.4 (1.08-126)

4.79 (0.80-37.0)
1.18 (0.02-18.1)
3.78 (0.34-16.3)

106 (3.26-576)
8.67 (0.41-57.9)

4.31 (0.20-27.8)
8.89 (2.79-53.5)

82.6 (1.97-332)
32.7 (0.37-235)

10.23 (0.47-77.8)
0.36 (0.004-1.81)
10.1 (0.39-77.6)

89.8 (1.63-479)
8.73 (0.08-45.5)

3.81(0.38-16.7)
13.7 (0.90-113)

71.0 (1.03-219)
37.0 (1.47-419)

3.39 (0.50-22.2)
0.44 (0.004-3.99)
3.50 (0.01-35.1)

92.8 (1.77-399)
9.46 (0.09-51.7)

4.36 (0.20-25.4)
6.52 (0.28-53.7)

61.7 (0.91-227)
31.8 (1.24-186)

3.22 (0.26-35.0)
0.92 (0.005-10.8)
1.53 (0.12-15.6)

122 (2.17-1372)
9.63 (0.13-130)

4.37 (0.29-53.2)
8.55 (0.64-94.1)
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Figure S 1: Monthly average variation of EC (ng.m™) at the 5 rural background sites.
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Figure S 2: Monthly average variation of OC-to-EC ratio at the 5 rural background sites.

Figure S 1 Illustrates that maximum values for EC are mainly observed during the winter season
from December through February. Furthermore, the ratio of OC/EC showed also maximum values
during the winter season identical to the seasonal variation of EC where the contribution of EC to total
carbon (TC = OC + EC) can reach an average value of 24% (Figure S 2). During the summer season,
EC contribution to total TC is too low and can reach an average value of only 7%. Therefore, EC which
is a marker of primary sources, its monthly variation as well as its contribution to total TC in both the
winter and the summer seasons suggests that the main sources during winter are local primary
combustion sources.
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Figure S 3: Monthly average variation (%) of un-apportioned OC fraction calculated by mono-tracer
approach at the 5 rural background sites.

In summertime, the un-apportionment of OC mass in PM2s by mono-tracer approach represents
about 80-90% of measured OC and which can commonly be attributed to secondary organic carbon
(SOC) or potential other emission sources such as biogenic sources discussed in detail in the section
3.2.3.

111



—e—Verneuil --0-- Dieulefit --w--Andra-OPE
-4+ Revin — & Peyrusse-Vieille
300 T I T T T T T I T T T

250

—_ —_ (%]
(=] (41 (=]
o o [=]
1 | 1

Na concentration (ng,m'a)

[41]
(=]
1

1 I 1 I 1 I T
Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec

Mg concentration (ng.m'a)

0 | | | | I I I I 1 I | I
Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep ©Oct Nov Dec

Figure S 4: Monthly average variation (ng.m™) of Sodium and Magnesium at the 5 rural background
sites.

During, the period of high concentration of MSA (especially in summer), the typical fresh sea
salt ratios have been investigated such as CI/Na and Mg/Na typical reported in the literature (Seinfeld
and Pandis, 2006). The calculated ratios were lower than those found in fresh sea salt (CI/Na = 1.78).
These average ratios ranged from 0.05 to 0.35 during this period which could be related to a negligible
share of chlorine in fine particulate matter. The results show that the air mass aerosol consisted of aged
aerosol according to the typology of these sites (rural background sites). For the ratios of Mg/Na
(ranging from 0.13 to 0.16), they agreed with the ratio of 0.12 expected for fresh sea salt, particularly
for the sites of Revin and Verneuil. Higher ratio was observed for the site of Andra-OPE with Mg/Na
ranged 0.29. This observation confirms the specificities of the Andra-OPE site in relation to the primary
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Chapitre 3 : Traceurs organiques et contributions des sources aux PM-s sur cing sites ruraux

and secondary biogenic emissions (cf. 3.2.3) and the geographical origin of MSA emission source from

the NE sectors.
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Figure S 5: PSCF probability of geographical origins of Levoglucosan emission sources for each site.
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Figure S 6: PSCF probability of geographical origins of EC emission sources for each site.
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Figure S 7: PSCF probability of geographical origins of Polyols emission sources for each site.
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Figure S 8: PSCF probability of geographical origins of Oxalate emission sources for each site.
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Conclusion et perspectives du chapitre 3

Ce troisiéme chapitre de thése présente 1’évolution mensuelle moyenne de la concentration

atmosphérique de différents marqueurs moléculaires de sources d’aérosols carbonés sur cinq sites de

fonds ruraux en France. Seules les conclusions majeures relatives aux aérosols organiques d’origine

biogénique primaire, qui font 1’objet principal de ce travail de thése, sont décrites ci-dessous :

O

En utilisant une approche monotraceur simple, ce chapitre fournit une premiére estimation
robuste permettant d’estimer les ordres de grandeurs des contributions de plusieurs sources de
matiéres carbonées particulaires. En période hivernale, ’OC est largement dominé par les
contributions de la combustion de la biomasse alors que les PBOAs constituent une fraction
importante en période estivale, représentant environ 4.5 a 9.5% de la masse de I’OC dans la
fraction PM2s en moyenne sur des sites de fonds ruraux. Cela illustre un changement de nature
de cette composante carbonée de 1’aérosol au cours de I’année. Pour affiner ces premiéres
estimations, une approche statistique multi-traceurs et intégrative de 1’ensemble de toutes les
sources influencant la masse de 1’aérosol sur un site récepteur est nécessaire.

L’analyse des rétrotrajectoires du vent par PSCF suggéere que les fortes concentrations des
traceurs moléculaires associés PBOAs sont principalement d’origine continentale.

Il existe une grande variabilité entre les évolutions mensuelles de la concentration moyenne des
marqueurs moléculaires sur les cing sites de fonds ruraux. Cette désynchronisation des
concentrations observées au cours du temps pourrait indiquer des processus d’émissions qui
peuvent, en premiére approche, étre plutét dépendants et/ou actifs a des échelles régionales ou
locales.

Enfin, I’analyse simultanée de la concentration atmosphérique moyenne mensuelle des polyols
majoritaires et les activités agricoles sur le site de I’OPE-ANDRA fournit une premiere
indication sur les processus potentiels d’émissions de ces espéces sur un site rural dans une zone
de grandes cultures.
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Préambule

Comme déja évoqué dans les précédents chapitres, la complexité de la matiere organique
particulaire (MO) demeure mal appréhendée et incomprise dans sa globalité. Pour rappel, les meilleures
caractérisations chimiques de la MO ne permettent au mieux 1’identification moléculaire que d’environ
20 % de la masse de cette MO. En particulier, les différentes sources dont sont issus ces composants
organiques sont mal identifiées. L hypothése généralement admise par la communauté de (géo)chimie
atmosphérique est que la majeure partie de cette fraction inconnue de la MO serait d’origine secondaire
ou anthropique. Une question non résolue reste cependant la quantification des contributions massiques
totales des sources biogéniques primaires a la masse de MO, qui demeurent trés peu documentées a ce
jour.

Toutefois, nous avons pu voir dans le Chapitre 3 que les PBOASs peuvent constituer une fraction
importante et significative des particules fines atmosphériques (PM.s). Ce premier travail repose
cependant sur une approche « simplifiée » de monotraceur sur des sites nationaux de fonds ruraux. Dans
le méme ordre d’idée, I’analyse de la littérature (Chapitre 1) nous a également montré que I’information
sur la contribution massique totale des PBOAs a la MO demeure aujourd’hui encore incompléte et que
les rares estimations existantes a ce sujet sont hautement incertaines (Bozzetti et al., 2016; Coz et al.,
2010; Tanarhte et al., 2019).

Si I’étude présentée dans le Chapitre 3 apporte un nouveau regard sur ’importance de la
contribution massique de la fraction biogénique primaire a la MO sur des sites nationaux de fonds
ruraux, elle a cependant été réalisée sur la fraction PM_s. Or, au regard du spectre de tailles des particules
biologiques atmosphériques, qui sont généralement localisées dans la fraction grossiére des PM (ceci
est décrit dans le chapitre 1), on peut a juste titre imaginer que les PBOAs soient plut6t majoritaires dans
les PMo. Dans ce contexte, il apparait judicieux de s’attacher a affiner la caractérisation des PBOAs
dans la fraction grossiére PMg.

La premiére partie de ce quatriéme chapitre s’inscrit dans cette optique, avec pour principal
objectif de progresser dans la compréhension des variations saisonnieres et spatiales des concentrations
des sucres primaires particulaires et d’apporter une meilleure caractérisation des contributions
massiques de sources biogéniques primaires a la MO. L’utilisation de 1’approche statistique Positive
Matrix Factorization (PMF) homogéne permet sur ce point d’aller plus loin que 1’approche monotraceur
(se focalisant sur une source unique d’émission), en affinant a la fois I’identification et la quantification
des principales sources de particules dans 1’air ambiant. Comme déja évoqué dans le Chapitre 2, un
précédent travail dans le cadre des projets SOURCE et DECOMBIO (Chevrier, 2017; Favez et al., 2016;
Weber et al., 2019) avait appliqué une méthodologie de traitement de données de type PMF harmonisée
pour une analyse homogeéne des sources de PMyo sur seize sites d’études en France. Ces sites d’études

ont été sélectionnés de facon a ce qu’ils recouvrent plusieurs régions géographiques et conditions
climatiques typiques en France. Ainsi, les jeux de données acquises durant ces deux projets serviront de
point d’appui essentiel pour fournir de meilleures estimations des PBOAs dans les PM .
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Pour cette étude, nous avons le choix d’une stratégie générale multi-sites, qui s’avere essentielle
pour progresser dans la compréhension des processus dominants d’émissions des sucres primaires
particulaires vers I’atmosphére ainsi que pour déceler les paramétres environnementaux qui contrélent
les variabilités temporelles des niveaux de concentrations atmosphériques des sucres primaires (et
PBOAS). Ainsi, apres I’étude de la distribution des sucres primaires entre les fractions réglementaires
de PM (i.e.,, PM2s et PMyg), la premiére partie de ce chapitre tentera de décrire leurs variations
temporelles (cycles saisonniers et annuels) sur 28 sites d’études répartis dans plusieurs régions
géographiques et représentatifs de plusieurs conditions climatiques typiques en France. Elle s’attachera
également & établir une empreinte chimique robuste associée aux PBOAs et a évaluer 1’évolution
saisonniere de leur contribution massique a la MO dans les PMo en France pour une année civile
compléte. Sur ce point, la stratégie générale multi-sites adoptée permet également d’avoir une vision
compléte sur les variabilités spatiales associées aux PBOASs pour plusieurs typologies et conditions
(géo)climatiques de sites d’étude.

Les travaux présentés dans cette premiére partie Chapitre 4 sont basés sur un article publié dans
le journal « Atmospheric Chemistry and Physics (ACP) DOI : 10.5194/acp-19-3357-2019 ».

L’ensemble des résultats présenté dans ce Chapitre 4 apportent un nouveau regard sur
I’importance de la contribution massique des PBOAs et des nouvelles connaissances sur les processus
dominants par lesquels ils sont introduits ainsi que les facteurs environnementaux qui déterminent ces
processus. Ces résultats pourraient constituer un point servir un point d’appui essentiel pour une
meilleure paramétrisation des PBOAs dans les modeles de chimie-transport.
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Article 2: Polyols and glucose particulate species as tracers of primary biogenic organic aerosols
at 28 French sites

Atmos. Chem. Phys., 19, 3357-3374, 2019, https://doi.org/10.5194/acp-19-3357-2019
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Abstract. A growing number of studies are using specific
primary sugar species, such as sugar alcohols or primary sac-
charides, as marker compounds to characterize and appor-
tion primary biogenic organic aerosols (PBOAs) in the at-
mosphere. To better understand their annual cycles, as well
as their spatiotemporal abundance in terms of concentrations
and sources, we conducted a large study focusing on three
major atmospheric primary sugar compounds (i.e., arabitol,
mannitol, and glucose) measured in various environmental
conditions for about 5300 filter samples collected at 28 sites
in France. Our results show significant atmospheric concen-
trations of polyols (defined here as the sum of arabitol and

mannitol) and glucose at each sampling location, highlight-
ing their ubiquity. Results also confirm that polyols and glu-
cose are mainly associated with the coarse rather than the
fine aerosol mode. At nearly all sites, atmospheric concen-
trations of polyols and glucose display a well-marked sea-
sonal pattern, with maximum concentrations from late spring
to early autumn, followed by an abrupt decrease in late au-
tumn, and a minimum concentration during wintertime. Such
seasonal patterns support biogenic emissions associated with
higher biological metabolic activities (sporulation, growth,
etc.) during warmer periods. Results from a previous com-
prehensive study using positive matrix factorization (PMF)
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based on an extended aerosol chemical composition dataset
of up to 130 species for 16 of the same sample series have
also been used in the present work. The polyols-to-PMppoa
ratio is 0.024 £0.010 on average for all sites, with no clear
distinction between traffic, urban, or rural typology. Overall,
even if the exact origin of the PBOA source is still under
investigation, it appears to be an important source of particu-
late matter (PM), especially during summertime. Results also
show that PBOAs are significant sources of total organic mat-
ter (OM) in PMjg (13 £4 % on a yearly average, and up to
40 % in some environments in summer) at most of the in-
vestigated sites. The mean PBOA chemical profile is clearly
dominated by contribution from OM (78 +9 % of the mass of
the PBOA PMF on average), and only a minor contribution
from the dust class (3+4 %), suggesting that ambient polyols
are most likely associated with biological particle emissions
(e.g., active spore discharge) rather than soil dust resuspen-
sion.

1 Introduction

Airborne particles (or particulate matter, PM) are of major
concern due to their multiple effects on climate and adverse
human health impacts (Boucher et al., 2013; Cho et al., 2005;
Ntziachristos et al., 2007). The diversity of PM impacts is
closely linked to their complex and highly variable nature,
i.e., size distribution, concentration and chemical composi-
tion, or specific surface properties. PM consists of inorganic
and elemental substances, and a large fraction made of car-
bonaceous matter (organic carbon, OC, and elemental car-
bon, EC) (Franke et al., 2017; Putaud et al., 2004a; Yttri
et al., 2007a). Substantial amounts of atmospheric organic
matter (OM) remain unidentified and uncharacterized at the
molecular level. In most studies, a maximum of only 20 %
of particulate OM mass can generally be speciated and quan-
tified (Alfarra et al., 2007; Fortenberry et al., 2018; Liang
et al., 2017; Noziere et al., 2015). This detailed composition
of OM and its spatial and seasonal distribution can give im-
portant insights into the adverse effects of PM. So far, the
majority of air pollution studies have focused on organic at-
mospheric particles associated with anthropogenic and sec-
ondary sources, whereas a significant fraction of OM can
also be associated with primary emissions from biogenic
sources (Bauer et al., 2008a; Jaenicke, 2005; Liang et al.,
2016). Therefore, the characterization of primary OM bio-
genic sources at the molecular level is still limited (Fuzzi et
al., 2006; Liang et al., 2017; Zhu et al., 2015), and should
be further investigated for a better understanding of aerosol
sources and formation processes.

Primary biogenic organic aerosols (PBOAs) are emitted
directly from the biosphere to the atmosphere where they
are ubiquitous and participate in many atmospheric processes
(Elbert et al., 2007; Frohlich-Nowoisky et al., 2016). Addi-
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tionally, their inhalation has long been associated with hu-
man respiratory impairments (asthma, aspergillosis, etc.; De-
sprés et al., 2012; Morris et al., 2011). PBOAs comprise liv-
ing and dead microorganisms, such as bacteria and fungi;
viruses; bacterial and fungal spores; microbial fragments,
such as endotoxins, mycotoxins; or plant materials, such as
vegetative debris and pollens (Elbert et al., 2007; Jaenicke,
2005; Morris et al., 2011). In most semi-urban European
sites, PBOA can account for up to 25 % of the atmospheric
aerosol mass in the size range of 0.2 to 50 um (Frohlich-
Nowoisky et al., 2016; Jaenicke, 2005; Huffman et al., 2012;
Manninen et al., 2014; Morris et al., 2011). However, their
sources and contribution to total airborne particles are still
poorly documented, partly because of the ditficulty to recog-
nize them by conventional microbiological methods (cell cul-
ture, microscopic examination, etc.; Di Filippo et al., 2013;
Heald and Spracklen, 2009; Jia et al., 2010a).

Several specific chemical components, such as primary
sugar compounds (i.e., primary saccharides and sugar alco-
hols) emitted persistently from biogenic sources, have long
been suggested as powerful and unique biomarkers in trac-
ing sources, as well as abundances of PBOA (Bauer et al.,
2008a; Medeiros et al., 2006; Simoneit et al., 2004b; Zhang
et al., 2010; Zhu et al., 2016). For instance, ambient con-
centrations of glucose have been used as markers for plant
materials (such as pollen, leaves, and their fragments) or soil
emissions from several areas in the world (Fu et al., 2012;
Jia et al., 2010a, b; Pietrogrande et al., 2014; Rathnayake et
al., 2017). Many studies indicated that glucose is the most
abundant monosaccharide in vascular plants, where it serves
as the common energy material, and an important source of
carbon for soil active microorganisms (such as bacteria or
fungi) (Jia et al., 2010a; Medeiros et al., 2006; Pietrogrande
et al., 2014; Zhu et al., 2015). Additionally, sugar alcohols
(also called polyols) including arabitol and mannitol have
been proposed as markers for airborne fungi, and are widely
used to quantify their contributions to PBOA mass (Bauer
et al., 2008a, b; Golly et al., 2018; Srivastava et al., 2018;
Zhang et al., 2010). These sugar alcohols have also been
found to correlate very well with fluorescent PBOA in the
ultraviolet aerodynamic particle sizer (UV-APS) and wide-
band integrated bioaerosol sensor (WIBS-3) online studies,
particularly in rainy periods (Gosselin et al., 2016), favoring
microbial sporulation (such as fungi belonging to Ascomy-
cota and Basidiomycota phyla) (China et al., 2016; Elbert et
al., 2007; Jones and Harrison, 2004). Polyols are produced
in large amounts by many fungi and bacteria, and several
functions have been described for these compounds, such as
common energy storage materials, intracellular protectants
against stressful conditions (e.g., heat or drought), storage
or transport of carbohydrates, quenchers of oxygenated re-
active species, or regulators of intracellular pH by acting as
a sink or source of protons (Jennings et al., 1998; Medeiros
et al., 2006; Véléz et al., 2007). Hence, polyols, especially
arabitol and mannitol, may represent a significant fraction
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of the dry weight of fungi, and mannitol can contribute be-
tween 20 % and 50 % of the mycelium dry weight (Ruijter et
al., 2003; Véléz et al., 2007). However, polyols are also often
identified in the lower plants (leaves, pollens) and green al-
gal lichens (Medeiros et al., 2006; Véléz et al., 2007; Yang et
al., 2012). The primary sugar compounds (defined as poly-
ols and primary saccharide species) are thought to be rela-
tively stable in the atmosphere (Wang et al., 2018), although
studies investigating their atmospheric lifetime are quite lim-
ited. One previous laboratory study has been conducted by
the US Environmental Protection Agency (EPA) to evaluate
the stability of these chemicals on filter material exposed to
gaseous oxidants as well as in aqueous solutions (simulat-
ing clouds and fog droplet chemistry). Findings of that study
have shown that primary sugar compounds remain quite sta-
ble up to 7 days (the extent of the testing period), pointing out
their suitability for use as tracers of atmospheric transport
(Fraser, 2010). With all of this information, the use of pri-
mary sugar compounds (such as mannitol, arabitol, glucose,
etc.) as suitable tracers of PBOA is generally acknowledged
(Jia and Fraser, 2011; Zhu et al., 2015, 2016).

Although atmospheric concentrations of polyols — includ-
ing arabitol and mannitol as well as some primary monosac-
charides (e.g., glucose) — have been previously quantified
as part of several studies in various environments including
urban/suburban, rural, rainforest, mountain, and marine ar-
eas (Fu et al., 2012; Graham et al., 2003; Jia et al., 2010a,
b; Liang et al., 2016; Pietrogrande et al., 2014; Simoneit,
2004a, b; Verma et al., 2018; Yttri et al., 2007b; Zhu et al.,
2015), large datasets investigating their annual cycles and
spatial distributions are still limited. Such information could
give important insights into environmental factors influenc-
ing their atmospheric levels such as climate and biotope,
and therefore help to elucidate patterns regarding their ma-
jor sources and atmospheric emission pathways. Even if nu-
merous sources and emission mechanisms have been widely
proposed — including, among others, metabolically active mi-
crobial wet emissions, entrainment of farmland or natural
soils, and associated microbiota (Elbert et al., 2007; Fu et
al., 2013; Gosselin et al., 2016; Jia et al., 2010a, b; Medeiros
et al., 2006; Pietrogrande et al., 2014; Simoneit et al., 2004a,
b; Verma et al., 2018; Yttri et al., 2007b) — the dominant at-
mospheric input processes have not yet been sufficiently elu-
cidated.

In this context, the present study was designed to provide a
broad overview of the spatial and seasonal variations in poly-
ols and glucose mass concentrations, as well as their con-
tribution to the aerosol organic mass fraction in France. To
do so, data were collected at many sites in different envi-
ronments (rural, traffic, urban) in order to represent various
sampling conditions in terms of site typologies and meteoro-
logical conditions. Thanks to the availability of results from
an extended positive matrix factorization (PMF) analysis per-
formed for the corresponding datasets, the overall contribu-
tions of the main polyols and glucose emission sources could
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also be investigated in light of their spatial patterns. To the
best of our knowledge, this is the first study providing such
an extended phenomenology of these compounds over mul-
tiple sites with different typologies.

2 Material and methods
2.1 Aerosol sampling

Ambient aerosol samples considered in the present work
come from different research and monitoring programs, con-
ducted over the last 5 years in France (Fig. 1). Each program
includes at least 1 year of field sampling, providing a total
number of 5343 daily filter samples available for the sake
of the present study. These sites offer diverse conditions in
terms of typologies (rural, traffic, urban sites, Alpine valley
environments, etc.), local climate, and vegetation types, and
were selected in order to cover the complex and variable na-
tional environmental conditions. These sites are assumed to
represent typical environmental conditions in France, and our
observations and general tendency could therefore be extrap-
olated to neighboring western European countries presenting
quite homogeneous environmental conditions.

The site of OPE-ANDRA is a specific monitoring obser-
vatory in a rural environment, without any village or indus-
try within several kilometers (description available from http:
//lwww.andra.fr, last access: 12 February 2019). All other
sites correspond to stations of regional air quality monitor-
ing networks (AASQA). The availability of filter samples
was variable from one site to the other one, depending on the
sampling frequency (typically every third or sixth day). Fil-
ter collection was conducted within the PM;( or the PM3 5
aerosol size fractions, depending on the investigated site (Ta-
ble S1 in the Supplement). Moreover, co-located and simul-
taneous PM g and PM; s samplings were conducted at OPE-
ANDRA and Revin, allowing us to investigate the distribu-
tion of primary sugar compounds between the fine and the
coarse aerosol size fractions at these two sites.

Ambient aerosols were collected onto quartz fiber filters
(Tissuquartz PALL QAT-UP 2500, 150 mm diameter) and
preheated at 500 °C for 4 h minimum before use. After col-
lection, all filter samples were wrapped in aluminum foils,
sealed in zipper plastic bags, and stored at <4 °C until further
chemical analysis. Field blank filters were also collected, at
least once a month, using the same handling procedure as
for PM samples. More detailed information on the sampling
periods, air sampler, number of filters, and nature of PM sam-
ples are provided in Table S1 and Fig. S1 in the Supplement.

2.2 Chemical analyses

PM samples were analyzed for various chemical species us-
ing subsampled fractions of the collection filters. In the frame
of the present study, the carbonaceous matter (OC and EC)
was analyzed using a thermo-optical method on a Sunset Lab
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Figure 1. Map of sampling site locations in France. Green: rural background, red: traffic, wheat color: urban background, and dark-wheat
color: urban background in Alpine valley sites. The areas of Grenoble (Grenoble_LF, Grenoble_CB, and Grenoble_VIF) and Vallée de
I’Arve (Marnaz, Passy, and Chamonix) include three sites each. The area of Marseille includes four sites: Marseille, Mallet, Meyreuil, and

Gardanne.

analyzer (Birch and Cary, 1996) as described by Aymoz et
al. (2007) using the EUSAAR?2 temperature program (Cav-
alli et al., 2010), except for the five sites of northern France
where the NIOSH870 protocol was employed (Birch and
Cary, 1996). OM contents were then estimated by multiply-
ing the organic carbon mass concentrations by a fixed fac-
tor, with OM = 1.8 x OC. This OM-to-OC ratio value of 1.8
was chosen based on previous studies performed in France
(Favez et al., 2010; Petit et al., 2015, and reference therein)
and around the world. (e.g., Aiken et al., 2008; Li et al., 2018;
Ruthenburg et al., 2014; Vlachou et al., 2018), with a typical
range of 1.2-2.4 for these values.

For the analysis of anhydrosugars, sugar alcohols, and pri-
mary saccharides, filter punches (typically of about 10 cm?)
were first extracted into ultrapure water, then filtered using a
0.22 um Acrodisc filter. Depending on the site, analyses were
conducted either by the IGE (Institut des Géosciences de
I’Environnement) or by the LSCE (Laboratoire des Sciences
du Climat et de I’Environnement) (Table S1). At IGE, ex-
traction was performed during 20 min in a vortex shaker and
analyses were achieved using high-performance liquid chro-
matography (HPLC) with pulsed amperometric detection. A
first set of equipment was used until March 2016, consisting
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of a Dionex DX500 equipped with three columns (Metrosep
Carb 1-Guard + A Supp 15-150 4 Carb 1-150); the analyt-
ical run being isocratic with 70 mM sodium hydroxide elu-
ent, followed by a gradient cleaning step with a 120 mM
NaOH eluent. This analytical technique enables us to de-
tect anhydrous saccharides (levoglucosan, mannosan, galac-
tosan), polyols (arabitol, sorbitol, mannitol), and glucose
(Waked et al., 2014). A second set of equipment was used
after March 2016, with a Thermo Fisher ICS 5000" HPLC
equipped with 4 mm diameter Metrosep Carb 2 x 150 mm
column and 50 mm pre-column. The analytical run is iso-
cratic with 15 % of an eluent of sodium hydroxide (200 mM)
and sodium acetate (4 mM) and 85 % water at 1 mL min~!.
This method allows for additional separation and quantifi-
cation of erythritol, xylitol, and trehalose. At LSCE, extrac-
tion was performed during 45 min by sonication and analy-
ses were achieved using an ion chromatography (IC) instru-
ment (DX600, Dionex) with pulsed amperometric detection
(ICS3000, Dionex). A CarboPAC MAI1 column was used
(4 x 250 mm, Dionex), the analytical run being isocratic with
480 mM sodium hydroxide eluent. This analytical technique
enables us to detect anhydrous saccharides (levoglucosan,
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mannosan, galactosan), polyols (arabitol, mannitol), and glu-
cose.

Field blank filters were handled as real samples for quality
assurance. The present data were corrected with field blanks.
The reproducibility of the analysis of primary sugar species
(polyols, glucose), estimated from the analysis of extracts of
10 punches from the same filters, is generally in the range of
10 %—15 %.

Additional chemical analyses were conducted for most of
the sites, allowing us to quantify up to 130 different chemical
species (Calas et al., 2018). Then 30-35 chemical species
were selected in order to achieve PMF analyses as discussed
hereafter.

2.3 Statistical analysis

Species concentration measurements were first analyzed for
normality using Shapiro-Wilk’s method with the statisti-
cal program R studio interface (version 3.4.1). Since data
were generally not distributed normally, we used nonpara-
metric statistical methods. The strength of the relationship
between species concentrations was investigated using the
nonparametric Spearman rank correlation method. Multi-
ple mean comparison analyses were performed with the
Kruskal-Wallis test method. Statistical significance was set
at p <0.05.

Positive matrix factorization for the source apportionment
of the PM was previously performed at several sites of this
study, as part of the SOURCES (Favez et al., 2016) and DE-
COMBIO (Chevrier, 2017) projects. We used the US EPA
PMF 5.0 software (US EPA, 2015), following the general
recommendation guidelines of the European Joint Research
Centre (JRC; Belis et al., 2014). Briefly, the SOURCES pro-
gram aimed at performing source apportionment at 15 sites
using a harmonized methodology, i.e., using the same chem-
ical species, uncertainties, constraints, and criteria for fac-
tor identification. The PMF conducted within the SOURCES
project uses about 30 different species (Table S6), includ-
ing carbonaceous fraction (OC, EC), ions (CI ™, NOj, SO%‘,
NHIK+, Mg2*t, Ca?t), organic markers (polyols, i.e., sum
of arabitol, mannitol, and sorbitol; levoglucosan; mannosan),
and metals (Al, As, Ba, Cd, Co, Cs, Cu, Fe, La, Mn, Mo,
Ni, Pb, Rb, Sb, Se, Sn, Sr, Ti, V, Zn). The PMF conducted
within the DECOMBIO project, for the sites of Marnaz, Cha-
monix, and Passy, used aethalometer (AE 33) measurements
instead of EC measurements (Chevrier, 2016). This comple-
mentary measure gives the total black carbon (BC), thus en-
abling the deconvolution of BC concentrations into its two
main constituents: wood-burning BC (BCyy,) and fossil-fuel
BC (BCy) (Sandradewi et al., 2008). For graphical simplic-
ity, BCy,p and BCyr were summed up and labeled as EC in the
following figures. PMF modeling was performed separately
for each site. Statistical significance was validated with boot-
strapping higher than 80 % for each factor. Detailed method-
ology and results about these studies are given in their re-
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spective papers (Chevrier, 2017; Favez et al., 2016). It should
be noted that glucose was not included in the final solution
for any of these PMF, since it generally produced statistical
instability of the solutions (this point is further discussed in
Sect. 3.2).

The PMF analysis took advantage of the ME-2 algorithm
to add constraints to different chemical profiles (see Ta-
bles S3 and S4 for details). Mainly soft constraints were
applied in order to add some prior knowledge about the
emission sources and “clean” the different profiles without
forcing the model toward an explicit solution. In particu-
lar, the polyol concentrations were “pulled up maximally”,
while levoglucosan and mannosan were set to zero, and EC
was “pulled down maximally” in the PBOA factor. This was
achieved to avoid mixing with the biomass burning factor
as well as possible influences of unrealistic high contribu-
tions of EC to PBOA. Other constraints were added parsimo-
niously to other factors, targeting specific proxies of sources
(Table S4).

As for the general results of this large PMF study, we
identified some well-known sources for almost all the sites
(biomass burning, road traffic, secondary inorganics, dust
and sea salt). Two other less-common factors were identi-
fied for all sites: secondary biogenic aerosols (probably from
marine origin), traced mainly by the presence of methanesul-
fonic acid (MSA), and PBOA, traced by the presence of more
than 90 % of the polyols total mass in the factor. Table S5
and Fig. S4 present a more detailed description of the chem-
ical tracers in each factor, together with their yearly average
contribution for each site. Hereafter, only the PBOA chemi-
cal profile will be extensively investigated. The uncertainties
in this PBOA factor are discussed below and its stability is
presented in Fig. S5. Bootstrap analysis based on 100 resam-
pling runs evidenced the very high stability of this PBOA
factor since the PBOA initial constrained factor was mapped
to the PBOA bootstrap factor more than 99 % of the time.

3 Results and discussion

3.1 Relative distribution between sugar alcohols and
glucose

Figure 2 presents an overview of the relative mass concentra-
tion distributions of individual chemical species quantified at
two sites with very different characteristics, an urban site in
Grenoble and the rural site of OPE-ANDRA. Data are pre-
sented for the warmer season (e.g., during summer and fall),
when concentrations were at their maximum (see Sect. 3.4).
Glucose is the most abundant species measured (average
37.6426.4ngm™3), accounting on average for 25 % of pri-
mary sugar compounds (SC) total mass at both sites. Man-
nitol (37.3 4 24.6 ng m~—2) and arabitol (32.0 £22.2ngm )
are the second and third most abundant species, accounting
for 25 % and 23 % of SC mass, respectively. Trehalose is
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Figure 2. Overview of relative mass distributions of individual pri-
mary sugar alcohols and saccharide compounds quantified in PM;(
samples at two sites over summer and autumn periods (June to
November) corresponding to maximal atmospheric concentrations
of sugar alcohols/saccharide compounds.

relatively abundant in samples from these two sites (20.1 +
16.2 ng m~3), accounting for 14 % of SC mass, but in general
its concentration is frequently below the limit of quantifica-
tion for samples from other sites in France. The other iden-
tified polyols (i.e., erythritol, inositol, glycerol, sorbitol, and
xylitol) present lower concentration levels (4.942.1 ngm™—3),
corresponding altogether to 13 % of SC total mass.

Such ambient mass concentration distribution patterns are
similar (but with variable intensities) to those previously
reported for aerosol samples collected at various locations
around the world. For example, Verma et al. (2018) found
that glucose, and arabitol together with mannitol, contributed
to 16.7% and 48.1 %, respectively, of total primary sugar
compounds in aerosols from Chichijima island. Similarly,
Yttri et al. (2007b) showed that glucose and the pair ara-
bitol and mannitol were the main contributors of total pri-
mary monosaccharides and sugar alcohols in aerosols col-
lected from four various background sites in Norway. In ad-
dition, Carvalho et al. (2003) reported that arabitol, mannitol,
and glucose are the most dominant primary sugar compounds
in aerosols from rural background and boreal forest sites in
Germany and Finland, respectively.

Although various primary sugar alcohols and saccharides
have been detected and quantified for most of the investigated
sites, the following study focuses only on the three major and
ubiquitous species, namely arabitol, mannitol, and glucose.
Figure 3 presents their average relative contributions at all
sites, for the warmer period, displaying very similar features
at a first glance. However, discrepancies could be observed
from site to site, as discussed in the following sections.
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3.2 Relationships between selected primary sugar
compounds

Figure 4 summarizes linear correlations obtained between
arabitol and mannitol concentrations at each site during the
warmer period. Medium to very high coefficients of determi-
nation could be observed (0.58 < RZ < 0.93;30 <n < 143
or 45 <n < 341 for PM, 5 and PMj series, respectively),
with slopes in a rather narrow range (between 0.59 and 1.10),
and quite low intercepts (always below 9 ngm~3). Such co-
variations indicate that both species are most probably co-
emitted, by one or several type(s) of sources, at each site
during the summer—autumn period. These observations are
in agreement with previous studies also showing strong co-
variations between arabitol and mannitol (Kang et al., 2018;
Verma et al., 2018; Zhu et al., 2015). Therefore, it seemed
reasonable to consider both species together so that their con-
centrations are summed up and labeled as “polyols” in the
following sections.

Conversely, linear correlations between glucose and
polyol concentrations are generally weaker (0.10< R? <
0.78), with slopes varying over a much larger range (be-
tween 0.12 and 0.94), and variable intercepts (between —5.6
and 16.4 ngm—3). This suggests that glucose concentrations
might follow a different pattern compared to that of polyols,
either due to different emission sources, or different chemi-
cal stability in the atmosphere. It is therefore reasonable to
keep glucose as a separate chemical species in the following
discussion.

It should be emphasized that the variability in the slope of
the regressions between the chemical concentrations is most
probably related to the emissions and atmospheric process-
ing. Particularly in the case of mannitol and arabitol, they
may be influenced by biogenic or biotope characteristics.
Nevertheless, no evident relationship between the slope val-
ues and the typology or the geographical location of the sites
could be observed (Fig. 4).

3.3 Relative distributions between PM;y and PM 5

Figure 5 shows the average PM;o and PM> 5 concentrations
of polyols and glucose at OPE-ANDRA and Revin during
the summer and autumn seasons. The polyol mass concentra-
tions ranged from 7.54+10.9 to 27.8£33.3 ng m~2 in PMa s,
and from 48.9438.2 t0 73.5+61.8 ng m~3 in PM,0, in Revin
and OPE-ANDRA sites, respectively. PMjo-to-PM» 5 ratios
were then on average of about 3 to 5. Similar size distribu-
tion patterns, with variable intensity, were observed for glu-
cose (Fig. 5). These results indicate that polyols and glucose
are mainly associated with the coarse PM fraction. This ob-
servation is in good agreement with several previous investi-
gations where polyols (especially arabitol and mannitol), to-
gether with glucose, were prevalent in the coarse fraction (Fu
et al., 2012; Fuzzi et al., 2007; Pio et al., 2008; Yttri et al.,
2007b). However, Carvalho et al. (2003) reported different
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Figure 3. Average mass concentration distributions of arabitol, mannitol, and glucose. Symbol (*) indicates PM» 5 aerosol samples. Only
data for warmer season (June to November), corresponding to maximal atmospheric concentration of polyols and glucose, are shown.
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Figure 4. Linear regression analysis between selected primary sugar compound mass concentrations (i.e., arabitol, mannitol, and glucose)
during summer and autumn seasons (June to November) for all the sites considered in this study.

size distributions for polyols and glucose, with variable fine
or coarse mode maxima depending upon sampling location.
For instance, maximum atmospheric concentrations of man-
nitol were associated to fine and coarse aerosols from boreal
forest (Finland) and rural background sites (Germany), re-
spectively. The authors hypothesized that these observations
are due to different assemblages of dominant fungal biota
(with variable aerodynamic characteristics) at different sites.
Some other previous studies showed aerodynamic diameters
typically ranging from 2 to 10 um, even though a few air-
borne bacterial/fungal spores could exceed that size (Bauer
et al., 2008a; Elbert et al., 2007; Huffman et al., 2012; Zhang
et al., 2015).

Hence, although the precise mechanisms of atmospheric
emission of particulate polyols and glucose are not fully re-
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solved, our observations are in good agreement with ambient
mass concentrations of polyols and glucose being likely as-
sociated with biological particles, as already suggested else-
where (Fu et al., 2012; Verma et al., 2018; Zhang et al.,
2015). These species could enter into the atmosphere through
either natural or anthropogenic resuspension of surface soils
and associated bacterial/fungal spores (containing polyols
and primary sugar compounds), or via a direct input result-
ing from microbial activities (e.g., sporulation). Another hy-
pothesis would be the abrasion of leaves and the subsequent
release of microbial organisms and plant debris (Fu et al.,
2012; Medeiros et al., 2006; Simoneit et al., 2004b).
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and Autumn is September to November.

3.4 Spatial and seasonal distribution of atmospheric
concentrations

3.4.1 Spatial and seasonal patterns of polyol
concentrations

As illustrated in Fig. 6, significant concentrations of poly-
ols were measured at each investigated site, evidencing the
ubiquity of these organic compounds. The annual average
concentration levels of polyols measured in PMjo aerosols
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at all sites (33.2£33.5ng m~3; see Table S2) are within the
range previously reported for urban and rural sites across Eu-
rope (Burshtein et al., 2011; Di Filippo et al., 2013; Pietro-
grande et al., 2014; Yttri et al., 2007b, 2011). Additionally,
polyol mass concentrations clearly exhibit seasonal trends,
with variable intensity according to the sampling sites. On
a seasonal average, polyols are more abundant in summer
(46.8 £ 43.6 ngm~2) and autumn (43.0 = 36.7 ng m~3), fol-
lowed by spring (19.04 13.6ngm™) and winter (16.2+
11.5ngm ). The average concentrations of polyols are at
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least 2 to 3 times higher during summer or autumn months
than during the cold months, with a ratio that can be as high
as 8 to 10.

Previous studies also reported a similar seasonal variation
pattern for urban and rural aerosol samples collected at vari-
ous locations. For example, Pashynska et al. (2002) measured
higher atmospheric polyol (arabitol, mannitol) contents dur-
ing late summer and autumn in Belgium. Several other stud-
ies reported higher concentrations of polyols in summer than
in spring and winter time in aerosols collected from Texas,
USA, and Jeju island, South Korea, respectively (Fu et al.,
2012; Jia et al., 2010a, b). More recently, Liang et al. (2016)
and Verma et al. (2018) also reported similar seasonal distri-
butions for aerosols sampled in Beijing, China, and the north-
western Pacific, respectively.

The higher atmospheric polyol concentrations observed
are likely due to the increased contribution from metaboli-
cally active microbial-derived sources (fungi, bacteria, green
algal lichens) as a result of external stressors such as heat,
drought, and relative moisture. Indeed, fungal and prokary-
otic cell activities, including their growth and sporulation, are
promoted by high temperature and humid conditions occur-
ring in summer and autumn (China et al., 2016; Elbert et al.,
2007b; Jones and Harrison, 2004; Rathnayake et al., 2017).

As also evidenced from Fig. 6 that atmospheric polyol
concentrations do not present any significant seasonal dif-
ferences related to the site typology (rural, traffic, urban sites
with/without Alpine influences) or latitude. There is some
tendency toward higher concentrations in summer in Alpine
environments, but some other sites (like the rural site of OPE-
ANDRA in the northeast of France) can reach the same lev-
els of concentrations. We tested several types of hierarchical
classifications, including variables like monthly or seasonal
mean polyol concentrations, the arabitol-to-mannitol ratio, or
linear regression parameters (slope, R square) but none of
them led to a simple clustering of the sites that would explain
the variability of the concentrations.

3.4.2 Spatial and seasonal patterns of glucose
concentrations

The annual average concentrations of glucose measured in
PM ) aerosols at all sites (20.4 £ 15.6 ng m~3; see Table S2)
are comparable to those previously reported for various sites
across Europe (Alves et al., 2006; Theodosi et al., 2018; Yttri
et al., 2007b, 2011). Like polyols, the atmospheric concen-
trations of glucose also display seasonal and site-to-site vari-
ations (Fig. 7). The ambient seasonal mean concentrations
(with standard deviations) of glucose are maximum in sum-
mer (25.0£24.2ng m~3) and autumn (24.6 + 19.8 ng m3),
followed by spring (15.8 4 12.4ngm~) and winter (12.6 +
10.2ng m~?). The summer to winter ratio for glucose seems
generally lower than that of polyols, with higher ratios in the
Alpine areas than in other parts of France. However, as for
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polyols, it remains difficult to classify the sites according to
any criteria linked to site typology or latitude.

The seasonal trend of glucose concentrations in the present
work is similar to that recently observed for aerosols (PMq
or total suspended particles) collected at various environmen-
tal background (suburban, urban, and coastal) sites around
the world (Liang et al., 2016; Srithawirat and Brimblecombe,
2015; Verma et al., 2018). On average, a wide range of
daily glucose concentrations (expressed as min—max, mean)
in PMjg (0.1-297.2ngm™3, 20.4 + 15.6ngm—3) were ob-
served in the present study. These values are comparable to
those in PMjq (8.4-93.0, 47.0ng m'3) reported from an ur-
ban site in Norway (Yttri et al., 2007b). More recently, Liang
et al. (2016) also reported similar concentrations in PMg
(3.1-343.6, 46.2 4 27.5 ngm—>) from Beijing (China).

The sources and formation processes of glucose in the at-
mosphere are not currently well known and are rarely dis-
cussed. Glucose is an important carbon source for metabol-
ically active soil microbiota, and it is commonly present
in vascular plants. Additionally, cellulose (a linear polymer
made of glucose subunits linked by f-1,4 bonds) is one of
the most important form of organic compounds in terres-
trial ecosystems and a major plant structural polymer (Boex-
Fontvieille et al., 2014). It can also be quite abundant in the
atmosphere (Puxbaum and Tenze-Kunit, 2003). Hence, it is
hypothesized that ambient glucose could be formed through
active microbial (bacteria, fungi, etc.) enzymatic hydrolysis
of cellulose in plant debris. Consistent with these observa-
tions, glucose could be released into the atmosphere from
both vascular plant materials (leaves, fruits, pollens, etc.)
growing in spring and decomposing in autumn/summer and
soil microbiota, as already suggested elsewhere (Di Filippo
etal., 2013; Jia et al., 2010a; Medeiros et al., 2006; Verma et
al., 2018; Zhu et al., 2015).

3.4.3 Relative contributions to aerosol organic matter
concentrations

The average contribution of polyols to the OM content of PM
clearly displayed a seasonal behavior, as shown in Fig. 8.
Here again, contributions are 2 to 10 times higher during
summer and autumn compared to winter and spring, consis-
tent with the assumption of higher emissions during these
periods. The seasonal mean contribution of polyols to OM
fluctuates from site to site and accounts for 0.1 % to 2.1 %
of overall OM for these French sites (Fig. 8). Similarly, the
seasonal mean concentrations of polyols together with glu-
cose represent between 0.2 % and 3.1 % of total OM at these
sites (Fig. S2). However, on a daily basis (Samake et al.,
2018), atmospheric polyol mass concentrations can repre-
sent up to 6.3 % of total OM in PM,, indicating that poly-
ols can be amongst the major molecular species identified in
aerosol organic matter (Fig. S3). Again, we could not find
any simple way to group the sites according to their char-
acteristics (typology or latitude, or climatic region) in order
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to better understand the drivers behind the variability in this
mass fraction. Further studies are currently being conducted
using multi-criterion examinations.

The seasonal polyols-to-OM distribution patterns in this
study are comparable to those found for different urban or
rural sites in Europe (around 0.2 % to 2.5 % of OM; Pashyn-
ska et al., 2002; Yttri et al., 2007b). Zhu et al. (2015) also
reported a similar seasonal polyols-to-OM contribution trend
for aerosols sampled at Cape Hedo (coastal site, Japan).

Atmos. Chem. Phys., 19, 3357-3374, 2019

3.5 Primary biogenic factor in PMF studies

The sum of polyols (arabitol + mannitol) represents only a
small fraction of the total OM. However, as proxies of PBOA,
they are most probably emitted with other chemical species.
Emission from biological particles is a complex topic since
it may include a wide variety of compounds, both organic
and inorganic (Elbert et al., 2007; Zhang et al., 2015). More-
over, it is not clear if polyols are mainly emitted directly in
the atmosphere or are linked to other materials, e.g., with
soil dust during resuspension processes. To investigate the
relationship between polyols and other molecular tracers of
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emission sources, it is possible to perform simple correla-
tion analysis with individual chemical species. This approach
has the disadvantage of being a one-to-one relation and thus
highly sensitive to the dynamics of all PM emission sources,
not only the one we are interested in. Alternatively, another
way is to use a PMF approach, also based on correlations but
including much more information on the temporal variations
of the different sources influencing the PM chemistry at a
given receptor site.

As mentioned in Sect. 2.3, the PMF results used in this
study include sites of different typologies (rural, traffic, ur-
ban sites in Alpine valley environments, etc.) for 16 different
locations spread over France and part of the current dataset.
At each site, the PMF studies allowed us to identify a PBOA
factor, characterized by the presence of more than 90 % of the
total polyol content (sum of arabitol, mannitol, and sorbitol),
as presented in Table S5 and Fig. S6. Moreover, the sensitiv-
ity of this factor to random noise in the data was investigated
thanks to randomly resampling the input matrix of observa-
tion. In PMF analysis, this is done via the bootstrap method
(Paatero et al., 2014) in the constrained run. The PBOA fac-
tor was always mapped to itself for 13 of the sites and nearly
always (97 %) for the last three ones. It means that the PBOA
factor does have a very high statistical stability since it never
swaps with another factor (see Fig. S5). Hence, the chemical
composition of this factor may be informative to investigate
the PBOA source components (Table S6), and to evaluate the
importance of PBOA emissions in terms of OM mass appor-
tionment.

3.5.1 Contributions of PBOA to OM and polyols to
PBOA

Altogether, the results from the 16 sites highlight the im-
portance of the PBOA source contribution to total OM. As
shown in Fig. 9, the OM apportioned by the PBOA factor rep-
resents a significant fraction of the total OM mass on a yearly
average (range 6 %—28 %; average 13 6 %). When consid-
ering only the summer period (June—July—August), this con-
tribution is even larger and can exceed 40 % of the total
OM at sites in the Alpine area (Marnaz, Passy, Chamonix,
Grenoble_LF), which are partially protected from large re-
gional influences due to the local topography. This result
may be nuanced, in particular during summer, since some
extent of mixing between PBOA and biogenic secondary or-
ganic aerosols (BSOAs) cannot be entirely excluded. How-
ever, several evidences tend in favor of a nonsignificant mix-
ing between BSOA and PBOA. First, the ratio of polyols-
to-OCppoa shows a low variability from site to site, while
it is unlikely that such a secondary process led to the same
amount of OC for all sites since they present different mete-
orology, sunshine duration, etc. Second, the bootstrap analy-
sis does not show any “swap” between factors for the PBOA
profile for all sites, indicative of a well-defined factor (see
Fig. S5). Finally, the OCppoa-to-polyols ratio in this work
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without and with Alpine valley influence, respectively. Pentagons
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(about 16) is in the range expected for fungal spores (12-27,
when arabitol and mannitol are considered together) (Bauer
et al., 2008a; Yttri et al., 2011).

Interestingly, some previous work using the same samples
from the sites in the Arve valley (Passy, Chamonix) showed
that about 90 % of the OM is from modern origin (using '*C
measurements) during summer, with no apparent correlation
between this modern carbon and polyol concentrations (Bon-
valot et al., 2016). Hence, despite being an important con-
tributing source, PBOA is not the major biogenic source in
this type of environment.

Interestingly, opposite to the case of the Alpine valleys
where this proportion is the highest, the ratios OMpgpa-to-
OM;,, are amongst the lowest for coastal environments (Tal-
ence, Marseille, Nice), a possible indication that the marine
environment is not a large emitter for these species. Recently,
much lower concentrations of polyols in aerosols from ma-
rine environments than those in terrestrially influenced sites
were also reported off the coast of Japan, also suggesting
a higher contribution from terrestrial sources (Kang et al.,
2018).

As illustrated in Fig. 9, polyols represent only a small
fraction of the OM apportioned in the PBOA factor (1.2 %—
6.0 %; average 3.0+ 1.5 %) for the 16 studied sites. This vari-
ability is indeed rather small, considering the wide range of
sites and the diversity of other potential sources (on average
8 to 10 PMF factors were obtained for the different sites). In-
deed, this narrow range of the polyol fraction to the OMppoa
highlights the stability of the chemical profile of this source
over a large regional scale. It indicates also that, if polyols are
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good proxies of the PBOA sources, a large amount of other
organic species are co-emitted, which still remain unknown.

3.5.2 PBOA profile constituents and emission process

Figure 10 shows the contribution (in micrograms of species
per micrograms of PM in the PBOA factor profile) of each
chemical species included in the averaged PBOA factor from
the 16 PMF studies. The principal contributors are OC and
EC, and significant fractions of crustal material also appear
(Nat, K*, Ca?t, Al, Ba, Cu, Fe, Mn, Ti, Zn) as well as sec-
ondary contributors such as nitrate and sulfate. However, EC
appears to be highly variable both within and between sites
under consideration. The reader may refer to Fig. S7 for an
estimation of the EC mass uncertainties at the different sites.
On average, the PBOA factor does not comprise a large frac-
tion of metals and trace elements, most of them being be-
low 1pgug~!. Here again, the low variability in the PBOA
chemical profile encountered across a large array of sites is
remarkable.

The contribution from some crustal material could agree
with the coarse mode distributions of polyols (Sect. 3.3) and
could be indicative of an emission process with the entrain-
ment of spores with soil dust resuspension. To investigate
the importance of mineral dust in the PBOA factor, we clus-
tered the chemical components of PM from PBOA into seven
classes: OM (= 1.8 x OC), EC, NOy, NHI, non-sea-salt sul-
fate (nss-SQOy), sea-salt, and dust. The nss-SO%‘ is calculated
from the measured SOi_ minus the sea-salt fraction of SOi_
(nss-SO;~ = SO}~ —ssSO;~ where ssSO;~ = 0.252x Na')
according to Seinfeld and Pandis (1997). The sea-salt frac-
tion is calculated according to Putaud et al. (2010): sea-
salt= Cl~+1.47xNa". Finally the dust fraction is estimated
thanks to Putaud et al. (2004b) as dust= (nss-Ca2+) x 5.6
with nss-Ca>* meaning non-sea salt Ca>* and is computed
thanks to nss-Ca’t = Ca’* —Na'/26. We note that the con-
version coefficient provided by Putaud et al. (2004b) may be
influenced by an extreme value and then gives only a low
estimate of dust resuspension.

Figure 11 presents the normalized average contributions
of these seven classes to the PBOA mass for the 16 sites
with PMF modeling. It clearly reveals that the PBOA factor
is dominated by contributions from OM (78 £9 %), followed
by EC (9+£7 %), and only a minor contribution from the dust
class (3 +4 %).

The large value for the contribution of EC is driven by
two high values obtained at the sites of Strasbourg (that
reaches 25 %) and Chamonix (18 %) both influenced by di-
rect and indirect traffic emissions. However, six other sites
present no EC in PBOA. Moreover, the uncertainties of EC
in the PBOA profile of Strasbourg and Chamonix is rather
high (between 5 % and 30 % of PM mass at Strasbourg, see
Fig. S7). On a yearly average, EC apportioned by this factor
(0 to 400ng m—> depending on the site) is close to the rural

Atmos. Chem. Phys., 19, 3357-3374, 2019

A. Samaké et al.: Polyols and glucose particulate species

EC background in France of about 300 ng m—3 (Golly et al.,
2018).

This result on the general chemical profile of the PBOA
factor, with a low crustal fraction, tends to invalidate the
hypothesis of an emission process associating PBOA ma-
terial with mineral dust resuspension. Indeed, our findings
rather suggest that a main part of PBOA (and polyols) is
most likely associated with direct biological particle emis-
sions. It leaves only a minor fraction that could be linked
to the mechanical resuspension of PBOA with crustal ele-
ments. Some minor fraction of EC in this factor could come
from resuspended EC-containing dust particles being accu-
mulated in topsoil as demonstrated in previous works (Forbes
et al., 2006; Hammes et al., 2007; Zhan et al., 2016). Hence,
the origin of the larger fraction of the contribution of EC re-
mains unknown. Our conclusions are in good agreement with
those made by Jia and Fraser (2011), based on the concentra-
tions of these chemicals in different types of samples, i.e.,
size-fractionated (equivalent to PM» 5 and PM) soil, plant,
fungi, and atmospheric PMj 5 and PM . They found that the
ambient concentrations of primary saccharide compounds at
the suburban site of Higley (USA) are typically dominated
by contributions of biological materials rather than resuspen-
sion of soil dust particles and associated microbiota.

4 Conclusions

The contribution of primary biogenic organic aerosols to PM
is barely documented in the scientific literature. The present
study aimed at providing a broad overview of the spatial
and temporal evolution of concentrations and contributions
to aerosol organic matter (OM) of dominant primary sugar
alcohols and saccharide compounds for a broad selection of
environmental conditions in France. With 28 sites and more
than 5340 samples, it is, to our knowledge, the most compre-
hensive dataset for these compounds. The main results ob-
tained indicate the following:

— Among the identified polyols, arabitol together with
mannitol are the major species by mass, with lesser
amounts of other polyols (e.g., erythritol, inositol, glyc-
erol, sorbitol, and xylitol). Glucose is the dominant
primary monosaccharide and its relative abundance is
comparable to the sum of arabitol and mannitol.

— The two main polyols (arabitol and mannitol) together
with glucose are mainly present within the coarse
aerosol mode.

— At nearly all sites, ambient levels of the main polyols
and glucose displayed clear seasonal variation cycles,
with a gradual increase from spring and maximum in
summer and autumn aerosols, followed by a sudden de-
crease in late autumn, and a winter minimum.

www.atmos-chem-phys.net/19/3357/2019/

132



Chapitre 4 : Les sucres primaires comme traceurs comme traceurs de PBOA en France

A. Samaké et al.: Polyols and glucose particulate species

10°

ﬂ
o
1
g
11 4
Loz
|
#"
.

»

T ae
¥
.

Hg/ug of PMyg
e

.T .
10-3

oc*
EC
NO;
soz-
NH;
Na
CaZ +
a-

102

102

Hg/ug of PMyg

o 7T
¢ -
10-5 w1 Rl o ]
P .

8 3 8 6 8 3 3 & 8

Polyols
Fe

3369

Urban

+ Talence
Lyon
Poitiers
Nice
Marseille
Port-de-Bouc
Aix-en-Provence
Nogent

+ Lens
Urban+Alps

e Marnaz

e Chamonix

LR N

Mannosan

® Passy

e Grenoble LF
Traffic

« Roubaix

« Strasbourg
Rural

¢ Revin

c
o
v
<}
v
=
=)
<}
g

Figure 10. PMF chemical profile of the PBOA factor in the DECOMBIO and SOURCES programs expressed as a fraction of the PM mass.
Values lower than a few pg pg‘l are not displayed on purpose. For each box, the top, middle, and bottom lines represent the 75th, median,
and 25th percentile, respectively. The whiskers at the top and bottom of the box extend from the maximum to the minimum. OC* corresponds
to the bulk organic carbon fraction minus the carbon in the characterized organic species. MSA is methanesulfonic acid.

’, |

Polyols (~3 %)

 [on eS| v

RN - -
6 ) | 3

Mean 78 9 2 1

SD 9 i 5 2 ¢ 1 4
Min 55 0 0 0 0 0 0
Max 91 25 20 5 21 3 11

Figure 11. Average contribution (%) of species in the PBOA factor
for the sites in SOURCES and DECOMBIO. The hatched area rep-
resents the proportion of the OM apportioned by the polyols (see
text for reconstruction method).

— Atmospheric concentrations of the main polyols and
glucose fluctuate according to site and season, and ac-
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count each for between 0.1 % and 2.1 % of OM on a
seasonal average basis at these French sites.

Ambient mass concentrations of arabitol and manni-
tol are comparable. Meanwhile, they display very good
temporal covariation, with ratios varying between sites.
Conversely, linear correlations between the main poly-
ols and glucose concentrations are much lower, suggest-
ing different atmospheric sources or atmospheric pro-
cesses.

Arabitol and mannitol are efficient organic markers for
PBOA. PMF studies of the yearly series from 16 sites
give contributions of the primary biogenic emission
(traced with the main polyols) to the total OM around
13+£6 % on a yearly average and 26+ 12 % during sum-
mer, thereby showing that PBOA is an important source
of total OM in PM/ for all sites across France. Fur-
thermore, the average PBOA chemical source profile is
made up of a very large fraction of OM (78 £9 % of the
total PBOA mass on average), suggesting it is mainly re-
lated to direct biogenic emissions from biological parti-
cles. Note that the presence of BSOA within the PBOA
factor, particularly during summer, could not be fully
ruled out and further research using additional organic
tracers (such as 3-methylbutanecarboxylic acid, pinic
acid, and/or cellulose) are still needed to solve this is-
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sue. Additionally, the low crustal fraction indicates that
this factor is weakly linked to soil dust resuspension as-
sociated with biological material.

— However, the PBOA source remains chemically poorly
characterized as the main polyols represent only a small
fraction of its total OM mass (3.0 £ 1.5 % on average).

— Despite comparable high concentrations in the atmo-
sphere, the sources and processes leading to glucose
concentrations and seasonal evolutions are still elusive.
Indeed, the different PMF performed with glucose as in-
put variable do not lead to a statistically stable solution.

Further investigations of the emission pathways and chem-
ical characterization of the PBOA source associated with
polyols are ongoing, which may improve our understanding
of the dynamics at various geographical scales for a potential
implementation in emission models in the future.
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Supplementary information:

Table SI-1: Characteristics of sampling sites (including altitude, site typology) and number of analyzed samples.

sampling site Altitude PM AASQA*_in ch_arge Number of corﬁE%L ds PMF. Typolog
(m) fraction of sampling sites Samples analyzed by analysis y
OPE-ANDRA 293 PM1o OPE-ANDRA 266 IGE Rural
OPE-ANDRA 293 PMzs OPE-ANDRA 310 IGE Rural
Peyrusse Vieille 175 PMao ATMO Occitanie 59 IGE Rural
Revin 395 PM1o ATMO Grand-Est 168 LSCE + Rural
Revin 395 PM2.s ATMO Grand-Est 162 IGE Rural
Dieulefit 550 PM2.s ATMO AuRA 56 IGE Rural
Verneuil 180 PM2.s LIG’AIR 60 IGE Rural
Chamonix 1035 PM1o ATMO AuRA 120 IGE + Urban
Marnaz 504 PM1o ATMO AuRA 203 IGE + Urban
Passy 588 PMao ATMO AuRA 344 IGE + Urban
Lanslebourg 1400 PMao ATMO AuRA 82 IGE Urban
Grenoble_LF 214 PM1o ATMO AuRA 714 IGE + Urban
Grenoble_CB 212 PM1o ATMO AuRA 72 IGE Urban
Grenoble_VIF 310 PM1o ATMO AuRA 72 IGE Urban
Gap 743 PM1o AIR PACA 125 IGE Urban
Lyon 160 PM1o ATMO AuRA 172 IGE + Urban
Marseille 64 PMao AIR PACA 255 IGE + Urban
Gardanne 212 PMao AIR PACA 88 IGE Urban
Meyreuil 235 PMao AIR PACA 91 IGE Urban
Mallet 200 PMao AIR PACA 96 IGE Urban
Port-de-Bouc 1 PM1o AIR PACA 242 IGE + Urban
Aix-en-Provence 188 PM1o AIR PACA 177 IGE + Urban
Nice 9 PM1o AIR PACA 228 IGE + Urban
Talence 20 PM1o ATMO Nouvelle- 159 IGE + Urban
Aquitaine
Poitiers 0 PMy  ATMO Nouvelle- 134 IGE + Urban
Aquitaine

ATMO 118 IGE + Urban

Lens 4 PMuo Hauts-de-France 169 LSCE + Urban
Nogent 47 PMao Haut—iye\{llg ance 155 LSCE + Urban
Rouen 6 PM1o ATMO Normandie 168 LSCE + Urban
Roubaix 10 PMuo Haut/sA-(lj—ZlForance 159 LSCE + Traffic
Strashourg 139 PMuo G—/?a-rr]'(\:i/lgst 120 IGE + Traffic

*AASQA: Officially-approved French Air Quality Monitoring networks which instrument and maintain the sampling sites,
and handle the filters. The AASQA follow the well-defined criteria for the classification (typology) of all sites in France. The
description of the monitoring sites can be accessed by clicking on the AASQA designation. Symbol (+) indicates cases where

PMF analysis was performed.

*Except PMio collected at OPE-ANDRA (sampled on weekly basis with low volume sampler operating at a flow rate of 1
m3.h-1), all others PM samples were collected on daily basis, using high volume samplers operating at a flow rate of 30 m3.h-
1

Table SI-2 : Yearly average mass concentrations of polyols and glucose according to the sampling site typologies.

Concentration values are expressed in ng.m-,

All samplin Urban in Alp
AMpling Rural Urban valley Traffic
sites .
environment
Polyols 33.2+335 346+454 28.1+28.4 38.7+35.1 24.7 % 25.0
Glucose 20.4 +15.6 21.5 + 26.8 17.1+16.8 24.2+18.4 13.6 +12.6
Po'yozi'/;t)o'o'\" 0.59 + 0.69 0.95 + 0.93 0.52 + 0.55 0.65 + 0.75 0.37 +0.36
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http://ope.andra.fr/index.php?option=com_content&view=article&id=10&Itemid=135&lang=fr
http://ope.andra.fr/index.php?option=com_content&view=article&id=10&Itemid=135&lang=fr
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/peyrusse
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/revin
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/revin
https://www.atmo-auvergnerhonealpes.fr/donnees/acces-par-station/36021
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/verneuil
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/chamonix
https://www.atmo-auvergnerhonealpes.fr/donnees/acces-par-station/33367
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/passy
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00661284/document
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/grenoble-frenes
https://www.atmo-auvergnerhonealpes.fr/donnees/acces-par-station/15049
https://www.atmo-auvergnerhonealpes.fr/donnees/acces-par-station/15045
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/gap-commanderie
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/lyon-centre
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/marseille-5-avenues
https://www.atmosud.org/donnees/acces-par-station/03030
https://www.atmosud.org/donnees/acces-par-station/03009
https://www.atmosud.org/donnees/acces-par-station/03051
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/port-bouc-leque
https://www.atmosud.org/zones-et-contours-geographiques/aix-en-provence
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/nice-arson
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/talence
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/talence
https://www.atmo-nouvelleaquitaine.org/donnees/acces-par-station/09015
https://www.atmo-nouvelleaquitaine.org/donnees/acces-par-station/09015
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/lens-stade-j-moulin
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/lens-stade-j-moulin
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/nogent-oise
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/nogent-oise
http://www.atmonormandie.fr/Donnees/Mesures-Stations-et-Polluants?reseau=MANCHE
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/roubaix-serres
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/roubaix-serres
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/stg-clemenceau
https://www.lcsqa.org/fr/site_mesure/stg-clemenceau

Chapitre 4 : Les sucres primaires comme traceurs comme traceurs de PBOA en France

OPE-ANDRA I E——
Revin I
Revin (*) |
OPE-ANDRA (*) I
Dieulefit {*) I
Verneuil (*) |
Chamonix L] I
Marnaz I I L |
Passy I I I
Grenoble_LF . ___________________________________________________________________________|]
Grenoble_CB I
Grenoble_VF I
Lansleboury
Gap L]
Lyon I
Marseille
Gardanne
Meyreuil
Mallet

I
B PMjp
L]
I —
I
I
I
Aix-en-Provence I
L]
I —
I
L]

B PM; 5

Port de Bouc

Nice

Talence I

Poitiers

Strasbourg I |

Lens I L]

Rouen L] I
Roubaix I
Nogent I

2075
20y,

ol v g oy ) \d \d fo o A
O 9 9 i e Ry Ry & & I
§ £ £ 5 F £ F§ § & § § & 5 ¢
g J WJ T
o & o & o & o & o & 4

Figure SI-30: Timeline of Particulate matter (PM) sampling campaign periods for each studied site.

4.0 Rural Urban B Winter Urban in alp valley environment Traffic
B Spring
357 m Summer
- Autumn
3.0
8
w25
8
S
=
0 2.0
+
it
S154
£
1.0
0.5
0.0-
< £ o v @ @ @ il © [ c w o w N B3 > = Q X <
3 = 3 < k] I+ c o 5 3 5] a @ ©
S 3 3 & s = s 2 3 3 5 ¢ 9 2 E 5 4 3 &8 5 3
z « 2 > = S -4 35 = s ] £ o -1 2 3
I 5 4 2 o & S ] 4 = - [7] ] ]
o = o = L= 2 ] -} 8 - 3 3
a = ] S S s} c -]
(= S < = = o o n
o o o © G =
X
<

Figure SI-31: Spatial and seasonal average contributions of the sum of dominant polyols (arabitol + mannitol) and glucose
to total organic (OM) aerosols at various sites in France.
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Figure SI-32 : Maximum seasonal contributions of dominant polyols to total organic aerosols (OM) at various sites in
France.
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Description of the Positive Matrix Factorization (PMF) analyses

PMF model

The PMF (Positive Matrix Factorization) is an algorithm that solves the following equation:
X=GXF+E

In the field of atmospheric science, if the X matrix is the concentration of species at a given
receptor-site, the G matrix may be interpreted as the contribution of a “source” factor, and the F matrix
the chemical profile of this factor. In this study, we use the EPA PMF5 software to solve the PMF
problem (US EPA, 2015). We also use the ability of the ME-2 algorithm to add constraints in the selected

base solution.
Input matrices

Table SI-3 summarizes the different species used as input in the PMF runs. The uncertainties
are given thanks to Gianini et al. (2012):

Y =/(x x CV)2 + (DL)? + (x X a)?

Where x is the concentrations of species, CV the coefficient of variation, DL is the detection
limit and a is a factor accounting for additional sources of errors. OC* refer to the OC mass minus the
carbon mass of the organic species considered in the PMF matrix (namely MSA, polyols, levoglucosan,
mannosan, hopanes, methoxyphenol). The variables with a weak signal-to-noise ratio (0.2 < S/N < 2)
were downweighed (3 times their uncertainties) and the ones with S/N < 0.2 were discarded. Values
lower than the detection limit (DL) were set to DL/2 with uncertainties equal to 5/6 < DL.

Table SI-3 : Input chemical species and uncertainties in the PMF run.

Carbonaceous Water-soluble ions Organic markers Metals

OC*, EC%, BCw?, MSA, CI', NO3", SO4%,

Species D 2 oot Mannosan®, Fe, La’, Mn, Mo, Ni, Pb, Rb, Sb,
BCy' NH4, K*, Mg*™, Ca Methoxyphenol¢, Hopanes? Ses, Sns, Sr, Ti, VS, Z15, Zn
Uncertainties Gianini, et al. (2012)
factor “a” 0.03 0.05 0.01 0.15

Polyols, Levoglucosan,  AlS, As, Ba®, Cd, Co, Cr*, Cs, Cu,

5: only in the SOURCES research program,
: only in the DECOMBIO research program.
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Set of constraints

The specific set of constraints is given in the following Table SI-4.

Table SI-4: Summary of the applied specific chemical constraints on source-specific tracers in the PMF factor profiles.

Factor profile Element Type Value
Road traffic Levoglucosan Setto 0 0
Road traffic Mannosan Setto 0 0

Selection of the solutions

The PMF runs for the DECOMBIO and SOURCES projects were performed in the following manner:
e abase run with geochemical factor link to specific sources;
e abase validation thanks to bootstrapping the solution with bootstrap mapping > 70%;
e aconstrained run with specific constraints on species tracers of sources;

e and finally, a constrained bootstrapping and displacement validation.
Only the solutions obtained from constrained runs are presented in this study.

The criteria for a valid solution were the recommendations of the Joint Research Community (JRC)
report (Belis et al., 2014):

®  Quue/Qrobust <1.5. In this study, the ratio is close to 1 (no outliers issue),

e weighted residual are normal and between 4,

e cvaluation of geochemical meaning of the factors,

e error monitored thanks to bootstrap and displacement.

Overview of source contributions

The source identification was done thanks to specific marker of emission sources, summarized

in Table SI-5 and their respective relative contribution in Figure SI-33. Briefly, we observed common
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sources all over the regional territory, namely the biomass burning, the road traffic, the sulfate and nitrate
rich, the primary biogenic and secondary biogenic factors. We also found local sources such as Industrial
at specific sites. Overall, we clearly identified the large influence of biomass burning and road traffic
sources as well as the nitrate and sulfate rich factor on a yearly mean contribution. We also noted the
presence of the primary biogenic source at each site, with varying proportions (see the main text for
detailed discussion).

Table SI-5: Characteristic marker species for identifying PMF factors.

Identified factors Specific markers

Road traffic EC, OC, Ba, Cr, Co, Cu, Fe, Mo, Pb, Sb, Sn, Zn
Nitrate rich NOs, NH4"

Sulfate rich S04+*, NH4+", Se, OC

Secondary biogenic MSA

Salt Na*, Mg**, Ca*, CI

Industrial As, Cd, Cr, Cs, Co, Ni, Pb, Rb, Se, V, Zn

Heavy fuel oil (HFO) V, Ni, SO4*, EC

Urban Urban in alp valley environment  Traffic

100

Road traffic
Sulfate rich
Secondary biogenic
Salt

Primary biogenic
Nitrate rich
Marine/HFO
Industry/traffic
Industrial

HFO

Dust

Biomass burning
Aged salt

I I G
I

Normalized contribution (%)

Revin
Marseille
Nice
Talence
Poitiers
Lens
Nogent
Lyon
Grenoble_LF
Marnaz
Chamonix
Passy
Roubaix
Strasbourg

Port-de-bauc
Aix-en-provence

Figure SI-33: Normalized contributions of the different sources to the PM mass found in the DECOMBIO and SOURCES
research program for the annual sampling period (HFO: heavy fuel oil).
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Figure SI-34: Mapping of the PBOA factor in the 16 PMF runs, according to bootstrap analysis (n
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Figure SI-36: Constrained base run value and variability of EC apportioned by the PBOA factor, thanks to bootstrap analysis
(n=100 resampled runs). The BS stands for “Bootstrap solution”. (4) Yearly average of EC mass apportioned by the PBOA
(ugec.m®) and (B) mass-contribution of EC to PBOA mass (Ugec. hgpm™).
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Table SI-6: PBOA average factor profile (in fraction of PM mass) identified in the DECOMBIO and SOURCES programs.

Chemical species Mean (ng pug?) Standard deviation (ng pug?)
oc* 394 51
EC 81 68
CI 3.9 6.8
NOz 22 49
SO.* 55 61
Na* 4.6 5.2
NH4* 13 14
K* 9.5 3.2
Mg?* 0.75 0.86
Ca* 5.6 6.3
MSA 0.12 0.32
Polyols 25 10
Levoglucosan 0.5 1.5
Mannosan 0 0
Fe 9.0 6.2
Al 3.1 2.5
(pg Mgt (pg Hg™)
As 21 19
Ba 209 153
Cd 1.8 3.2
Co 3.2 4.7
Cr 107 182
Cs 0.6 15
Cu 351 298
La 54 4.8
Mn 115 130
Mo 11 11
Ni 31 57
Pb 75 80
Rb 7 10
Sh 29 26
Se 45 54
Sn 43 45
Sr 31 36
Ti 64 111
\Y 32 33
Zn 333 484

OC* corresponds to the bulk organic carbon fraction minus the carbon in the characterized organic species.
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Préambule

La premiére partie du Chapitre 4 a permis d’établir une empreinte chimique et d’estimer de
maniére robuste la masse des aérosols organiques d’origine biogénique primaire tracée grace a la
présence des polyols majoritaires. Une des constatations fondamentales sur les profils de sources de
matiére organique particulaire est que les PBOAS constituent une fraction tres importante de la masse
en MO en moyenne annuelle en France. Cette derniére étude a également permis d’établir une
saisonnalité des concentration des traceurs moléculaires les plus pertinents des PBOAs marqueurs
moléculaires pertinents. A notre connaissance, il s’agit de la premiére fois qu’une telle approche
générale multi-sites est appliquée sur de séries (multi)annuelles de sucres primaires dans PMio. Ce qui
permet d’avoir une vision complete sur les variabilités temporelles et spatiales associées aux PBOAs
pour plusieurs typologies de site et conditions (géo)climatiques typiquement rencontrées en France.

L’ensemble des résultats présentés dans les précédents chapitres apporte alors une vision robuste
sur ’origine géographique principalement continentale des PBOAs et les variabilités temporelles et
spatiales de la concentration atmosphérique des sucres primaires (et PBOA). Malgré ce bilan trés positif,
des interrogations demeurent sur les principales sources et processus dominants d’émission des sucres
primaires particulaires dans 1’atmosphere. En effet, ces précédents travaux reposent sur des jeux de
données a basse résolution temporelle (mensuelles, saisonniéres, annuelles), ce qui n’a ni permis
d’obtenir des informations complétes sur les processus dominants d’émissions des sucres primaires
particulaires vers I’atmospheére ni de caractériser les parameétres environnementaux qui contrdlent les
variabilités temporelles et spatiales des niveaux de concentrations atmosphériques des sucres primaires
(et PBOAS).

C’est dans ce contexte que s’inscrivent les travaux présentés dans cette deuxieme partie du
Chapitre 4, avec pour principaux objectifs de progresser dans la compréhension des processus par
lesquels ces particules se retrouvent dans 1’atmospheére et des paramétres environnementaux clés qui
déterminent leurs niveaux de concentrations atmosphériques. La stratégie retenue ici repose sur
I’exploitation statistique de longs (& minima annuels) jeux de données journaliers de la chimie des
aérosols sur des sites localisés a plusieurs échelles spatiales (allant du locale a nationale). Ce qui a permis
de contourner les limites rencontrées dans les précédents chapitres (basse résolution temporelle et/ou
spatiale). Le couplage des jeux de données sur les aérosols et sur les paramétres environnementaux (tels
que les conditions météorologiques, I’indice de surface foliaire, les pratiques agricoles, etc.) apportera
une meilleure compréhension des évolutions temporelles (cycles journaliers, saisonniers, variabilités
interannuelles) et spatiales de la concentration sucres primaires (et PBOAS) pour des environnements
directement influencés et non par les pratiques agricoles en France. L’étude fine des activités agricoles
au cours des épisodes de pics atmosphériques en sucres primaires lors de ces six dernieres années
apportera une meilleure compréhension des processus dominants d’émissions des sucres primaires dans

I’atmospheére pour les sites sous influence agricole.

Les travaux présentés dans cette deuxiéme partie Chapitre 4 sont basés sur un article publié dans le
journal « Atmospheric Chemistry and Physics (ACP) DOI : 10.5194/acp-19-11013-2019 »
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Abstract. The primary sugar compounds (SCs, defined as
glucose, arabitol, and mannitol) are widely recognized as
suitable molecular markers to characterize and apportion pri-
mary biogenic organic aerosol emission sources. This work
improves our understanding of the spatial behavior and dis-
tribution of these chemical species and evidences their ma-
jor effective environmental drivers. We conducted a large
study focusing on the daily (24 h) PMp SC concentrations

for 16 increasing space scale sites (local to nationwide),
over at least 1 complete year. These sites are distributed in
several French geographic areas of different environmental
conditions. Our analyses, mainly based on the examination
of the short-term evolutions of SC concentrations, clearly
show distance-dependent correlations. SC concentration evo-
lutions are highly synchronous at an urban city scale and
remain well correlated throughout the same geographic re-
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gions, even if the sites are situated in different cities. How-
ever, sampling sites located in two distinct geographic areas
are poorly correlated. Such a pattern indicates that the pro-
cesses responsible for the evolution of the atmospheric SC
concentrations present a spatial homogeneity over typical ar-
eas of at least tens of kilometers. Local phenomena, such as
the resuspension of topsoil and associated microbiota, do no
account for the major emissions processes of SC in urban
areas not directly influenced by agricultural activities. The
concentrations of SC and cellulose display remarkably syn-
chronous temporal evolution cycles at an urban site in Greno-
ble, indicating a common source ascribed to vegetation. Ad-
ditionally, higher concentrations of SC at another site located
in a crop field region occur during each harvest periods, in-
dicating resuspension processes of plant materials (crop de-
tritus, leaf debris) and associated microbiota for agricultural
and nearby urbanized areas. Finally, ambient air temperature,
relative humidity, and vegetation density constitute the main
effective drivers of SC atmospheric concentrations.

1 Introduction

Primary biogenic organic aerosols (PBOAs), which notably
comprise bacterial and fungal cells or spores, viruses, or mi-
crobial fragments such as endotoxins and mycotoxins as well
as pollens and plant debris, are ubiquitous particles released
from the biosphere to the atmosphere (Amato et al., 2017;
Fang et al., 2018; Martin et al., 2010; Perrino and Marcovec-
chio, 2016; Wéry et al., 2017). PBOA can contribute signif-
icantly to the total coarse aerosol mass (Amato et al., 2017;
Bozzetti et al., 2016; Coz et al., 2010; Frohlich-Nowoisky
et al., 2016; Jaenicke, 2005; Manninen et al., 2014; Morris
et al., 2011; Samaké et al., 2019; Vlachou et al., 2018; Yue
et al., 2017). Besides their expected negative human health
effects (Frohlich-Nowoisky et al., 2009, 2016; Humbal et
al., 2018; Lecours et al., 2017; Zamfir et al., 2019), they
substantially influence the carbon and water cycles at the
global scale, notably acting as cloud and ice nuclei (Ariya
et al., 2009; Elbert et al., 2007; Frohlich-Nowoisky et al.,
2016; Hill et al., 2017; Humbal et al., 2018; Morris et al.,
2014; Rajput et al., 2018). While recent studies have revealed
highly relevant information on the abundance and size parti-
tioning of PBOA (Frohlich-Nowoisky et al., 2017; Huffman
and Santarpia, 2017), their emission sources and contribution
to total airborne particles are still poorly documented, partly
due to the analytical limitations to distinguish PBOA from
other types of carbonaceous particulate matter (Bozzetti et
al., 2016; China et al., 2018; Di Filippo et al., 2013; Per-
rino and Marcovecchio, 2016; Yan et al., 2019). Notably,
the global emissions of fungal spores emitted into the at-
mosphere are still poorly constrained and range from 8 to
186 Tg yr'I (Després et al., 2012; Elbert et al., 2007; Jacob-
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son and Streets, 2009; Sesartic and Dallafior, 201 1; Tanarhte
etal., 2019).

Recently, source-specific tracer methodologies have been
introduced to estimate their contribution to aerosol loadings
(Di Filippo et al., 2013; Gosselin et al., 2016; Li et al.,
2018; Medeiros et al., 2006b; Verma et al., 2018; Wang et
al., 2018). Indeed, atmospheric organic aerosols (OAs) con-
tain specific chemical species that can be used as reliable
biomarkers in tracing the sources and abundance of PBOA
(Bauer et al., 2008; Gosselin et al., 2016; Holden et al., 2011;
Jia et al., 2010; Li et al., 2018; Medeiros et al., 2006b; Wang
et al., 2018). For instance, among sugar alcohols, arabitol
and mannitol (two common storage soluble carbohydrates in
fungi) have been recognized as tracers for airborne fungi, and
their concentrations are widely used to estimate PBOA con-
tributions to OA mass (Amato et al., 2017; Bauer et al., 2008;
Buiarelli et al., 2013; Golly et al., 2018; Medeiros et al.,
2006b; Samaké et al., 2019; Srivastava et al., 2018; Verma
etal., 2018; Weber et al., 2018, 2019). Similarly, glucose has
also been used as a tracer for plant materials (such as pollen,
leaves, and their fragments) or soil emissions within various
studies around the world (Chen et al., 2013; Medeiros et al.,
2006b; Pietrogrande et al., 2014; Rathnayake et al., 2017;
Rogge et al., 2007; Wan et al., 2019; Xiao et al., 2018; Zhu
et al., 2015).

In this context, atmospheric concentrations of specific
sugar alcohols and/or primary monosaccharides (including
glucose) have been previously quantified at sites in several
continental, agricultural, coastal, or polar regions (Barbaro
et al., 2015; Chen et al., 2013; Glasius et al., 2018; Li et al.,
2018; Pietrogrande et al., 2014; Verma et al., 2018; Wan et
al., 2019; Yan et al., 2019; Yttri et al., 2007). However, large
datasets investigating their (multi)annual cycles and seasonal
and simultaneous short-term variations at multiple spatial-
scale resolutions (i.e., from local to continental) are still lack-
ing (Liang et al., 2013; Nirmalkar et al., 2018; Pietrogrande
et al., 2014; Yan et al., 2019). Such records are essential to
better understand the spatial behavior of primary sugar com-
pound (SC) concentrations (i.e., glucose, arabitol, and man-
nitol) and PBOA emission processes and to isolate their po-
tential key drivers (e.g., vegetation type and density, topog-
raphy, weather conditions), which are still unclear (Bozzetti
et al., 2016). This information would be essential for further
implementation into chemical transport models (Heald and
Spracklen, 2009; Myriokefalitakis et al., 2017; Tanarhte et
al., 2019).

It is commonly acknowledged that SCs (particularly ara-
bitol and mannitol) originate from primary biogenically de-
rived sources such as bacterial, fungal spores, and plant ma-
terials (Di Filippo et al., 2013; Golly et al., 2018; Gosselin
et al., 2016; Holden et al., 2011; Kang et al., 2018; Medeiros
et al., 2006b; Wan et al., 2019; Yan et al., 2019; Yttri et al.,
2007; Zhu et al., 2018a). Some studies have characterized the
composition of SC in topsoil samples (for fractions larger
than PMjo) from both natural (i.e., uncultivated) and agri-
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cultural regions (Medeiros et al., 2006a; Rogge et al., 2007;
Simoneit et al., 2004; Wan and Yu, 2007). The authors sug-
gested that the particulate arabitol, mannitol, and glucose are
introduced into the atmosphere mainly through resuspended
soils or dust particles and associated biota derived from nat-
ural soil erosion, unpaved road dust or agricultural practices.
Conversely, Jia and Fraser (2011) reported higher concen-
trations of SC relative to PBOA in size-segregated aerosol
samples collected at a suburban site (Higley, USA) compared
to the local size-fractionated soils (equivalent to atmospheric
PM; 5 and PM ). This suggested that direct emissions from
biota (microbiota, vascular plant materials) could also be a
significant atmospheric input process for SC at this suburban
site.

A large database on SC concentrations was obtained over
France in the last decade. It already allowed the investiga-
tion of the size distribution and seasonal variabilities of SC
concentrations in aerosols at 28 French sites, notably show-
ing that SCs are ubiquitous primary aerosols, accounting for
a significant proportion of PMjo organic matter (OM) mass
(Samaké et al., 2019). Results confirmed that their ambient
concentrations display a well-marked seasonality, with max-
imum concentrations from late spring to early autumn, fol-
lowed by an abrupt decrease in late autumns and a minimum
concentration during wintertime in France. This study also
showed that the mean PBOA chemical profile is largely dom-
inated by organic compounds, with only a minor contribution
of dust particle fraction. The latter result indicated that am-
bient polyols could most likely be associated with direct bio-
logical particle emissions (active spore discharge, microbiota
released from phylloplane or phyllosphere, etc.) rather than
with the microorganism-containing soil resuspension. These
observations call for more investigations of the predominant
SC (and PBOA) emission sources.

Cellulose, a linear polymer composed of D-glucopyranose
units linked by B-1,4 bonds, is the most frequent polysac-
charide occurring in terrestrial environments (Ramoni and
Seiboth, 2016). Plant materials contain cellulose, which has
been reported as a suitable proxy to evaluate the vegetative
debris contribution to OM mass (Bozzetti et al., 2016; Dael-
lenbach et al., 2017; Glasius et al., 2018; Hiranuma et al.,
2019; Puxbaum and Tenze-Kunit, 2003; Sdnchez-Ochoa et
al., 2007; Yttri et al., 2011b). The ambient PM( cellulose
has been shown to be abundant in the European semirural
or background environments (accounting for 2% to 10 %
of OM mass) (Glasius et al., 2018; Sanchez-Ochoa et al.,
2007) and Nordic rural environments in Norway (contribut-
ing to 12 % to 18 % of total carbon mass) (Yttri et al., 2011b).
Thus, simultaneous concentration measurements of cellulose
and SC can provide essential information into their emission
source dynamics.

As the continuation of our previous work (Samaké et al.,
2019), the present paper aims to delineate the processes that
drive the atmospheric concentrations of SC and then PBOA.
This is achieved through (i) the analysis of simultaneous an-
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nual short-term time series of particulate SC concentrations
over pairs of sites across multiple space ranges, including lo-
cal, regional, and nationwide sites, and (ii) the investigation
of links between concentrations and series key parameters
such as meteorological and phenological ones. Simultaneous
annual short-term concentration measurements of SC and
cellulose were performed to better understand their sources
correlations.

2 Material and methods
2.1 Sampling sites

Daily PM ¢ concentrations reported in the present work were
obtained from different research and monitoring programs
conducted over the last 6 years in France. Within the frame-
work of the present study, we carefully selected sites shar-
ing at least 1 complete year of concurrent monitoring with
another one, to be representative of the annual variation cy-
cles. The final dataset includes data from 16 sites, which are
distributed in different regions of France (Fig. 1) and cover
several main types of environmental conditions in terms of
site topography, local vegetation, and climate. The charac-
teristics and data available at each sampling site are listed in
Table S1 of the Supplement, together with the information on
the annual average concentrations of aerosol chemical com-
position (Table S2). Detailed information on the sampling
conditions can be found in Samaké et al. (2019), such as the
campaign periods, number of collected PM samples, sam-
pling flow rates, sample storage and handling, etc. Note that,
the previous database (Samaké et al., 2019) has been updated
here with arabitol and mannitol in PM ¢ collected at the sub-
urban site of Nogent-sur-Oise for a series covering the years
2013 to 2017.

2.2 Chemical analyses

Daily (24h) PMjo samples were collected onto prebaked
quartz fiber filters (Tissuquartz PALL QAT-UP 2500 150 mm
diameter) every third or sixth day but not concurrently at all
sites. They were then analyzed for various chemical species
using subsampled fractions of the collection filters and a
large array of analytical methods. Details of all the chem-
ical analysis procedures are reported elsewhere (Golly et
al., 2018; Samaké et al., 2019; Waked et al., 2014; Weber
et al., 2018). Briefly, primary sugar compounds were ex-
tracted from filter aliquots (punches typically about 10 cm?)
into ultrapure water. The extracts are then filtered using
a 0.22um Acrodisc filter. Depending on the site, analyses
were conducted either by the IGE (Institut des Géosciences
de I’Environnement) or by the LSCE (Laboratoire des Sci-
ences du Climat et de I’Environnement) (Samaké et al.,
2019). At the IGE, extraction was performed during 20 min
in a vortex shaker, and analyses were achieved using high-
performance liquid chromatography with pulsed amperomet-
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Figure 1. Geographical location of the selected sampling sites. The red and blue dots indicate urban and suburban sites, respectively, while

the green one corresponds to a rural site, surrounded by field crop areas.

ric detection (HPLC-PAD). A first set of equipment was used
until March 2016, consisting of a Dionex DX500 equipped
with a three-column Metrosep (Carb 1-Guard + A Supp 15—
150 + Carb 1-150); the analytical program was isocratic
with 70mM sodium hydroxide (NaOH) as an eluent for
11 min, followed by a gradient cleaning step with a 120 mM
NaOH as an eluent for 9 min. This procedure allows the anal-
ysis of arabitol, mannitol, and glucose (Waked et al., 2014).
A second set of equipment was used after March 2016, with
a Thermo-Fisher ICS 50004+ HPLC equipped with a 4 mm
diameter Metrosep Carb 2 x 150 mm column and a 50 mm
pre-column. The analytical run was isocratic with 15 % of
an eluent of sodium hydroxide (200 mM) and sodium acetate
(4mM) and 85 % water, at 1 mL min~!. At the LSCE, ex-
traction was performed for 45 min by sonication and analy-
ses were achieved using an ion chromatography instrument
(IC, DX600, Dionex) with pulsed amperometric detection
(ICS3000, Thermo-Fisher). In addition, a CarboPAC MA1
column was used (4 x 250 mm, Dionex) along with an iso-
cratic analytical run with 480 mM sodium hydroxide eluent.
This analytical technique allows us to quantify arabitol, man-
nitol, and glucose (Srivastava et al., 2018). Examples of stan-
dard solution and sample raw HPLC-PAD chromatograms
are presented in Fig. S1.

For cellulose quantification, we used an optimized proto-
col based on that described by Kunit and Puxbaum (1996)
and Puxbaum and Tenze-Kunit (2003), in which the cellu-
lose contained in the lignocellulosic material is enzymati-
cally hydrolyzed into glucose units before analysis. Since
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the alkaline peroxide pretreatment step used to remove lignin
in the original protocol results in a loss of sample material,
it has been avoided in this study. Therefore, only the “free
cellulose” is reported in our samples. Note that Sdnchez-
Ochoa et al. (2007) consider that this free cellulose could
represent only about 70 % of the total cellulose in air sam-
ples and that the total cellulose could represent only about
50 % of the “plant debris” content of atmospheric PM. Very
few other results are available on this topic (Bozzetti et al.,
2016; Glasius et al., 2018; Vlachou et al., 2018; Yttri et al.,
2011b). The protocol has been improved to increase sensi-
tivity and accuracy by reducing the contribution of glucose
in the blanks and by using an HPLC-PAD as the analytical
method for the determination of glucose concentrations. 7ri-
choderma reesei cellulase (> 700 U g™, Sigma Aldrich) and
Aspergillus niger glucosidase (> 750 U g~!, Sigma Aldrich)
were used as saccharification enzymes. The protocol is de-
tailed in Sect. S2 in the Supplement.

Field blank filters (about 10 % of samples) were han-
dled as real samples for quality assurance. The present data
have been corrected from field blanks. The reproducibility of
the analysis of primary sugar compounds (polyols, glucose)
and cellulose, estimated from the analysis of sample ex-
tracts from 10 punches of the same filters, were in the range
of 10 %-15 %. The quantification limits of primary sugar
compounds and cellulose ranged from 0.63 to 0.89 ngm™—>.
About 2800 samples are considered in this work for the poly-
ols and glucose series, while 290 samples (from the sites of
Grenoble_LF and OPE-ANDRA) are considered for the cel-
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lulose series. Hereafter, the term “polyols” is used to refer
uniquely to the sum of arabitol and mannitol concentrations.

2.3 Meteorological data and leaf area index (LAI)
measurements

Ambient weather data were not available at all monitoring
sites (see Table S1). In this study, data including daily rela-
tive humidity (%), nighttime temperature (°C), average and
maximum temperatures (°C), wind speed (m s~ 1, solar radi-
ation (W m~2), and rainfall level (mm) for the sites of Mar-
naz and OPE-ANDRA (Fig. 1), representing different cli-
matic regions and environmental conditions, were obtained
from the French meteorological data sharing service system
(Météo-France) and ANDRA (French national radioprotec-
tive agency, in charge of the OPE-ANDRA site).

The LAI, which is defined as the projected area of leaves
over a unit of land, is an important measure of the local veg-
etation density variation (Heald and Spracklen, 2009; Yan
et al., 2016a, b). For this study, we used the MODIS Col-
lection 6 LAI product because it is considered to have the
highest quality among all the MODIS LAI products (Yan
et al., 2016a, b). The MCD15A3H product uses both Terra
and Aqua reflectance observations as inputs to estimate daily
LAI at 500 m spatial resolution, and a 4 d composite is cal-
culated to reduce the noise from abiotic factors. Using a
2 x 2km grid box around the monitoring site, the local vege-
tation density variation was retrieved from LP DAAC (https:
//lpdaac.usgs.gov/, last access: 15 March 2019) for the sites
of Marnaz, OPE-ANDRA, and Grenoble_LF.

2.4 Data analyses

All the statistical analyses were carried out using the open-
source R software (R studio interface, version 3.4.1). Several
statistical analyses were performed on the concentrations to
identify the spatial patterns of emission sources and the po-
tential parameters of influence as explained below.

The normalized cross-correlation (NCC) test was chosen
to examine the potential similarities among the monitoring
sites for particulate SC concentrations, in terms of short-term
temporal trends (e.g., synchronized periods of increase or de-
crease, simultaneous fluctuations during specific episodes).
The main advantage of NCC over the traditional correla-
tion tests is that it is less sensitive to linear changes in the
amplitudes of the two time series compared. Therefore, to
reduce the possibility of spurious “anti-correlation” due to
highly variable concentration ranges, data were amplitude-
normalized prior to correlation analysis. A thorough discus-
sion of the normalized cross-correlation method can be found
elsewhere (Bardal and Sztran, 2016; Dai and Zhou, 2017;
Eisner et al., 2009; Kaso, 2018; Lainer et al., 2016; Le Pi-
chon et al., 2019). To achieve pair-wise correlation analysis
between the sampling sites collected during the same peri-
ods, the original raw daily measurements were processed as
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follows: starting on identical days for each pairs of sites, the
arrangement of the original daily data into consecutive 3 d
intervals (or 6d intervals in the case of OPE-ANDRA) and
the calculation of the average concentration values for the
middle day were performed. The resultant data were used for
correlation analysis between site pairs (Table S3).

Multiple linear regression (MLR) was used to assess the
strength of the relationships between atmospheric concentra-
tions of particulate SC and local environmental factors in-
cluding the daily mean relative humidity, nighttime temper-
ature, average and maximum temperature, wind speed, solar
radiation, rain levels, and LAI Because the LAl 'is a 4 d com-
posite, daily values of the other variables were rescaled to
consecutive 4 d averaged values. The linear regression (linear
model or Im) package in R was employed for multiple regres-
sion analyses. The concentration data were log-transformed
to obtain regression residual distributions as close as possible
to the normal Gaussian one (Fig. S2). Stepwise forward se-
lection was used to select the predictors that explain well the
temporal variation in SC concentrations at the site of Marnaz.

It should be noted that due to the limited availability of
external parameters, the environmental factors driving SC at-
mospheric levels have been extensively investigated for only
two monitoring sites with contrasted characteristics: the ur-
ban background site of Marnaz located in an Alpine valley,
and the rural OPE-ANDRA site surrounded by field crop ar-
eas spreading over several tens of kilometers.

3 Results and discussion

3.1 Example of spatial coherence of the concentrations
at different scales

Our previous work (Samaké et al., 2019) showed that partic-
ulate polyols and glucose are ubiquitous primary compounds
with nonrandom spatial and seasonal variation patterns over
France. Here, an inter-site comparison of their short-term
concentration evolutions has been carried out at different
space scales (from local to national) for the pairs that can be
investigated in our database. Figure 2 presents some of these
comparisons for three spatial scales (15, 120, and 205 km).
The daily average concentrations of polyols (defined as
the sum of arabitol and mannitol) and glucose display highly
synchronous evolutional trends (i.e., homogeneity in the con-
centrations, the timing of concentration peaks, simultane-
ity of the daily specific episodes of increase or decrease
in concentrations) over three neighboring monitoring sites
located 15km apart in the Grenoble area (Fig. 2a and b).
Interestingly, remarkable synchronous patterns both for the
short term (near-daily) and longer term (seasonal) still oc-
cur for sites located 120km apart, as exemplified for two
sites in Alpine environments (Grenoble and Marnaz) (Fig. 2¢
and d). However, as shown in Fig. 2e and f, the evolutions of
concentrations become quite dissimilar and asynchronous in
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terms of seasonal and daily fluctuations for more distant sites
(Grenoble and Nice, 205 km apart) that are located in differ-
ent climatic regions (Alpine for Grenoble, Mediterranean for
Nice). This contrasts with results from the rural background
site of OPE-ANDRA and the suburban site of Nogent-sur-
Oise, both located in a large field crop region of extensive
agriculture and about 230 km apart from each other (Fig. 2g).
Indeed, they present very similar variations in daily concen-
trations for multiyear series, despite their distance apart, with
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concentration peaks generally more pronounced at the rural
site of OPE-ANDRA.

The following sections are dedicated to the investigation
of the processes that can lead to these similarities and differ-
ences according to these spatial scales.
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Figure 3. Normalized cross-correlation values for the daily evolution of particulate polyols (a), glucose (b), sulfate (¢), ammonium (d),
levoglucosan (e), and calcium (f) concentrations over pairs of sites located at multiple increasing space scales across France. The hexagram
corresponds to the correlation between the sites of OPE-ANDRA and Nogent-sur-Oise, both sites being surrounded by crop field areas.

3.2 Inter-site correlations and spatial-scale variability

Figure 3a and b provide an overview of the cross-correlation
coefficients for the daily evolution of concentrations (for
polyols and glucose (SC)) between pairs of sites located at
multiple increasing space scales across France (Table S3).
Time series of concentrations for both SCs show a clear
distance-dependent correlation. The strength of the correla-
tions is highly significant for distances up to 150-190 km
(R >0.72, p <0.01) and gradually decreases with increas-
ing inter-site distances. One exception is the pair OPE-
ANDRA and Nogent-sur-Oise (high correlation for a dis-
tance above 230km), both sites being located in highly im-
pacted agricultural areas. This overall pattern suggests that
the processes responsible for the atmospheric concentrations
of SC present a spatial homogeneity over typical areas of at
least several tens of kilometers.

Unlike SC, ambient air concentrations of sulfate (Fig. 3c)
and ammonium (Fig. 3d), associated with long-range aerosol
transport (Abdalmogith and Harrison, 2005; Amato et al.,
2016; Coulibaly et al., 2015; Pindado and Perez, 2011;
Waked et al., 2014), and levoglucosan (Fig. 3e), associ-
ated with biomass burning (Weber et al., 2019; Xiao et al.,
2018), display stronger positive correlations (R > 0.72-0.98,
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p < 0.01) at all pairs of sites considered in the present work.
The concentrations of levoglucosan and those of SC clearly
display very different annual atmospheric evolution cycles:
i.e., higher concentrations of levoglucosan in France are ob-
served in the coldest season (winter) due to the increased
biomass burning, while those of SC are observed in warm
seasons and coinciding with negligible ambient concentra-
tions of levoglucosan (Fig. S3). Moreover, ambient concen-
trations of calcium (Fig. 3f), associated with local fugitive
dust sources or/and long-range aerosol transport (Ram et al.,
2010; Wan et al., 2019) display random correlation patterns.
These results are in agreement with Zhu et al. (2018b), who
also reported nonsignificant correlations between SC and sul-
fate in PM3 5 aerosols measured at Shanghai, China. The dis-
tinct spatial behaviors between sulfate (or Ca?t) and SC in
the present work further suggest a dominant regional influ-
ence for atmospheric SC, as opposed to processes associated
with either local sources for calcium or long-range transport
for sulfate.

Mannitol and arabitol are well-known materials of fun-
gal spores, serving as osmoregulatory solutes (Medeiros et
al., 2006b; Simoneit et al., 2004; Verma et al., 2018; Xiao
et al.,, 2018; Zhang et al., 2015). Based on parallel mea-
surements of spore counts and PMjo polyol concentrations

Atmos. Chem. Phys., 19, 11013-11030, 2019
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Figure 4. Normalized cross-correlation values for daily evolution of particulate mannitol-to-arabitol (a) and glucose-to-polyols (b) ratios
over pairs of sites located at multiple increasing space scales across France. The hexagram corresponds to the correlation between the sites
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at three sites within the area of Vienna (Austria), Bauer et
al. (2008) found an average arabitol and mannitol content
per fungal spores of, respectively, 1.2 pg per spore (range
0.8-1.8 pg per spore) and 1.7 pg per spore (range 1.2-2.4 pg
per spore). Mannitol and arabitol have also often been iden-
tified in the green algae and lower plants (Buiarelli et al.,
2013; Di Filippo et al., 2013; Gosselin et al., 2016; Véléz
et al., 2007; Xu et al., 2018; Zhang et al., 2010). Gosselin
et al. (2016) observed a relatively low (R2 =0.31) to high
(R2 = 0.84) coefficient of determination between mannitol
and arabitol for total suspended particles (TSPs) collected
at a pine-forested area during dry and rainy periods, respec-
tively. High correlation in rainy periods possibly suggested
that both chemical species in the TSP fraction in this pine-
forested area could have been derived mainly from the same
sources, i.e., actively wet-discharged ascospores and basid-
iospores, while the relatively poor correlation in dry peri-
ods could likely have been due to more complex sources
(dry discharged spores, plants, algae, etc.). Being important
chemical species for the metabolism of the microorganisms
(Shcherbakova, 2007), it may well be that the concentration
ratio of mannitol to arabitol could deliver some information
on the spatial or temporal evolution of their emission pro-
cesses (Gosselin et al., 2016). The annual average mannitol-
to-arabitol ratio at all sites is about 1.15 4 0.59, with ratios
for the warm period (June—September) being 1 to 2 times
higher than those in the cold period (December—May) (Ta-
ble S1). These ratios are within the range of those previously
reported for PM g aerosols collected at various urban and ru-
ral background sites in Europe (Bauer et al., 2008; Yttri et al.,
2011b). Similarly, Burshtein et al. (2011) also reported com-
parable ratios for PM ¢ aerosols collected during autumn and
winter from a Mediterranean region in Israel.

Atmos. Chem. Phys., 19, 11013-11030, 2019

Similarly, the annual average glucose-to-polyols ratio at
all sites is about 0.79 & 0.77. No literature data are currently
available for comparison. Further work is needed to relate
these variations with microorganism communities and plant
growing stages.

However, as evidenced in Fig. 4, both mannitol-to-
arabitol and glucose-to-polyols ratios show a clear distance-
dependent correlation, with higher correlations (R = 0.64
to 0.98, p < 0.01) observed for pairs of sites within 150—
190km distance. This spatial consistency highlights once
again that the dominant emission processes should be ef-
fective regionally, rather than being specific local input pro-
cesses, and that atmospheric dynamics of the concentration
levels (i.e., driven by the interplay of emission and removal
processes) are determined by quite similar environmental
factors (e.g., meteorological conditions, vegetation, land use)
at such a regional scale. This implies that local events and
phenomena, such as the mechanical resuspension of topsoil
and associated biota (like bacteria, fungi, plant materials),
might not be their major atmospheric input processes, partic-
ularly in urban background areas typically characterized by
less bare soil and with a variable nature of the unpaved top-
soil at the regional scale (Karimi et al., 2018). Furthermore,
Karimi et al. (2018) also recently reported heterogeneous
topsoil microbial structure within patches of 43 to 260 km
across different regions of France. It follows that the hy-
potheses of emissions related to the mechanical resuspension
of topsoil particles and associated biota or microbiota emit-
ted actively from surface soil into the air generally assumed
in most pioneering reports (Medeiros et al., 2006b; Rogge et
al., 2007; Simoneit et al., 2004; Wan and Yu, 2007) are most
probably not valid.
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Alternatively, the vegetation leaves have also been sug-
gested as sources of atmospheric SCs (Bozzetti et al., 2016;
Golly et al., 2018; Jia et al., 2010; Myriokefalitakis et al.,
2017; Pashynska et al., 2002; Sullivan et al., 2011; Verma
et al., 2018; Wan et al., 2019). In fact, vascular plant leaf
surfaces is an important habitat for endophytic and epiphytic
microbial communities (Kembel and Mueller, 2014; Lindow
and Brandl, 2003; Lymperopoulou et al., 2016; Mhuireach et
al., 2016; Whipps et al., 2008). Our results are more in agree-
ment with a dominant atmosphere entrance process closely
linked to vegetation, which is more homogeneous than top-
soil at the climatic regional scale. Consistent with this, Sulli-
van et al. (2011) also observed evident distinct regional pat-
terns for daily PM» 5 polyol and glucose concentrations at 10
urban and rural sites located in the upper Midwest (USA).
The authors attributed such a spatial pattern to the differ-
ences in vegetation types and microbial diversity over dis-
tinct geographical regions. Accordingly, the vegetation struc-
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ture and composition have previously been shown to play
essential roles on airborne microbial variabilities in nearby
areas (Bowers et al., 2011; Laforest-Lapointe et al., 2017;
Lymperopoulou et al., 2016; Mhuireach et al., 2016).

3.3 Influence of the vegetation on polyol and glucose
concentrations

The relationships between SC PM ¢ concentrations and veg-
etation (plant materials) can be examined at the site of Greno-
ble Les Frénes (Grenoble_LF) by comparing the annual evo-
lutions of SC and the free atmospheric cellulose concentra-
tions, together with LAI ones.

The daily ambient concentration levels of SC and cellu-
lose range, respectively, from 5.0 to 301.9ngm™3 (with an
average of 41.2439.9ngm=3) and 0.7 to 207.2ng m > (with
an average of 52.9 +44.2 ng m—3), which corresponds to, re-
spectively, to 0.1 % to 6.6 % and 0.01 % to 5.3 % of total OM
mass in PMjq. These values are comparable to those previ-
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ously reported for various sites in Europe (Daellenbach et al.,
2017; Sanchez-Ochoa et al., 2007; Vlachou et al., 2018; Yttri
et al., 2011b). Thus, a major part of PBOA could possibly be
ascribed to cellulose and SC-derived sources.

As evidenced in Fig. 5a, ambient free cellulose con-
centrations vary seasonally, with maximum seasonal aver-
age values observed in summer (81.4+47.6ng m~3) and
autumn (64.2 +49.2ngm™3), followed by spring (52.6 +
37.8ng m—3) and lower levels in winter (23.0+19.9 ng md).
This is the same global pattern for polyols, which are
also more abundant in summer (82.4 +47.4ng m_3) and
autumn (48.7 +41.6ng m™?), followed by spring (24.9 +
16.3ngm™3) and winter (10.249.6ngm™3) in the Greno-
ble area. On a daily scale, the episodic increases or decreases
in polyols in PM | are very often well synchronized with that
in cellulose (Fig. 5a). Moreover, the maximum atmospheric
concentrations of polyols also mainly occur when the vege-
tation density (LAI) is at its highest in late summer (Fig. 5b).
Similar global behaviors are also observed for atmospheric
particulate glucose and LAI (Fig. 5a and b). To further as-
sess the relationships between SC PM|( concentrations and
vegetation in a rural area, a 2-year measurement of cellulose
concentrations at the highly impacted agricultural rural site
of OPE-ANDRA has been conducted. The average concen-
tration of cellulose at OPE-ANDRA (197.9 £217.8 ng m3)
is 3.5 times higher than that measured in the urban area of
Grenoble. In terms of temporal dynamics, the evolution cy-
cles (i.e., peaks and decreases) of both polyols and glucose
are also very often well synchronized with that of cellulose
at OPE-ANDRA (Fig. 5c¢).

Altogether, these findings highlight that SC in PM;¢ and
cellulose in both urban background and rural agricultural
areas most probably share a common source related to the
vegetation. This is additional evidence in support of the hy-
pothesis suggested in previous studies (Bozzetti et al., 2016;
Burshtein et al., 2011; Daellenbach et al., 2017; Pashynska
et al., 2002; Verma et al., 2018; Vlachou et al., 2018; Wan
and Yu, 2007; Yttri et al., 2007). It is also in line with stud-
ies indicating that the PBOA source profile identified using
offline aerosol mass spectrometry (offline-AMS) correlates
very well with coarse cellulose concentrations (Bozzetti et
al., 2016; Vlachou et al., 2018). A noticeable contribution of
cellulose to PBOA mass (26 %) at the rural background site
of Payerne (Switzerland), during summer 2012 and winter
2013, was reported by Bozzetti et al. (2016).

As also evidenced in Fig. 5, the cellulose concentration
peaks are not systematically correlated to those of polyols.
The development stage of the plants (developing or mature
leaves, flowering plants) in addition to the metabolic ac-
tivities of endophytic and epiphytic biota (growth, sporula-
tion), all closely related to meteorological conditions (Bo-
denhausen et al., 2014; Bringel and Couée, 2015; Lindow
and Brandl, 2003; Pirttild and Frank, 2011; Reddy et al.,
2017), could explain such observations. The influence of lo-
cal meteorological conditions for an urban Alpine valley site
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is discussed in Sect. 3.4. Consistent with our observations,
previous studies conducted at various urban background sites
in Europe have suggested that particulate polyols are asso-
ciated to mature plant leaves and microorganisms (bacte-
rial and fungal spores), while glucose, which is a monomer
of cellulose, would most likely be linked to the developing
leaves (Bozzetti et al., 2016; Burshtein et al., 2011; Pashyn-
ska et al., 2002; Yttri et al., 2007; Zhu et al., 2015).

3.4 Influence of meteorological parameters on ambient
concentrations of polyols and glucose

We used here a multiple linear regression analysis (MLR)
approach to gain further insight into the environmental fac-
tors influencing the annual and short time variation cycles
of atmospheric SC concentrations. This tentative MLR anal-
ysis is focused on the urban background site of Marnaz
only since meteorological and other data are readily avail-
able for this site and are not influenced too much by some
large city effects. Several variables were tested, which are al-
ready mentioned in the literature as drivers of SC concen-
trations. It includes the ambient relative humidity, rainfall
level, wind speed, solar radiation, nighttime temperature, av-
erage (or maximum) temperature, and LAI. Nighttime tem-
perature was selected since the time series in Marnaz and
Grenoble indicate that the major drop in concentrations in
late fall (Fig. 2c) is related to the first night of the season
with nighttime temperature below 5 °C. The use of the night
temperature is also consistent with the bimodal distribution
of polyols during nighttime and daytime found in previous
studies (Claeys et al., 2004; Graham et al., 2003; Yan et al.,
2019; Yttri et al., 2011a).

Overall, the environmental factors including the mean
nighttime temperature, relative humidity, wind speed, and the
leaf area index explain up to 82 % (adjusted R? = 0.82; see
Table 1) of the annual temporal variation cycles of SC con-
centrations. The mean nighttime temperature and LAI con-
tribute, respectively, 54 % and 37 % of the observed annual
variabilities of SC concentrations. The atmospheric humid-
ity is also a driver for these chemical species (3% of the
explained variation). These results are consistent with previ-
ous studies showing that concentrations of mannitol (in both
PM )y and PM, 5 size fractions) linearly correlate best with
the LAI, atmospheric water vapor, and temperature (Heald
and Spracklen, 2009; Hummel et al., 2015; Myriokefalitakis
etal., 2017). All of these drivers have been previously shown
to induce the initial release and influence the long-term air-
borne microbial (i.e., bacteria, fungi) concentrations (China
et al., 2016; Elbert et al., 2007; Grinn-Gofron et al., 2019;
Jones and Harrison, 2004; Rathnayake et al., 2017; Zhang et
al., 2015).

Besides, the wind speed (range of 0.2 to 5.6 ms~!) seems
an additional effective driver affecting the contribution of
the local vegetation to SC concentrations in the atmosphere.
Although enough air movement is required to passively re-
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Table 1. Multiple linear regression for ambient polyol and glucose concentrations and their effective environmental factors at the Marnaz site.
Contributions of predictor are normalized to sum 1. The “Relaimpo package under R” was used to compute bootstrap confidence intervals

for the importance of effective predictors (n = 1000) (Gromping, 2006).

Dependent variable

Variability explained by

log(polyols + glucose)

effective predictors

Nighttime temperature (°C)
Relative humidity (%)

Leaf area index

Wind speed (ms ™)

Leaf area index x wind speed®
Constant

Observations

R2

Adjusted R2

Residual std. error

0.112*% (0.090, 0.133)
0.017*** (0.005, 0.030)
0.386™* (0.034, 0.737)

0.226 (—0.203, 0.655)
—0.596™* (—1.001, —0.191)
2.023*** (0.787, 3.260)

0.538 (0.453, 0.604)
0.030 (0.018, 0.067)
0.372 (0.286, 0.444)
0.021 (0.015, 0.058)
0.039 (0.014, 0.085)

87

0.837

0.824

0.297 (df = 81)

F statistic

66.677** (df =5; 81)

Note: ** p < 0.01; ***p < 0.001; * interaction between predictors.

lease microorganisms along with plant debris into the atmo-
sphere, strong air motions induce higher dispersion. These
observations are in good agreement with those previously re-
ported (Jones and Harrison, 2004; Liang et al., 2013; Zhang
et al., 2010, 2015; Zhu et al., 2018b). For instance Liang et
al. (2013) have found a negative correlation between wind
speed and polyol concentrations, and the highest atmospheric
fungal spores concentrations were observed for a wind speed
range of 0.6 to 1.0ms ™.

One of the limitations of this study is that 4d averaged
observations do not allow us to evaluate the driver contri-
butions that might explain some short-term events for which
the influence of meteorological parameters such as rainfall or
solar radiation could also be significant (Grinn-Gofron et al.,
2019; Heald and Spracklen, 2009; Jones and Harrison, 2004).
However, such simple parameterizations could be a first step
in considering SC concentrations in chemical-transport mod-
els (CTMs), and further work is required in this direction in
order to generate a robust parameterization of the emissions.

3.5 Specific case of a highly impacted agricultural area

This section focuses on evidencing the environmental drivers
of PMo SC concentrations specific to agricultural areas. To
achieve this objective, the site of OPE-ANDRA was selected
because it is extensively impacted by agricultural activities,
without being too prone to influences by other sources. OPE-
ANDRA is a specific rural background observatory located
about 230 km east of Paris at an altitude of 392 m. It is char-
acterized by a low population density (< 22 inhabitants km—2
within an area of 900 km?), with no surrounding major trans-
port road or industrial activities. The air monitoring site it-
self lies in a “reference sector” of 240 km?, in the middle of
a field crop area (tens of kilometers in all directions). The
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daily agricultural practices within this reference sector are
recorded and made available by ANDRA. The parcels within
the agricultural area are submitted to a 3-year crop-rotation
system. The major crops are wheat, barley, rape, pea, and
sunflower. Additionally, OPE-ANDRA is also characterized
by a homogeneous type of soil, with a predominance of su-
perficial clay limestone.

Figure 6 shows the daily evolution of polyol concentra-
tions in the PM|( fraction at OPE-ANDRA from 2012 to
2018, together with the agricultural activities recorded daily
and averaged over 12d.

Although the concentrations of polyols fluctuate from
one year to another, they display clear annual variation
cycles, with higher values in the warm periods (June—
November) and lower concentration values in the cold pe-
riods (October—May). Interestingly, the annual concentra-
tions of polyols in 2015 (4.2-111.7 ng m~3; annual average:
37.0429.1 ngm~3) are significantly lower than those ob-
served for the other years (0.6-1084.6 ng m—>; annual av-
erage: 62.9496.8ngm™2). Similar inter-annual evolution
trends, but with variable intensities, are also observed for
glucose concentrations (Fig. 6). The year 2015 was found
to be particularly hot and dry at OPE-ANDRA (Fig. 7),
whereas the locally averaged wind conditions are quite sta-
ble over the years within the period of study, suggesting that
the wind conditions are not the main driver of the observed
inter-annual variability. These results highlight that ambient
air temperature and humidity are key meteorological drivers
of the annual variation cycles of polyol and glucose concen-
trations. Hot and dry ambient air conditions may decrease
the metabolic activity of the microorganisms (e.g., microbial
growth and sporulation) (Fang et al., 2018; Liang et al., 2013;
Meisner et al., 2018).
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Finally, maximum ambient concentration levels for both
SC and cellulose are observed in excellent temporal agree-
ment with the harvest periods (late summer) at the OPE-
ANDRA site (Fig. 6). Harvesting activities have been pre-
viously reported as the major sources for particulate poly-
ols and glucose to the atmosphere in agricultural and nearby
urbanized areas (Golly et al., 2018; Rogge et al., 2007; Si-
moneit et al., 2004). Hence, the resuspension of plant mate-
rials (crop detritus, leaves debris) and associated microbiota
(e.g., bacteria, fungi) originating from cultivated lands is the
most likely major input process of PMjq polyols and glucose
at field crop sites.

Atmos. Chem. Phys., 19, 11013-11030, 2019

4 Conclusions

The short-term temporal (daily) and spatial (local to nation-
wide) evolutions of particulate polyol (defined here as the
sum of arabitol and mannitol) and glucose concentrations are
rarely discussed in the current literature. The present work
aimed at investigating the spatial behavior of these chemicals
and evidencing their major effective environmental drivers.
The major results mainly showed the following.

The short-term evolution of ambient polyol and glucose
concentrations is highly synchronous across an urban city
scale and remains very well correlated throughout the same
geographic areas of France, even if the monitoring sites are
situated in different cities about 150—190 km apart. However,
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sampling sites located in two distinct geographic areas are
poorly correlated. This indicates that emission sources of
these chemicals are uniformly distributed, and their accumu-
lation and removal processes are driven by quite similar en-
vironmental parameters at the regional scale. Therefore, lo-
cal phenomena, such as the atmospheric resuspension of top-
soil particles and associated microbiota and microbial direct
emissions (e.g., sporulation), cannot be the main emission
processes of particulate polyols and glucose in urban areas
not directly influenced by agricultural activities.

The atmospheric concentrations of polyols (or glucose)
and cellulose display remarkably synchronous temporal evo-
lution cycles at the background urban site of Grenoble, indi-
cating a common source related to plant debris.

Higher ambient concentrations of polyols and glucose at
the rural site of OPE-ANDRA occur during each harvest pe-
riod, pointing out resuspension processes of plant materials
(crop detritus, leaves debris) and associated microbiota for
agricultural and nearby urbanized areas. This is associated
with higher PM;q cellulose concentration levels, as high as
0.4 to 2.0pugm™—> on a daily basis (accounting up to 7.5 % to
32.4 % of the OM mass).

Multiple linear regression analysis of the yearly series
from the site of Marnaz gave insightful information on which
parameter controls the ambient concentrations of polyols and
glucose. Ambient air nighttime temperature, relative humid-
ity, and vegetation density are the most important drivers,
whilst wind speed conditions tend to affect the contribution
of local vegetation.

Altogether, these results improve our understanding of the
spatial behavior tracers of PM o PBOA emission sources in
France and in general, which is imperative for further imple-
mentation of this important mass fraction of OM into chem-
ical transport models. Further investigations of the airborne
microbial fingerprint (bacteria and fungi) are ongoing, which
may deepen our understanding of the PBOA source profile.
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1  Section 1: supplementary illustrations

Table Sl 1: Characteristics of selected sites and data available.

Sampling sites  Typology ng;ﬁ)a(;gs;n Long Lat QWI; Data available

Grenoble_LF Urban? %2//22%1128 574 4516 214  Polyols, glucose, cellulose, LAI
Grenoble_CB Urban? %2//22%112' 573 4518 212  Polyols, glucose, LAI

Grenoble_VIF Urban? %2//22%112' 5.68 45.06 310 Polyols, glucose, cellulose, LAI

Passy Urban? 101//22%11% 6.71 4592 588  Polyols, glucose, LAI, weather conditions
Marnaz Urban? %1//22%1135 6.53 46.06 504  Polyols, glucose, LAI, weather conditions
Chamonix Urban? 11%//22%11?"1 7.05 4592 1035 Polyols, glucose, LAI, weather conditions
Marseille Urban 0162’/22%1147 539 4330 64  Polyols, glucose

Mallet Urban %%//22%1145 550 4347 200 Polyols, glucose

Gardanne Urban %77//22%11% 5.47 4345 214  Polyols, glucose

Meyreuil Urban %11’/22%11% 550 4347 235  Polyols, glucose

Port-de-Bouc Urban 0162//22%1147 498 43.40 1 Polyols, glucose

Nice Urban 0162//22%11% 7.28 43.70 9 Polyols, glucose

Rouen Urban (())16//22(())113;1 1.08 49,44 6 Polyols, glucose

Roubaix Traffic %15’/22%11?; 318 5071 10  Polyols, glucose

g%%e”"sur' ufg:nb 0112’/22%1137 248 4928 30  Polyols

Symbols @ stand for urban background sites located in the French Alp valley environment whereas symbols ® outline background sites
surrounded by crop field areas. Leaf Area Index (LAI) is a proxy of vegetation density evolution. Polyols are defined as the sum of mannitol
and arabitol concentrations. Here, the term polyols is used refer to the sum of arabitol and mannitol concentrations.
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Table SI 2: Annual average values + standard deviation of aerosol chemical data at each site (concentrations in ng m-3).

Sampling sites Polyols Ratio mannitol-to-arabitol Glucose Ratio glucose-to-polyols
Grenoble_LF  41.2+399 1.24 +0.36 26.8+19.7 0.93£0.63
Grenoble CB  435+419 1.07 £0.32 29.0+22.6 0.94 £0.57
Grenoble_VIF  47.0+48.8 1.11+041 30.5+26.2 0.92 £0.56
Passy 37.0+232 0.94+0.34 23.1+133 0.70 £0.31
Marnaz 545+ 426 1.03+£0.39 33.2+233 0.72+0.34
Chamonix 38.0+28.0 1.08 £0.31 200+ 119 0.73£0.54
Marseille 26.1+229 1.13+0.34 21.2+158 0.91+0.45
Mallet 425+ 315 0.99 +0.36 279+174 0.66 £ 0.25
Gardanne 27.8+20.8 0.98 £0.26 175+10.6 0.72£0.32
Meyreuil 278+ 154 0.94+0.32 176 £10.1 0.67 £0.28
Port-de-Bouc  21.1+17.7 1.03£0.37 144 £135 0.78 £0.49
Nice 37.6+36.5 1.14 £ 0.40 245+234 0.69 £0.35
Rouen 23.8+34.2 1.27+0.71 8.6+11.1 0.52 £0.50
Roubaix 18.8+ 222 1.67 £0.89 8.6+8.6 0.72£0.83

Nogent-sur-Oise  43.8 £42.9 1.53+0.54 N/A N/A

OPE-ANDRA  58.7+90.4 1.01+0.47 31.2+32.6 0.86 +0.69

N/A: not available.
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Table SI 3: Normalized cross-correlation coefficients (R) for sugar compounds and ratios between pairs of sites considering
the sampling periods in common.

. . Inter-site - . Ratios Ratios
PATAIG e e Toe AT wamiolo SUO% Glooset
(Km) P P Avrabitol Y Polyols

Grenoble_CB vs 25 125 02/2017- 0.967 0.988 0.973 0.968

Grenoble_LF 03/2018

Grenoble_LF vs 124 125 02/2017- 0.962 0.963 0.957 0.985

Grenoble_VIF 03/2018

Grenoble_CB vs 144 127 02/2017- 0.930 0.982 0.930 0.968

Grenoble_VIF 03/2018

Passy vs 12.1 112 11/2013- 0.946 0.938 0.934 0.885

Chamonix 10/2014

Marnaz vs Passy 20.4 159 11/2013- 0.951 0.918 0.938 0.935
04/2015

Marnaz vs 30.0 112 11/2013- 0.927 0.926 0.890 0.888

Chamonix 10/2014

Marseille vs 175 79 07/2015- 0.891 0.907 0.877 0.876

Gardanne 07/2016

Marseille vs 20.1 79 06/2014- 0.829 0.717 0.862 0.843

Mallet 06/2015

Marseille vs 20.7 76 01/2015- 0.665 0.804 0.786 0.779

Meyreuil 01/2016

Marseille vs Port- 35.1 277 06/2014- 0.788 0.764 0.723 0.790

de-Bouc 12/2017

Grenoble_LF vs 117.4 201 07/2013- 0.765 0.797 0.825 0.899

Marnaz 04/2015

Nice vs Port-de- 188.7 218 06/2014- 0.723 0.678 0.713 0.530

Bouc 12/2017

Roubaix vs Rouen 205.4 154 01/2013- 0.635 0.659 0.474 0.440
05/2014

Nogent-sur-Oise 230.1 253 01/2013- 0.754 0.790 N/A N/A

vs OPE-ANDRA 12/2017

Grenoble LF vs 270.1 240 06/2014- 0.438 0.309 0.344 0.419

Marseille 12/2017

Grenoble_LF vs 374.9 297 02/2012- 0.390 0.234 0.275 0.394

OPE-ANDRA 12/2017

Marseille vs OPE- 581.0 194 06/2014- 0.307 0.180 0.124 0.236

ANDRA 12/2017

N/A: not available.
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Chapitre 4 : Les sucres primaires comme traceurs comme traceurs de PBOA en France

(A)
ne 7 [o-L..] [10-..] -] [12-L-Rh_] [13-GL.. ]
10.04 M
17 - Mannitel - 2.900
50
60 .
19- Levoglumsa". iﬂ‘- zannusan -5.459
w0 - Sgrtitol - 2.634
13 - Glucose
{12 - L-Rhamnose - 7.559  }
20 18 - Trehalose - 3.125 I/"\-mlauosan -6.017
04 o T 1 1 . T T =T . - T
145 200 250 300 3.50 4.00 450 5.00 550 500 650 7.00 7.50 8.00 8.50 i
B)
. A AR WG (o] 75 o-L.. N 0-. I 11 ERIT|
oG 14 - Arabilol - 2.300
400
30.0 18 - Mannitol - 2.925
200
100 \11- Glucose - 8.342
19 e-3.159
] ‘W
00— T 1
T min
-4.0-
(€)
) AE B [13-6]
| P 2 - Glycérol - 1.784
6.00 i
14 - Arabitol - 237500 nitol - 2.900
5.00
4004
ok ,10 - Glucose - 8.684
2100 13-E | 2 6TEhalose - 3.125
1.00]
11 {Inosiol - 162!
18 - Levoglucosang 4Mafnosan - 5.475
0.00 ] ' —! T ! 1
-0.
N r T T T T T T T T T T T T T T T T ul
132 2.00 250 300 350 400 450 500 550 6.00 6.50 700 750 8.00 850 900 953

Figure SI 1: Examples of raw chromatograms obtained for the analysis of sugar compounds in PM10 analyzed by high
performance liquid chromatography coupled with pulsed amperometric detection (HPLC-PAD). HPLC-PAD chromatograms
of a standard sugar compounds (A) and an extract from the ambient PM samples collected at the sites of Meyreuil ((B) and
OPE-ANDRA (C), respectively.

Table SI 4: Concentrations of individual sugar compounds in the standard solution and atmospheric PM samples. LD and
LQ denote respectively detection and quantification limits.

Inositol  Glycerol  Erythritol  Arabitol  Sorbitol Mannitol  Levoglucosan  Mannosan  Galactosan ~ Glucose
(ppb)
Standard  100.2 250.2 750 2495 99.5 2532 1246.2 250.7 99.3 250.5
Meyreui 4.9 136.8 326.6 108.4 51.3 104.7 43.4 8.2 <LD 2014
|
OPE- 36.2 257.6 2415.2 752.9 47.3 610.3 <LD <LD <LD 598.7
ANDRA
(ng m®)
Meyreui 1.2 <LQ 81.9 272 12.9 26.3 10.9 2.1 <LD 50.5
|
OPE- 5.2 37.2 348.4 108.6 6.8 88.0 <LD <LD <LD 86.4
ANDRA
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The quality of the multiple linear regression model (linearity of the data, normality of residuals,

homogeneity of residuals variance, independence of residuals error terms) was checked through several
diagnostic plots:

Figure SI 2 A shows the residuals vs fitted values, which did not exhibit any significant pattern.
Therefore a linearity relationship between log (polyols + glucose) and the predictor variables
can be assumed.

In Figure SI 2B, the model residuals are correctly fitted with a straight line, indicative of a
normal distribution.

As evidenced in Figure SI 2C (Scale-Location plot), squared residuals are quite randomly
distributed along the range of predictor variables. Thus the variance of the residuals is
considered homogeneous.

Finally, Figure SI 2D was used to examine the potential influential points (outliers or high-
leverage points). Cook’s distance (highlighted by the red dashed lines) measures the effect of
deleting an extreme observation. Since numbered points are within Cook’s distance scores
(standardized residuals are also below 3), they are not considered as influencing the regression
analysis.
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Figure SI 2: Diagnostic plots for the multiple linear regression analysis. The red solid lines are smoothed curves for detecting

potential patterns.

Multicollinearity between the predictor variables was evaluated using variance inflation factors (VIF).
These were performed using the vif function implemented in the open-access “car package in R” (FOX

and Weisberg, 2018). Collinearity was not found to be a problem in our multiple regression analysis
because all VIF values were less than ten for all predictor variables (Zuur et al., 2010).
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Chapitre 4 : Les sucres primaires comme traceurs comme traceurs de PBOA en France
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Figure SI 3: Annual evolution cycles of the glucose (left) and levoglucosan (right) concentrations in PM10 measured at the
urban site of Grenoble Les Frénes, from the years 2012 to 2018. The black marker inside each boxplot indicates the average
value, while the top, middle and bottom of the box represent the 75", median and 25" percentiles, respectively. The whiskers
at the top and bottom of the box extend from the 95t to the 5" percentiles.
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Figure SI 4: PSCF analysis for the OPE site (using pyPSCF and HYSPLIT). A) Back-trajectories associated with arabitol
concentrations higher than the 75th percentile divided by the number of back-trajectories. C) Displays all the back-trajectories.
The color scale indicated the probability that the specie comes from this cell (the darker color indicate higher probability).
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Chapitre 4 : Les sucres primaires comme traceurs comme traceurs de PBOA en France
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Figure SI 5: Covariation cycles of the daily concentrations of polyols (A) and glucose (B) and vegetation density (LAI) at OPE-
ANDRA, from 2012 to 2016.
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2  Section 2: Analysis of ambient particulate cellulose concentration

The analytical protocol is resumed below. A punch of 21 mm from a PMyo quartz filter sample
is sonicated for 40 min in 3 mL of a 0.05 M acetate buffer (pH=4.8) in Milli-Q water containing 0.05%
of thymol. 20 uL of the purified and diluted cellulase (70 u/g) and 60 L of the diluted glucosidase (5
u/g) are added to the solution which is then incubated for 24 hours at 45 °C for the hydrolysis to occur.
Enzymatic activity is stopped at the end of this step by heating the sample at 100°C for 45 minutes.
After cooling down to room temperature, the sample is centrifuged for 10 minutes at 7,000 RPM and
filtered through a 0.22 um polyether sulfone membrane for the analysis of the glucose content using
HPLC-PAD.

Since cellulase is the main contributor to the level of glucose in the blanks, this enzyme initial
solution is purified by ultra-filtration at 15°C on a porous membrane of polyether sulfone (Hydrosart®,
2000 MWCO). Ten consecutive steps of ultra-filtration at 7,000 RPM in Vivaspin-15R tubes are needed
to reduce the content of glucose in the blanks to an acceptable level (< 10 pug L in analytical solutions).
At the end of filtration, cellulase is diluted 10 times in Milli-Q water.

For each analytical batch, standard aqueous solutions of cellulose (microbeads of pure cellulose
20um, Sigma Aldrich) are hydrolyzed in parallel under the same conditions in order to determine the
conversion yield of cellulose. Although variable depending on the batch, it is generally in the range 65
— 80 %. Each analytical batch is then composed of glucose standards, hydrolyzed cellulose standards,
hydrolyzed samples and hydrolyzed blanks filters. The final calculation of the atmospheric
concentration of the free cellulose takes into account the conversion efficiency of cellulose, the cellulose
on blank filters, and the initial concentrations of atmospheric glucose of each sample, determined in
parallel using a similar HPLC-PAD technique (Waked et al., 2014).

The HPLC-PAD is composed of an AS50 autosampler, a LC30 oven, a GP40 pump and an
ED50 detector (all from Dionex) working in the pulsed amperometric detection mode with a gold
working electrode and an Ag/AgCI reference electrode. The analyses are performed on Dionex
CarboPac PAL columns (4 x 250 mm —analytical; 4 x 50 mm — guard), under gradient elution conditions
(Table S4) at 30 °C. The mobile phase is made of sodium hydroxide and sodium acetate in Milli-Q
water, at a flow rate of 1.1 mL min™. The waveform program applied to the detector is illustrated in
Erreur ! Source du renvoi introuvable..

Table S7: Gradient operating conditions used for HPLC-PAD
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NaOH: 100 mM

. . _— ) .
Time (min) Flow rate (mL min™) NaOH: 18 mM NaOH: 200 mM NaAc: 150 mM
0 11 100 % - -
10 11 100 % - -
16 11 70 % 30 % -
18 11 6 % 82 % 12 %
21 11 - - 100 %
235 11 - - 100 %
24 11 - 100 % -
27 11 - 100 % -
28 15 100 % - -
395 11 100 % - -
+0.7 = “
Delay Integration

E. »*
Potential 1 [
(Volts)

+0.1

i n T E1l: Analytical potential
Time (s) .
E1 | E2 E3 | E2: Cleaning potential

Figure Sl 6: Example of the applied waveform program.
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Chapitre 5: Caractérisation de Iorigine biogénique et identification des
communautés microbiennes atmosphériques qui déterminent les évolutions

temporelles et spatiales des concentrations atmosphériques en sucres primaires
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Préambule

Dans les chapitres précédents, nous avons établi une empreinte chimique associée aux PBOAs
et estimé de maniére robuste leur contribution a la masse de matiere organique dans les PM1o en France.
Une des constatations marquantes sur les profils de sources de PMyg est que les PBOAS constituent une
fraction tres importante de la masse de MO atmosphérique. Ainsi, a I’échelle annuelle, ils contribuent
en moyenne massique a 13 £ 4 % de la matiere particulaire dans les PM1o en France. En période estivale,
cette contribution peut augmenter jusqu’a 40% pour certains sites en région alpine.

Nous avons également pu voir dans le chapitre précédent que les sucres primaires sont des
marqueurs moléculaires des PBOAs et montrent une nette saisonnalité avec les plus fortes
concentrations observées en période estivale (été-automne). Comme déja évoqué dans le Chapitre 1,
certains sucres primaires jouent un role biologique important pour les (micro)organismes et peuvent agir
comme des osmolytes permettant a ces organismes de survivre aux conditions extrémes
environnementales (ex., stress hydrique et salin, forte température, etc.) (Medeiros et al., 2006). Les
concentrations en sucres primaires dans ces (micro)organismes varient donc fortement suivant les
conditions climatiques. Les stress ainsi induits pourraient expliquer, au moins en partie, les variations
des teneurs en sucres primaires dans les PM atmosphériques, bien qu’aucune étude ne 1’ait démontré

jusqu’a présent.

Par ailleurs, nous avons également vu dans le chapitre précédent que les concentrations et ratios
entre sucres primaires particulaires indiquent des variabilités spatiales et temporelles non aléatoires. Les
évolutions journaliéres de leurs concentrations sont remarquablement similaires entre sites localisés
dans la méme région géographique (distants d’environ 200 km). Cette grande homogénéité spatiale et
temporelle (i.e., synchronisation des périodes de début et de fin d’augmentation des concentrations,
croissance similaire du signal, simultanéité d’épisodes spécifique, etc.) souligne trés certainement une

grande homogénéité des sources et des processus d’émission et d’abattement a 1’échelle régionale.

D’autre part, nous avons montré qu’au contraire ces évolutions sont décorrélées entre des sites
localisés dans des régions climatiques distinctes, laissant penser a des flux d’émissions étroitement liés
a des variables géographiques (climat, densité ou type végétation, etc.). Ainsi, I’identification des
communautés atmosphériques (bactéries et champignons) liées aux niveaux de concentrations des sucres
primaires dans I’atmosphére sous différentes conditions géographiques et climatiques semble étre un
verrou important pour une meilleure compréhension des processus d’émissions des sucres primaires

particulaires dans I’atmosphére, mais aussi pour identifier leurs origines biogéniques.

Nos travaux ont permis de mettre en évidence pour la premiére fois, a notre connaissance, une
dynamique spatiale de la concentration des sucres primaires particulaires et de caractériser les
parametres environnementaux qui déterminent leurs niveaux de concentrations dans 1’air. Malgré ce
bilan trés positif, des interrogations demeurent sur la structure des communautés microbiennes
atmosphériques qui déterminent les évolutions journalieres et spatiales des concentrations des sucres
primaires dans les PMyo. C’est dans ce contexte que s’inscrivent les travaux présentés dans ce chapitre
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qui visent & mieux comprendre le role et I’origine des microorganismes impliqués dans 1’émission de

sucres primaires particulaires vers 1’atmosphére. Plus précisément les enjeux de ce chapitre étaient de :

O

Caractériser les communautés de microorganismes atmosphériques qui contrdlent les
variabilités journalieres de la concentration des sucres primaires particulaires.

Identifier I’origine principale des microorganismes qui déterminent le niveau de concentrations
atmosphériques en sucres primaires particulaires.

Evaluer la variabilité spatiale des communautés microbiennes impliquées dans les émissions de
sucres primaires particulaires sur des sites d’études diversifiés en termes de typologies et de
conditions (geo)climatiques.

La stratégie retenue pour ce travail est basée sur le couplage de campagnes intensives

d’échantillonnage de PM, de sols et de plantes et d’analyses au laboratoire pour la caractérisation
chimique et microbiologique détaillée des échantillons collectés. Un travail central de cette these a ainsi

porté sur le développement d’une stratégie permettant d’étudier de facon simultanée et complémentaire
les caractéristiques chimiques et microbiologiques des PMyo collectées sur filtres, des sols superficiels

environnants et de feuilles des plantes dominantes autour du site d’échantillonnage. Cette approche
interdisciplinaire est assez novatrice et apporte de nouvelles données indispensables a la compréhension
des dynamiques spatiotemporelles des PBOAs.

Ce chapitre est structuré en deux parties :

(i)

(ii)

La premicre partie est basée sur les résultats d’une campagne intensive d’échantillonnage
réalisée lors de 1’été 2017 sur le site d’étude de 1’observatoire pérenne de 1’environnement
(OPE-ANDRA). La période d’été a été choisie car elle correspond aux maxima annuels de
concentrations de sucres primaires particulaires dans I’atmospheére, ce qui permet d’assurer
une caractérisation exhaustive de la spéciation chimique de ces espéces et d’étudier les
processus par lesquels elles se retrouvent dans 1’atmospheére. Cette premiére partie tente de
répondre aux deux premiers objectifs du chapitre. Elle sera présentée sous la forme d’un
article scientifique soumis dans la revue « Science Advances » en juin 2019.

La deuxiéme partie de ce travail est basée sur les résultats d’une deuxieme campagne
intensive d’échantillonnage menée sur plusieurs sites spécifiques etréalisée lors de 1’été
2018. Son objectif premier était de tester la reproductibilité des résultats obtenus lors de la
premiére campagne et d’évaluer la robustesse des conclusions tirées. Dans cette deuxiéme
partie nous tentons également de répondre au dernier objectif du Chapitre 5.
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Part 1 (Article 4): High levels of Primary Biogenic Organic Aerosols in the
atmosphere in summer are driven by only a few microorganisms from the leaves of

surrounding plants

Version submitted on June 21, 2019, under review for publication in Science Advances.
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Abstract

Primary biogenic organic aerosols (PBOA) represent a major fraction of coarse organic matter (OM) in air.
Despite their importance in atmospheric processes and human health problems, we know little about PBOA
characteristics (composition, dominant sources, and contribution to airborne-particles). In addition, specific
primary sugar compounds (SCs) are generally used as markers of PBOA associated with Bacteria and Fungi but
our knowledge of microbial communities associated with atmospheric particulate matter (PM) remains
incomplete. An intensive study was conducted on PMy (particles smaller than 10um) collected at an agricultural
site. The objective was to provide a comprehensive understanding of the microbial fingerprints associated with
SCs in PMyg and their main sources in the surrounding environment (soils and vegetation). We combined high-
throughput sequencing of Bacteria and Fungi with detailed physicochemical characterization of PMyo, soils and
plant samples, and monitored meteorology and agricultural activities throughout the sampling period. Results
showed that in summer SCs in PM1o represent a major fraction of OM in air, i.e. 0.8 to 13.5% of OM mass. SCs
concentrations are clearly determined by the abundance of only a few specific airborne Fungi and Bacteria Taxa.
Interestingly, SC-associated taxa in PMi, come mainly from the surrounding vegetation and not from
surrounding soils, which opens up interesting epidemiology perspectives.
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Introduction

Airborne particulate matter (PM) is a complex mixture of microscopic solid particles and liquid droplets that are
suspended in air (Boucher et al., 2013). PM is nowadays a subject of high scientific and political interests mainly
because of its important effects on climate and public health (Boucher et al., 2013; Frohlich-Nowoisky et al.,
2016). Numerous epidemiological studies have significantly related both acute and chronic exposures to ambient
PM with respiratory impairments, heart diseases, asthma, lung cancer, as well as increased risk of mortality
(Kelly and Fussell, 2015; Pope and Dockery, 2006). PM can also affect directly or indirectly the climate by
absorbing and/or diffusing both the incoming and outgoing solar radiation (Boucher et al., 2013; Frohlich-
Nowoisky et al., 2016). These effects are modulated by highly variable physical characteristics (e.g., size,
specific surface, concentrations, etc.) and complex chemical composition of PM (Boucher et al., 2013; Frohlich-
Nowoisky et al., 2016). PM consists of a complex mixture of inorganic, trace elements and carbonaceous matter
(organic carbon and elemental carbon) (Boucher et al., 2013; Fréhlich-Nowoisky et al., 2016). Organic matter
(OM) is a major but poorly characterized constituent of PM (Boucher et al., 2013; Frohlich-Nowoisky et al.,
2016). A quantitative understanding of OM sources is critically important to develop efficient guidelines for
both air quality control and abatement strategies. So far, considerable efforts have been undertaken to investigate
OM associated with anthropogenic and secondary sources, but much less is known about emissions from primary
biogenic sources (Coz et al., 2010; Yan et al., 2019).

Primary biogenic organic aerosols (PBOAS) are a subset of organic PM that are directly emitted by processes
involving the biosphere (Boucher et al., 2013; Elbert et al., 2007). PBOAs refer typically to biologically derived
materials, notably including living organisms (Bacteria, fungal spores, Protozoa, viruses) and non-living
biomass (e.g., microbial fragments) and other types of biological materials like pollen or plant debris (Amato et
al., 2017; Elbert et al., 2007; Frohlich-Nowoisky et al., 2016). PBOAS are gaining increasing attention notably
because of their ability to affect human health by causing infectious, toxic and hypersensitivity diseases
(Fréhlich-Nowoisky et al., 2016; Lecours et al., 2017). To date, the precise role of PBOA components and
interplay regarding mechanisms of diseases are remarkably misunderstood (Coz et al., 2010; Hill et al., 2017).
Specific PBOA components can also participate in many relevant atmospheric processes like cloud condensation
and ice nucleation, thereby directly or indirectly affecting the Earth’s hydrological cycle and radiative balance
(Boucher et al., 2013; Fréhlich-Nowoisky et al., 2016; Hill et al., 2017). These diverse impacts are effective at
a regional scale due to the transport of PBOAs (Dommergue et al., 2019; Yu et al., 2016). Moreover, PBOAs
are a major component of OM found in particles less than 10 um in aerodynamic diameter (PM1o) (Bozzetti et
al., 2016; Coz et al., 2010; Samaké et al., 2019b). For instance, Bozzetti et al. (Bozzetti et al., 2016) have shown
that PBOAs equal the contribution of secondary organic aerosols (SOASs) to OM in PMj, collected at a rural
background site in Switzerland during both the summer and winter periods. However, current estimates of global
terrestrial PBOA emissions are very uncertain and range between 50 and 1000 Tg.y* (Boucher et al., 2013; Coz
et al., 2010; Elbert et al., 2007), underlining the critical gap in the understanding of this significant OM fraction.

The recent application of fluorescent technics such as ultraviolet aerodynamic particle sizer, wideband integrated
bioaerosol sensor (Bozzetti et al., 2016; Gosselin et al., 2016; Huffman and Santarpia, 2017), or scanning
electron microscopy (Coz et al., 2010) have revealed highly relevant information on the abundance and size
partitioning of PBOAs. Atmospheric sources of PBOAs are numerous and include agricultural activities, leaf
abrasion, and soil resuspension. (Coz et al., 2010; Medeiros et al., 2006; Pietrogrande et al., 2014). To date, the
detailed constituents of PBOAS, their predominant sources and atmospheric emission processes as well as their
contributions to total airborne particles remain poorly documented and quantified (Bozzetti et al., 2016; Coz et
al., 2010; Elbert et al., 2007). Such information would be important for investigating the properties and
atmospheric impacts of PBOAs as well as for a future optimization of source-resolved chemical transport
models, which are still generally unable to accurately simulate important OM fractions (Ciarelli et al., 2016).

Primary sugar compounds (SC, defined as sugar alcohols and saccharides) are ubiquitous water-soluble
compounds found in atmospheric PM (Gosselin et al., 2016; Medeiros et al., 2006; Pietrogrande et al., 2014; Jia
etal., 2010). Specific SC species are extensively viewed as powerful markers for tracking sources and estimating
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PBOA contributions to OM mass (Bauer et al., 2008; Gosselin et al., 2016; Jia et al., 2010; Medeiros et al.,
2006). For example, glucose is the most common monosaccharide in vascular plants and it has been
predominantly used as specific indicator of plant material (such as pollen or plant debris) from several areas
around the world (Jia et al., 2010; Medeiros et al., 2006; Pietrogrande et al., 2014; Verma et al., 2018). Trehalose
(aka mycose) is a common metabolite of various microorganisms, serving as an osmoprotectant accumulating
in cells cytosol during harsh conditions (e.g., dehydration and heat) (Bougouffa et al., 2014). It has been
proposed as a generic indicator of soil-borne microbiota (Jia et al., 2010; Medeiros et al., 2006; Pietrogrande et
al., 2014; Verma et al., 2018). Similarly, mannitol and arabitol are two very common sugar alcohols (also called
polyols) serving as storage and transport solutes in Fungi (Gosselin et al., 2016; Medeiros et al., 2006; Verma
et al., 2018). Their atmospheric concentrations levels have frequently been used to investigate sources and
contributions of PBOAs to OM mass in different environments (urban, rural, costal, and polar) around the world
(Barbaro et al., 2015; Gosselin et al., 2016; Jia et al., 2010; Verma et al., 2018; Weber et al., 2018).

Despite the relatively vast literature using the atmospheric concentration levels of SC as suitable markers of
PBOAs associated with Bacteria and Fungi, our understanding of airborne microbial communities (i.e., diversity
and community composition) remains poor. This is due in particular to the absence of high-resolution (i.e., daily)
data sets characterizing how well the variability of these microbial communities may be related to that of primary
sugar species. Such information is of paramount importance to better understand the dominant atmospheric
sources of SC (and then PBOAS) as well as their relevant effective environmental drivers, which are still poorly
documented.

In this study, we present the first daily temporal concurrent characterization of ambient SC species
concentrations and both bacterial and fungal community compositions for PMyo collected at a rural background
site located in an intensive agricultural area. The aim of this study was to use a DNA metabarcoding approach
(Taberlet et al., 2018) to investigate PMsp-associated microbial communities, with the aim to address the
following questions: (i) What are the diversity and composition of microbial communities associated with PM1,?
(ii) Is the temporal dynamics of SC concentrations related to changes of the airborne microbial community
compositions? (iii) What are the predominant sources of SC-associated microbial communities at a rural field
site? Since soil and vegetation are currently believed to be the dominant sources of airborne microorganisms in
most continental areas (Bowers et al., 2011), our study focused on these two potential sources.

Results

Primary sugar compounds (SC), and relative contributions to OM mass

Temporal dynamics of daily PMio carbonaceous components (e.g., primary sugar compounds, cellulose and
OM) are presented in Figure 37. Nine SCs including seven polyols and two saccharide compounds have been
guantified in all ambient PM, collected at the study site. Ambient SC concentration levels peaked on August
8, 2017, in excellent agreement with the daily harvest activities around the study site (Figure 37A). The average
concentrations of total SCs during the campaign are 259.8 + 253.8 ng.m, with a range of 26.6 to 1,679.5 ng.m-
3, contributing on average to 5.7 + 3.2% of total OM mass in PM1o, with a range of 0.8-13.5% (Figure 37B). The
total measured polyols present average concentrations of 26.3 + 54.4 ng m=. Among all the measured polyols,
arabitol (67.4 + 83.1 ng.m) and mannitol (68.1 + 75.3 ng.m™®) are the predominant species, followed in lesser
amounts by sorbitol (10.9 + 7.6 ng.m3), erythritol (7.0 + 8.8 ng.m), inositol (2.3 + 2.0 ng.m) and xylitol (2.3
+ 3.0 ng.m?). Glycerol was also observed in our samples, but with concentrations frequently below the
quantification limit. The average concentrations of saccharide compounds are 51.2 + 45.0 ng.m. Threalose
(55.8 = 51.9 ng.m™) is the most abundant saccharide species, followed by glucose (46.9 + 37.1 ng.m™). The
average concentrations of calcium are 251.1 + 248.4 ng.m™,

A Spearman’s rank correlation analysis based on the daily dynamics was used to examine the relationships
between SC species. As shown in Table 8, sorbitol and inositol are well correlated linearly (R = 0.57, p < 0.001)
(Table 1). Herein, sorbitol (R = 0.59, p < 0.001) and inositol (R = 0.64, p < 0.001) are significantly correlated
to Ca?". It has also to be noted that all other SC species are highly correlated with each other (p < 0.001) and
that they are weakly correlated to the temporal dynamics of sorbitol and inositol (Table 8).
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Figure 37: Ambient concentrations of carbonaceous components in PMio. (A; C to F) Daily variations of SCs and calcium
concentrations along with daily agricultural activities around the study site. (B) Contribution of SCs to organic matter mass. Results
for nine-week daily measurements indicate that SCs are a major molecular component of OM, contributing between 0.8 to 13.5% to
OM mass in summer. Glycerol is not presented because its concentration was generally below the quantification limit.

Table 8 : Relationships between SCs and calcium in PMao from the study site. Spearman’s rank correlation analyses are based on the
daily dynamics of chemicals species (n= 69).

Arabitol Mannitol Glucose Trehalose Erythritol Xylitol Sorbitol Inositol Ca?*
Arabitol  1.00
Mannitol 0.94™  1.00
Glucose 0.90™"  0.90™ 1.00
Trehalose 0.93™"  0.96™ 0.87"" 1.00
Erythritol 0.69™  0.51™ 057" 056" 1.00
Xylitol ~ 0.84™  0.84™ 0.80™"  0.79™ 0.65™" 1.00
Sorbitol  0.22 0.26" 0.35™ 0.15 0.21 0.24" 1.00
Inositol  0.39™ 0.24 0.34™ 0.25" 0.717 0.39™ 057" 1.00
Ca?* 0.12 0.11 0.11 0.09 0.30" 0.27" 0.59™  0.64™ 1.00
Note "p<01l  Tp<001  p<o0.001
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Microbial characterization of samples, richness and diversity

The structures of bacterial and fungal communities were generated for the 62 collected samples, consisting of
36 aerosol, 18 surface soil and 8 leaf samples. After paired-end assembly of sequence reads, sample assignment,
filtering based on sequence length and quality and discarding of rare sequences, we are left with 2,575,857 and
1,647,000 reads respectively for Fungi and Bacteria, corresponding respectively to 4,762 and 5,852 unique
sequences, respectively. After the clustering of high-quality sequences, potential contaminants and chimeras,
the final data sets (all samples pooled) consist respectively of 597 and 944 MOTUs for Fungi and Bacteria, with
1,959,549 and 901,539 reads. The average numbers of reads (average + SE) per sample are 31,607 £ 2,072 and
14,563 + 1,221, respectively. The rarefaction curves of MOTU diversity showed common logarithmic shapes
approaching a plateau in all cases (Figure S44). This indicates an overall sufficient sequencing depth to capture
the diversity of sequences occurring in the different types of samples. To compare the microbial community
diversity and species richness, data normalization was performed out by selecting randomly from each sample
4,287 fungal sequences and 2,865 bacterial sequence reads. The Chaol-values of Fungi are higher for aerosol
samples than for soil and leaf samples (p< 0.05), indicating higher richness in airborne PMio (Figure S45A). In
contrast, PMyo and soil samples showed higher values of Shannon index (p< 0.05), indicating a higher fungal
diversity in these ecosystems. The soil harbors higher bacterial richness and diversity than PM1o (p< 0.05), which
in turns harbors greater richness and diversity compared to leaf samples (p< 0.05) (Figure S45B).

Taxonomic composition of airborne PMio

Fungal communities

Statistical assignment of airborne PM1, fungal MOTUs at different taxonomic levels reveals 3 phyla, 17 classes,
58 orders and 160 families (Figure 38). Interestingly, fungal MOTUs are dominated by two common phyla:
Ascomycota (accounting for an average of 76 + 0.6% (average + SD)) of fungal sequences across all air samples,
followed by Basidiomycota (23.9+ 0.5%). The remaining sequences correspond to Mucoromycota (< 0.01%)
and to unclassified sequences (approximately 0.03%). As evidenced in Figure 38, the predominant (> 1%) fungal
classes are Dothideomycetes (70.0%), followed by Agaricomycetes (16.0%), Tremellomycetes (5.0%),
Sordariomycetes (2.6%), Microbotryomycetes (2.2%), Leotiomycetes (1.8%) and Eurotiomycetes (1.4%). The
predominant orders include Pleosporales (35.5 %) and Capnodiales (34.4 %), which belong to Ascomycota.
Likewise, the dominant orders in Basidiomycota are Polyporales (7.5%), followed by Russulales (4.2%),
Tremellales (2.8%), Hymenochaetales (2.6%) and Sporidiobolales (2.2%). At the genus level, about 327 taxa
are characterized across all air samples, among which Cladosporium (32.9%), Alternaria (15.0%), Epicoccum
(15.0%), Peniophora (2.7%), Sporobolomyces (2.2 %), Phlebia (2.0%) and Pyrenophora (1.9 %) are the most
abundant communities.

Bacterial communities

For bacterial communities, the Bact02 marker allowed identifying 17 phyla, 43 classes, 91 orders and 182
families (Figure 38). Predominant phyla include Proteobacteria (55.3£0.2%), followed by Bacteroidetes
(22.1+0.1%), Actinobacteria (14.2+0.1%), Firmicutes (6+0.2%), with less than 1.8 % of the total bacterial
sequence reads being unclassified. At the class level, the predominant Bacteria are Alphaproteobacteria (29.4%),
Actinobacteria (13.8%), Gammaproteobacteria (12.1%), Betaproteobacteria (11.4%), Cytophagia (8.3%),
Flavobacteriia (6.3%), Sphingobacteriia (5.9%), Bacilli (3.5%) and Clostridia (2.2%). As many as 392 genera
were detected in all aerosol samples, although many sequences (22.8%) could not be taxonomically assigned at
the genus level. The most abundant (> 2%) genera are Sphingomonas (20%), followed by Massilia (8.4%),
Hymenobacter (5.5%), Pseudomonas (5.1%), Pedobacter (3.3%), Flavobacterium (2.8%), Chryseobacterium
(2.8%), Frigoribacterium (2.5%), and Methylobacterium (1.9%).
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Chapitre 5 : Communautés microbiennes associés aux sucres primaires et leur origine biogénique

Figure 38: Taxonomic and phylogenetic trees of fungal and bacterial community structure in PMyo at the study site. Phylogenetic
trees are analyzed with the Environment for Tree Exploration (ETE3) package implemented in Python (Huerta-Cepas et al., 2016). The
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circle from inner to outer layer represents classification from kingdom to order successively. Further details on fungal and bacterial
taxa at genus level are provided in Figure S47. The node size represents the average relative abundance of taxa. Only nodes with
relative abundance > 1 are highlighted in bold.

Relationship between airborne microbial community abundances and PMio SC species

The NMDS (non-metric multidimensional scaling) ordination exploring the temporal dynamics of microbial
community beta diversity among all PMo aerosol samples revealed significant temporal shifts of community
structure for both Fungi and Bacteria (Figure 39).

An NMDS (two dimensions, stress = 0.16) based on fungal class-level compositions (Figure 39A) results in
three distinct clusters of PM1o samples. With one exception (A23), all air samples with higher SC concentration
levels (A5 to A20, see Table S9 and Figure S47) are clustered together and are distinct from those with
background levels of atmospheric SC concentrations. This pattern is further confirmed with the analysis of
similarity, which shows a significant separation of clusters of samples (ANOSIM; R = 0.31, p < 0.01). As
evidenced in Figure 39A, this difference is mainly explained by the NMDS1 axis, which results from the
predominance of only a few class-level Fungi in PM1, samples, including Dothideomycetes, Tremellomycetes,
Microbotryomycetes and Exobasidiomycetes. Vector fitting of chemical time series data to the NMDS
ordination plot indicates that the latter four fungal community assemblage best correlates with individual SC
species. Mannitol (R?= 0.37, p < 0.01), arabitol (R?= 0.36, p < 0.01), trehalose (R?=0.41, p < 0.01), glucose
(R?=0.33, p < 0.01), xylitol (R?=0.45, p < 0.01), erythritol (R?= 0.40, p < 0.01) and inositol (R>=0.24, p =
0.01) are significantly positively correlated to the fungal assemblage ordination solution.

For bacterial phylum-level compositions (Figure 39B), an NMDS ordination (two dimensions, stress = 0.07)
analysis differentiates the PM1o samples into two distinct clusters according to their SC concentrations levels.
All air samples with higher SC concentration levels except two (A23 and A24) are clustered separately from
those with ambient background concentration levels. ANOSIM analysis (R=0.69, p <0.01) further confirms the
significant difference between the two clusters of samples. Proteobacteria constitutes the most dominant
bacterial phylum during the SC peak over the sampling period. Interestingly, changes in individual SC profiles
are significantly correlated with bacterial community temporal shifts (Figure 39B). Mannitol (R?= 0.25, p <
0.01), arabitol (R?=0.24, p < 0.01), trehalose (R?= 0.32, p < 0.01), glucose (R?= 0.32, p < 0.01), xylitol (R?=
0.38, p < 0.01) and erythritol (R?= 0.27, p < 0.01) are mainly positively correlated to the bacterial community
dissimilarity.

Given the distinct clustering patterns of airborne PMi, microbial beta diversity structures according to SC
concentration levels, a Pearson’s rank correlation analysis has been performed to further examine the
relationships between individual SC profiles and airborne microbial community abundance at phylum or class
levels. This analysis reveals that for class-level Fungi the abundances of Dothideomycetes, Tremellomycetes
and Microbotryomycetes are highly positively correlated (p < 0.05) to the temporal evolutions of the individual
SC species concentration levels (Figure S48A). Likewise, ambient SC species concentration levels are
significantly correlated (p < 0.05) to the Proteobacteria phylum (Figure S48B). To gain further insight into the
airborne microbial fingerprints associated with ambient SC species, correlation analyses were also performed at
a finer taxonomic level. These analyses show that the temporal dynamics of SC species primarily correlates best
(p < 0.05) with the Cladosporium, Alternaria, Sporobolomyces and Dioszegia fungal genera (Figure 40A).
Similarly, the time series of SC species are primarily positively correlated (p < 0.05) with Massilia,
Pseudomonas, Frigoribacterium, and to a lesser degree (non-significant) with the Sphingomonas bacterial genus
(Figure 40B).
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Figure 39: Main airborne microbial communities associated with atmospheric concentrations of SC species. NMDS ordination plots
are used to show relationship among time series of aerosol samples. The stress values indicate an adequate 2-dimensional picture of
sample distribution. Ellipses represent 95% confidence intervals for the cluster centroid. NMDS analyses are performed directly on
taxonomically assigned quality-filtered sequences tables at class and phylum level respectively for Fungi (A) and Bacteria (B). Ambient
primary sugar concentration levels in PMio appear to be highly influenced by the airborne microbial community structure and
abundance. Similar results are obtained with taxonomically assigned MOTU tables, highlighting the robustness of our methodology.
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Figure 40: Heatmap of Spearman’s rank correlation between SCs and abundance of airborne communities at the study site. (A)
Fungal and (B) bacterial genus, respectively. Only genera with relative abundance > 1 are shown.

Sources of airborne microbial communities at the study site

As shown in Figure 41, the airborne microbial genera most positively correlated with SC species are also
distributed in the surrounding environmental samples of surface soils and leaves. In addition, microbial taxa of
PMj, associated with SC species are generally more abundant in the leaves than in the topsoil samples (Figure
41). In order to further explore and visualize the similarity of species compositions across local environment
types, we conducted an NMDS ordination analysis (Figure 42). The effect of the local environment types on the
overall community composition is evident (ANOSIM, R = 0.79 and 0.89, p < 0.01 for fungal and bacterial
communities, respectively), wherein the beta diversities of fungal and bacterial MOTUs are more similar within
the same habitat (PM1o, plant or soil) and are grouped across habitats as expected (Figure 42). Interestingly, the
beta diversities of fungal and bacterial MOTUs in leaf samples and those in airborne PMsg are generally not
readily distinguishable, with similarity becoming more prominent during atmospheric peaks of SC concentration
levels (Figure 42). The overall beta diversities in airborne PMyo and in leaf samples are significantly different
from those from topsoil samples (ANOSIM, R = 0.89 and 0.80, p < 0.01 for fungal and bacterial communities,
respectively), without any overlap regardless of whether or not harvesting activities are performed around the
study site. This observation is also confirmed by an unsupervised hierarchical cluster analysis, which reveals a
pattern similar to that observed in the NMDS ordination, where taxa from leaf samples and airborne PMy are
clustered together, regardless of whether ambient concentration levels of SC peaked or not, and they are
clustered separately from those of topsoil samples (Figure S49).
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Figure 41: Abundance of SC species-associated microbial taxa. (A)Fungal and (B) bacterial genera in the airborne PM1o samples
and surrounding environmental samples. Data were rarefied at the same minimum sequencing depth.
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Figure 42: Compositional comparison of sample types in a NMDS scaling ordination. NDMS plots are constructed from a Horn
distance matrix of MOTUs abundances for Fungi (A) and Bacteria (B), respectively. Data sets are rarefied at the same sequencing
depth. The stress values indicate an adequate two-dimensional picture of sample distribution. Ellipses represent 95% confidence
intervals for the cluster centroids. Circular and triangular shapes highlight air PM1o samples respectively with background and peak

SC concentrations.

Discussion

Airborne PM has been investigated extensively in the context of the chemical and physical properties of aerosols,
and several epidemiological studies have demonstrated significant associations between airborne particles and
human morbidity and mortality (Kelly and Fussell, 2015; Pope and Dockery, 2006). To date, much less is
understood about the interactions between air microbiome and PM chemical profiles (Elbert et al., 2007). In this
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study, we used a comprehensive multidisciplinary approach to produce for the first time airborne microbial
fingerprints associated with SC species in PMyo and to identify the dominant sources of SCs in a rural area
extensively cultivated.

SCs as a major source of organic matter in PM1o

SC species have previously been reported to be ubiquitous in PMyo collected in several areas in France (Samaké
et al., 2019b). In this study, the total SC presented an average concentration of 259.8 + 253.8 ng.m=, with a
range of 26.6 to 1,679.5 ng.m™ in all air samples. These concentration values are on average five times higher
than those typically observed in urban areas in France (average values during summer 48.5 + 43.6 ng.m)
(Samake et al., 2019b), but are within the range of those previously reported for SC PMs at various rural sites
located in large crop fields (Yan et al., 2019). Comparable concentrations for SC in PMyo have also been reported
at urban sites in Beijing (Liang et al., 2016).

The total concentrations of SC quantified in the atmospheric PM1o over our study site accounted for 0.8 to 13.5%
of the daily OM mass. This is remarkable considering that a maximum of only 20% of particulate OM mass can
generally be speciated and quantified at the molecular level (Fortenberry et al., 2018). Hence, our results for a
nine week-long period indicate that SC could be major molecular component of OM at agricultural areas during
summer, in line with several previous studies conducted worldwide (Jia et al., 2010; Verma et al., 2018; Yan et
al., 2019).

Composition of airborne fungal and bacterial communities

In this study, 597 (39-132 MOTUs per sample) and 944 (31-129 MOTUs per sample) MOTUs were obtained
for the Fungi and Bacteria libraries, respectively, reflecting the high richness of airborne microbial communities
associated with ambient PMyg in a rural agricultural zone in France. Airborne Fungi were dominated by
Ascomycota followed by Basidiomycota phyla, consistent with the natural feature of many Ascomycota, whose
unicellular or filamentous growth forms are small enough to be easily aerosolized, unlike many Basidiomycota
that are too large to be easily aerosolized (Moore et al., 2011; Womack et al., 2015). Many members of AMC
and BMC are well known to actively eject ascospores and basidiospores as well as aqueous jets and droplets
containing a mixture of carbohydrates and inorganic solutes into the atmosphere (Elbert et al., 2007; Womack
et al., 2015). The prevalence of Ascomycota and Basidiomycota is consistent with previous studies also
indicating that the Dikarya subkingdom (Ascomycota and Basidiomycota) represents about 98% of known
species in the biological Kingdom of Eumycota (i.e., Fungi) in atmosphere (Elbert et al., 2007; James et al.,
2006; Womack et al., 2015).

Airborne Bacteria in this study belonged mainly to the Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria and
Firmicutes phyla, consistent with previous studies (Liu et al., 2019; Maron et al., 2005; Wei et al., 2019b). Gram-
negative Proteobacteria constitute a major taxonomic group among prokaryotes (Itdvaara et al., 2016; Yadav et
al., 2018), which includes bacterial taxa very diverse and important in agriculture, capable of fixing nitrogen in
symbiosis with plants (Itdvaara et al., 2016; Yadav et al., 2018). Proteobacteria can survive under conditions
with very low nutrient content, which explains their atmospheric versatility (Itdvaara et al., 2016; Yadav et al.,
2018). These results are similar to those observed in previous studies conducted in different environments around
the world, where Proteobacteria, Actinobacteria and Firmicutes have also been reported as dominant bacterial
phyla (Liu et al., 2019; Maron et al., 2005; Wei et al., 2019a). In particular, the most frequent gram-negative
(Proteobacteria and Bacteroidetes) and gram-positive (Actinobacteria and Firmicutes) Bacteria, and filamentous
Fungi (Ascomycota and Basidiomycota) have been previously linked to raw straw handling activities in the
northern plains of China (Wei et al., 2019b).

Atmospheric concentration levels of SC species in PM1g are associated with the abundance of few specific
airborne taxa of Fungi and Bacteria

Primary sugar compounds are widely produced in large quantities by many microorganisms to cope with
environmental stress conditions (Medeiros et al., 2006). SC species are known to accumulate at high
concentrations in microorganisms at low water availability to reduce intracellular water activity and prevent
enzyme inhibition due to dehydration (Hrynkiewicz et al., 2010). In addition, temporal dynamics of ambient
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polyols concentrations have been suggested as an indicator to follow the general seasonal trend in airborne
fungal spore counts (Bauer et al., 2008; Gosselin et al., 2016). Although this strategy has allowed introducing
conversion ratios between specific polyols species (i.e., arabitol and mannitol) and airborne fungal spores in
general (Bauer et al., 2008), the structure of the airborne microbial community associated with SC species has
not yet been studied. Our results provide culture-independent evidence that the airborne microbiome structure
and the combined bacterial and fungal communities largely determine the SC species concentration levels in
PMu.

Temporal fluctuations in the abundance of only few specific fungal and bacterial genera reflect the temporal
dynamics of ambient SC concentrations. For Fungi, genera that show a significant positive correlation (p < 0.05)
with SC species includes Cladosporium, Alternaria, Sporobolomyces and Dioszegia. Cladosporium and
Alternaria are fungal genera that contribute on average to 47.9% of total fungal sequence reads in air samples
from the study site. These are asexual fungal genera that produce spores by dry-discharge mechanisms, in which
spores are dislodged and easily entrained by air currents or other external forces, as opposed to liquid jets or
droplets in air (Elbert et al., 2007; Wei et al., 2019b; Womack et al., 2015). Our results are consistent with the
well-known seasonal behavior of airborne fungal spores, with levels of Cladosporium and Alternaria which
have been shown to reach their maximum from early to midsummer in a rural agricultural area of Portugal
(Oliveira et al., 2009). Similarly, bacterial genera positively correlated with SC species are Massilia,
Pseudomonas, Frigoribacterium, and Sphingomonas. Although it is the prevalent bacterial genus at the study
site, Sphingomonas is indeed not significantly positively correlated with SC species. The genus Sphingomonas
is well-known to include numerous metabolically versatile species capable of using carbon compounds usually
present in the atmosphere (Caliz et al., 2018). The atmospheric abundance of species affiliated with Massilia
has already been linked to the stage of plant development (Ofek et al., 2012), which can be attributed to the
capacity of Massilia to promote plant growth, through the production of indole acetic acid (Kuffner et al., 2010),
or siderophores (Hrynkiewicz et al., 2010) and to be antagonist towards Phytophthora infestans (Weinert et al.,
2010).

As far as we know, this is the first study evaluating microbial fingerprints with SC species in atmospheric PM,
hence it is not possible to compare our correlation results with that of previous works. However, it has already
been suggested that types and quantities of SC species produced by Fungi under culture conditions are specific
to microbial species and external conditions such as carbon source, drought and heat, etc. (Hrynkiewicz et al.,
2010).

Local vegetation as major source of airborne microbial taxa of PMyo associated with SC species

There are still many challenging questions on the emission processes leading to Fungi and Bacteria being
introduced into the atmosphere, together with their chemical components. In particular, the potential influence
of soil and vegetation and their respective roles in structuring airborne microbial communities is still debated
(Lymperopoulou et al., 2016; Womack et al., 2015), especially since this knowledge is particularly essential for
the precise modeling of PBOA emissions and dynamics.

Characterization of the temporal dynamics of SC species concentrations could provide important information
on PBOA sources in terms of composition, environmental drivers and impacts. The results obtained over a nine
week-period of daily PM1o SC measurements clearly show that the temporal dynamics of sorbitol (R=0.59, p <
0.001) and inositol (R= 0.64, p < 0.001) are well correlated linearly with that of calcium, a typical inorganic
water-soluble ion from crustal material. This indicates a common atmospheric origin for these chemicals.
Sorbitol and inositol are well-known reduced sugars that serve as carbon source for microorganisms when other
carbon sources are limited (Ng et al., 2018; Xue et al., 2010). In microorganisms, sorbitol and inositol are mainly
produced by the reduction of intracellular glucose by aldose reductase in the cytoplasm (Ng et al., 2018; Welsh,
2000; Xue et al., 2010). Moreover, significant concentrations of both sorbitol and inositol have already been
measured in surface soil samples from five cultivated fields in the San Joaquin Valley, USA (Jia et al., 2010;
Medeiros et al., 2006). Therefore, sorbitol and inositol are most likely associated with microorganisms from soil
resuspension.
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With the exception of sorbitol and inositol, all other SC species measured in air samples at the study site are
highly correlated with each other, indicating a common origin. Daily calcium concentration peaks are not
systematically associated with those of other SC species. Interestingly, the highest atmospheric levels of these
SC species occurred on August 81" 2017, coinciding well with daily harvesting activities around the study site.
This is also consistent with a multi-year monitoring of the dominant SCs in PMyo at this site, where ambient SCs
showed a clear seasonal trend with higher values recorded in early August and in good agreement with harvesting
activities around the study area every year from 2012 to 2017 (Samaké et al., 2019a). This suggests that the
processes responsible for the dynamics of atmospheric concentrations of SCs are replicated annually and most
likely effective over large areas of field crop. Interestingly, glucose—the most common monosaccharide present
in vascular plants and microorganisms— has already been proposed as molecular indicator of biota emitted into
the atmosphere by vascular plants and/or by the resuspension of soil from agricultural land (Jia et al., 2010;
Pietrogrande et al., 2014). Therefore, all other SC species measured at the study site can be considered to be
most likely the result of the mechanical resuspension of crop residues (e.g., leaf debris) and microorganisms
attached to them. Other confirmations of this interpretation stem from the excellent daily co-variations observed
between SC species levels and ambient cellulose, widely considered as a reliable indicator of the plant sources
studied (Bozzetti et al., 2016).

Microbial abundance and community structure in samples from the site surrounding environment can provide
further useful information on sources apportionment and importance. Our data indicate that the airborne
microbial genera most positively correlated to SC species are also distributed in surrounding environmental
samples from both surface soils and leaves, suggesting a greater influence of the local environments for
microbial taxa associated with SC species, as opposed to long-range transport. This observation makes sense
since actively discharged ascospores and basidiospores are generally relatively large airborne particles with short
atmospheric residence time (Elbert et al., 2007; Womack et al., 2015), limiting the possibilities of long-range
dissemination. Accordingly, the majority of previous studies investigating the potential sources of air microbes
found the local surface environments (e.g., leaves, soils, waterbodies, etc.) to have more important effects on
airborne microbiome structure in field crop areas (Bowers et al., 2011; Wei et al., 2019b; Womack et al., 2015).

In the present study, microbial diversity and richness observed in the surface soils are generally higher than
those in leaf surfaces. Microbial taxa most positively correlated with PM1o SC species are generally more
abundant in leaf than in topsoil samples. These results were unexpected and show the possible importance of
leaf surfaces in structuring the airborne taxa associated with SC species. Considering the general grouping of
leaf samples and airborne PMs, regardless of harvesting activities around the study site in addition to the separate
assemblies of rarefied MOTUs in airborne PMyo and topsoil samples, it can be argued that aerial parts of plants
are the major source of microbial taxa associated with SC species. By reviewing previous studies, Alternaria
and Epicocum, which made 30% of total fungal sequence reads in all air samples in this study, have been shown
to be common saprobes or weak pathogens of leaf surfaces (Andersen et al., 2009). Similarly, Cladosporium,
which accounted for 32.9% of total fungal genera in all air samples, have also been shown to be a common
saprotrophic fungi inhabiting in decayed tree or plant debris (Wei et al., 2019b). The high relative abundance of
Sphingomonas and Massilia, accounting for 28.4% of total bacterial genera in all air samples, is also noticeable.
These two phyllosphere inhabiting bacterial genera are well-known for their plant protective potential against
phytopathogens (Aydogan et al., 2018; Rastogi et al., 2013).

Altogether, these observations support our interpretation that leaves are the major direct source of airborne Fungi
and Bacteria during the summer months. Endophytes and epiphytes can be dispersed in the air and transported
vertically as particles by the air currents, much faster and more widely than by other mechanisms, such as direct
dissemination from surface soil, which is generally controlled by soil moisture (Jocteur Monrozier et al., 1993).
The most wind-dispersible soil constituents are indeed the smallest soil particles (i.e. clay-size fraction), which
contain the largest number of microorganisms (Jocteur Monrozier et al., 1993) and can only be released into the
atmosphere under conditions of prolonged drought. This interpretation is also consistent with previous studies
(Bowers et al., 2011; Liu et al., 2019; Lymperopoulou et al., 2016), which also show the extent to which
endophytes and epiphytes can serve as quantitatively important sources of airborne microbes during summertime
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when vegetation density is highest. For example, Lymperopoulou et al. (Lymperopoulou et al., 2016) observed
that Bacteria and Fungi suspended in the air are generally two to more than ten times more abundant in air that
passed over 50m of vegetated surface than that is immediately upwind of the same vegetated surface. However,
the relatively abundance of taxa associated with SCs in surface soils could also be indicative of a feedback loop
in which the soil may serve as sources of microbial endophytes and epiphytes for plants while the local
vegetation in turns may serve as sources and sinks of microbes for local soils during leaf senescence.

Limits and perspectives of our study

This is the first intensive study surveying simultaneously ambient SC species and microbial communities in both
PMjo and surrounding environments. However, our sampling period limited to the hot season does not allow to
fully monitor the temporal dynamics of leaf surface microbes. This might provide important information on the
identity of the plants that host the airborne microbial communities identified as associated with SC species in
PMj1o. Such information could be used for planning efforts to reduce PBOA source strengths and the spreading
of airborne microbial and derivative allergens such as endotoxins, mycotoxins, glucans, etc. Moreover, it also
remains to investigate how-well different climate patterns and sampling site specificities, in terms of land use
and vegetation cover, could affect our main conclusions. Thus, future multiple geographical location studies
should be performed, which would be of particular importance to address the primary biogenic aerosol-related
health issues and to efficiently constraint PBOA in source-resolved chemical transport models for a better
predictive capability of air quality at several spatial scale. Additionally, a complementary way to further validate
our main results would be to directly characterize the SC contents of some species of the dominant microbial
taxa identified in this study after growth under several laboratory chambers reproducing controlled
environmental conditions in terms of temperature, water vapor or carbon sources.

Material and methods

Site description

The Observatoire Pérenne de I’Environnement (OPE) is a rural background observatory located at about 230
km east of Paris at an altitude of 392 m (Figure 43). This French Critical Zone Observatory (CZO) is part of a
long term multi-disciplinary project monitoring the state of environmental variables including among other
fluxes, abiotic and biotic variables, and their functions and dynamics (http://ope.andra.fr/index.php?lang=en,
last access: 5 April 2019). It is largely impacted by agricultural activities. It is also characterized by a low
population density (less than 22 inhab.km2 within an area of 900 km?), with no industrial activities nor
surrounding major transport road. The air monitoring site itself lies in a “reference sector” of 240 km?, in the
middle of a field crop area (tens of kilometers in all directions). This reference sector is composed of vast
farmland interspersed with wooded areas. The area is also characterized by a homogeneous type of soil, with a
predominance of superficial clay-limestone. The daily agricultural practices and meteorological data (including
wind speed and direction, temperature, rainfall level and relative humidity) within the reference sector are
recorded and made available by ANDRA (Agence nationale pour la gestion des déchets radioactifs). The
agricultural fields of the area are generally submitted to a 3-year crop-rotation system. The major crops during
the campaign period were pea and oilseed rape.
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Figure 43 : Overview of the sampling area at the OPE site (France). (A) Location of sampling units and (B) wind conditions (speed
and direction) during the field sampling campaign period.

Samples collection

An intensive field campaign was conducted at the study site for the sake of the present study. The aerosol
sampling campaign period lasted from June 12" to August 21%, 2017, covering the summer period in France.
During this period, ambient PM;, were collected daily (starting at 9 am UTC to 9 am UTC the next day) onto
prebaked quartz fiber filters (Tissuquartz PALL QAT-UP 2500, @ = 150 mm) using high volume samplers
(Aerosol Sampler DHA-80, Digitel; 24 h at 30 m3.h™1). All details on the preparation, storage, and handling of
these filter samples can be found in Samaké et al. (Samakeé et al., 2019b). A total of 69 samples and six field
blanks were collected.

Surface soil samples (0-5 cm depth, 15x15 cm area) were simultaneously collected from two fields, within pea
and oilseed rape-growing areas, respectively. The fields are located in the immediate vicinity of the PMyo
sampler and under the prevailing wind directions (Figure 43). To represent as closely as possible the local soil
microbial communities, we randomly collected five subsamples (about 100g per sampling unit) within each
parcel and pooled them. Topsoil sampling took place on a weekly basis along the campaign period. After
collection and homogenization, 15g of each subsample were stored in airtight containers (sterile bottles, Schott,
GL45, 100ml) containing the same weight of sterile silica gel (around 15g). Such soil desiccation method is a
straightforward approach to prevent any microbial growth and change in community over time at room
temperature (Taberlet et al., 2018). A total of eight topsoil samples were collected for each parcel.

Finally, leaf samples were collected from the major types of vegetables within the reference sector. These
include leaf of oilseed rape, pea, oak, maples, beech, and herbs (Figure 43). A total of eight leaf samples were
analyzed. These samples were also stored in airtight containers (sterile bottles, Schott, GL45, 100ml) containing
15¢ of silica gel. It should be noted that leaf samples were collected only once, four weeks after the end of PM
and soil sampling, while the major crops at OPE were still on site.

Chemical analyses

Daily PMy, samples were analyzed for various chemical species using subsampled fractions of the collection
filters and a large array of analytical methods. Detailed information on all the chemical analysis procedures have
been reported previously (Golly et al., 2018; Samaké et al., 2019b; Waked et al., 2014). Briefly, SCs (i.e. polyols
and saccharides) and water-soluble ions (including Ca?*) have been systematically analyzed in all samples, using
respectively high-performance liquid chromatography with pulsed amperometric detection (HPLC-PAD) and
ionic chromatography (IC, Thermo Fisher ICS 3000). Free-cellulose concentrations were determined using an
optimized enzymatic hydrolysis (Samake et al., 2019a) and the subsequent analysis method of the resultant
glucose units with an HPLC-PAD (Golly et al., 2018; Samaké et al., 2019b; Waked et al., 2014). Organic and
elemental carbon (OC, EC) have been analyzed using a Sunset thermo-optic instrument and the EUSAAR2
protocol (Cavalli et al., 2010). This analytical method requires high temperature, thereby constraining the choice
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of quartz as sampling filter material. OM content in PM1o samples were then estimated using a OM-to-OC
conversion factor of 1.8: OM = 1.8 x OC (Samaké et al., 2019b, 2019a).

Biological analyses: DNA extraction in PM1o samples

Aerosol samples typically contain very low DNA concentrations, and the DNA-binding properties of quartz
fibers of aerosol collection filters make challenging its extraction with traditional protocols (Dommergue et al.,
2019; Jiang et al., 2015; Luhung et al., 2015). In the present study, we were also constrained by the limited
available daily collection filter surface for simultaneous chemical and microbiological analyses of the same
filters. To circumvent issues of low efficiency during genomic DNA extraction, several technical improvements
have been made to optimize the extraction of high-quality DNA from PM;, samples (Dommergue et al., 2019;
Jiang et al., 2015; Luhung et al., 2015). These include thermal water bath sonication helping lysis of thick cell
walls (e.g., fungal spores and gram-positive Bacteria), which might not be effectively lysed by means of sole
bead beating (Luhung et al., 2015). Some consecutive (2 days at maximum) quartz filter samples with low OM
concentrations were also pooled when necessary. Detailed information regarding the resultant composite
samples (labeled as Al to A36) are presented in Table S9. Figure S47 presents the average concentration levels
of SC species in each sample. The results clearly show that air samples can be categorized from low
(background, from Al to A4 and A21 to A36) to high (peak, from A5 to A20) PMj SC concentration levels.

In terms of DNA extraction, ¥4 (about 38.5 cm™) of each filter sample were used. First, filter aliquots were
aseptically inserted into individual 50 mL Falcon tubes filled with sterilized saturated phosphate buffer
(NazHPO4, NaH,PO4, 0.12 M; pH = 8). PM1o were desorbed from the filter samples by gentle shaking for 10 min
at 250 rpm. This pretreatment allows the separation of the collected particles from quartz filters thanks to the
high competing interaction between saturated phosphate buffer and charged biological materials (Jiang et al.,
2015; Taberlet et al., 2018). After gentle vortex mixing, the subsequent resuspension was filtered with a
polyethersulphone membrane disc filter (PES, Supor® 47mm 200, 0.2 um, PALL). We repeated this desorbing
step three times to enhance the recovery of biological material from quartz filters. Each collection PES
membrane was then shred into small pieces and used for DNA extractions using the Dneasy PowerWater Kit
(Qiagen, Germantown, MD). The standard protocol of the supplier was followed, with only minor modifications:
30 min of thermal water bath sonication at 65°C (EMAG, Emmi-60 HC, Germany; 50% of efficiency), and 5
min of bead beating before and after sonication were added. Finally, DNA was eluted in 50 pl of EB buffer.
Such an optimized protocol has been recently shown to produce a 10-fold increase in DNA extraction efficiency
(Dommergue et al., 2019; Luhung et al., 2015), thereby allowing high-throughput sequencing of air samples.
Note that all the steps mentioned above were performed under laminar flow hoods, and that materials (filter
funnels, forceps, and scissors) were sterilized prior to use.

Biological analyses: DNA extraction from soil and leaf samples

The soil samples pretreatment and extracellular DNA extraction were achieved following an optimized protocol
proposed elsewhere (Taberlet et al., 2018). Briefly, this protocol involves mixing thoroughly and extracting 15g
of soil in 15 ml of sterile saturated phosphate buffer for 15 min. About 2 mL of the resulting extracts were
centrifuged for 10 min at 10,000g, and 500 L of the resulting supernatant were used for DNA extraction using
the NucleoSpin Soil Kit (Macherey-Nagel, Diiren, Germany) following the manufacturer’s original protocol
after skipping the cells lysis step. Finally, DNA was eluted with 100 uL of SE buffer.

To extract DNA from either endophytic or epiphytic microorganisms, aliquots of leaf samples (about 25—30mg)
were extracted with the Dneasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Germany) according to the supplier’s instructions,
with the following minor modifications: after the resuspension of powdered samples in 400 pL of AP1 buffer,
the samples were incubated for 45 min at 65°C with Rnase A. Finally, DNA was eluted with 100 uL of AE
buffer.

Biological analyses: PCR amplification and sequencing

Bacterial and fungal community compositions were surveyed using respectively the Bact02 (Forward 5°—
KGCCAGCMGCCGCGGTAA—3’ and Reverse 3’—GGACTACCMGGGTATCTAA—S5’) and Fung02
(Forward 5>—GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG—3’ and Reverse 33—
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CAAGAGATCCGTTGYTGAAAGTK—S5’) published primer pairs [see (Taberlet et al., 2018) for details on
these primers]. The primer pair Bact02 targets the V4 region of the bacterial 16S rDNA region while the Fung02
primer pair targets the nuclear ribosomal internal transcribed spacer region 1 (ITS1). Four independent PCR
replicates were carried out for each DNA extract. Eight-nucleotide tags were added to both primer ends to
uniquely identify each sample, ensuring that each PCR replicate is labeled by a unique combination of forward
and reverse tags. The tag sequence were created with the oligotag command within the open-source OBITools
software suite (Boyer et al., 2016), so that all pairwise tag combinations were differentiated by at least five
different base pairs (Taberlet et al., 2018).

DNA amplification was performed in a 20-uL total volume containing 10 pL of AmpliTagq Gold 360 Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 0.16 uL of 20 mg.mlI* bovine serum albumin (BSA; Roche
Diagnostics, Basel, Switzerland), 0.2 uM of each primer, and 2 pL of diluted DNA extract. DNA extracts from
soil and filters were diluted eight times while DNA extracts from leaves were diluted four times. Amplifications
were performed using the following thermocycling program: an initial activation of DNA polymerase for 10
min at 95°C; x cycles of 30 s denaturation at 95°C, 30 s annealing at 53°C and 56°C for Bacteria and Fungi,
respectively, 90 s elongation at 72°C; and a final extension at 72°C for 7 min. The number of cycles x was
determined by gPCR and set at 40 for all markers and DNA extract types, except for the Bact02 amplification
of soil and leaf samples (30 cycles), and the Fung02 amplification of filter samples (42 cycles). After
amplification, about 10% of amplification products were randomly selected and verified using a QlAxel
Advance device (QIAGEN, Hilden, Germany) equipped with a high-resolution cartridge for separation.

After amplification, PCR products from the same marker were pooled in equal volumes and cleaned with the
MinElute PCR purification kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the manufacturer’s instructions. The two
pools were sent to Fasteris SA (Geneva, Switzerland; https://www.fasteris.com/dna/; last access April 5, 2019)
for library preparation and MiSeq Illumina 2x250 bp paired-end sequencing. The two sequencing libraries (one
per marker) were prepared according to the PCR-free MetaFast protocol (www.fasteris.com/metafast, last access
April 5, 2019), which aims at limiting the formation of chimeras.

To monitor any potential false positives inherent to tag jumps and contaminations (Schnell et al., 2015),
sequencing experiment included both extraction and PCR negatives, as well as unused tag combinations.

Bioinformatic analyses of raw reads

The Illumina raw sequence reads were processed separately for each library using the OBITools software suite
(Boyer et al., 2016), specifically dedicated to metabarcoding data processing. First, the raw paired-ends were
assembled using the illuminapairedend program, and the sequences with a low alignment score (fastq average
quality score < 40) were discarded. The aligned sequences were then assigned to the corresponding PCR
replicates with the program ngsfilter, by allowing zero and two mismatches on tags and primers, respectively.
Strictly identical sequences were dereplicated using the program obuniq, and a basic filtration step was
performed with the obigrep program to select sequences within the expected range length (i.e., longer than 65
or 39 bp for Fungi and Bacteria, respectively, excluding tags and primers), without ambiguous nucleotides, and
observed at least 10 times in at least one PCR replicate.

The remaining unique sequences were grouped and assigned to Molecular Taxonomic Units (MOTUs) with a
97% sequence identity using the Sumatra and Sumaclust programs (Mercier et al., 2013). The Sumatra algorithm
computes pairwise similarities among sequences based on the length of the Longest Common Subsequence and
the Sumaclust program uses these similarities to cluster the sequences (Mercier et al., 2013). Abundance of
sequences belonging to the same cluster were summed up and the cluster center was defined as the MOTU
representative of the cluster (Mercier et al., 2013).

The taxonomic classification of each MOTU was performed using the ecotag program (Boyer et al., 2016),
which uses full-length metabarcodes as references. The ecoPCR program (Ficetola et al., 2010) was used to
build the metabarcode reference database for each marker. Briefly, ecoPCR performs an in silico amplification
within the EMBL public database (release 133) using the Fung02 and Bact02 primer pairs and allowing a
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maximum of three mismatches per primer. The resultant reference database was further refined by keeping only
sequence records assigned at the species, genus and family levels.

After taxonomic assignment datasets were acquired, further processing with the open source R software (R
studio interface, version 3.4.1) was performed to filter out chimeras, potential contaminants, chimeras and failed
PCR replicates. More specifically, MOTUs that were highly dissimilar to any reference sequence (sequence
identity < 0.95) were considered as chimeras and discarded. Secondly, MOTUs whose abundance was higher in
extraction or PCR negatives were also excluded. Finally, PCR replicates inconstantly distant from the barycenter
of the four PCR replicates corresponding to the same sample were considered as dysfunctional and discarded.
The remaining PCR replicates were summed up per sample.

Data analysis

Unless specified otherwise, all exploratory statistical analyses were achieved with R. Rarefaction and
extrapolation curves were obtained with the iNext 2.0-12 package (Hsieh et al., 2016), to investigate the gain in
species richness as we increased the sequencing depth for each sample. Alpha diversity estimators including
Shannon and Chaol were calculated with the phyloseq 1.22-3 package (McMurdie and Holmes, 2013), on data
rarefied to the same sequencing depth per sample type (see Table S10 for details on the rarefaction depths). Non-
metric multidimensional scaling (NMDS) ordination analysis was performed to decipher the temporal patterns
in airborne microbial community structures (phylum or class taxonomic group) in air samples. These analyses
were achieved with the metaMDS function within the vegan package (Oksanen et al., 2019) with the number
random starts set to 500. The NMDS ordinations were obtained using pairwise dissimilarity matrices based on
Bray Curtis index. The envfit function implemented in vegan was used to assess the airborne microbial
communities that could explain the temporal dynamics of ambient SC species concentrations. Pairwise analysis
of similarity (ANOSIM) was performed to assess similarity between groups of PM1o aerosols sample. This was
achieved using the anosim function of vegan (Oksanen et al., 2019), with the number of permutations sets to
999. Spearman’s rank correlation analysis was used to investigate further the relationship between airborne
microbial communities and SC species.

To gain further insight into the dominant source of SC-associated microbial communities, NMDS analysis based
on Horn distance was performed to compare the microbial community composition similarities between PMsg
aerosols, soils, and leaf samples.
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Figure S44: Rarefaction curves of MOTUs abundance grouped by types of samples. (A) Fungal and (B) Bacterial MOTUSs. Solid curves represent the observations while the dashed ones show

the interpollation.
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Chapitre 5 : Communautés microbiennes associés aux sucres primaires et leur origine biogénigue
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Figure S47: Atmospheric concentrations of carbonaceous components in PMzo. Temporal variations of primary sugar
compounds in composite PM1o and calcium concentrations along with daily agricultural activities performed around the

study site.
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Table S9: Identification of PMaio composite sample. Some daily filter samples were pooled together to from the composite
samples used in MiSeq sequencing analysis.

Table S10: Minimum number of MOTUs reads per sample types. Unless specified otherwise, samples are randomly

Sampling date

Sample identifier

12/06/2017 14/06/2017
15/06/2017
16/06/2017 17/06/2017
18/06/2017 19/06/2017
22/06/2017 23/06/2017
24/06/2017 25/06/2017
26/06/2017
27/06/2017 28/06/2017
29/06/2017 30/06/2017
01/07/2017
02/07/2017 03/07/2017
04/07/2017 06/07/2017
07/07/2017
08/07/2017
09/07/2017
10/07/2017
11/07/2017 12/07/2017
14/07/2017 15/07/2017
17/07/2017 18/07/2017
22/07/2017 23/07/2017
24/07/2017
25/07/2017 26/07/2017
27/07/2017
28/07/2017 29/07/2017
30/07/2017 31/07/2017
01/08/2017
02/08/2017 03/08/2017
06/08/2017 07/08/2017
08/08/2017
09/08/2017 10/08/2017
13/08/2017 15/08/2017
16/08/2017
17/08/2017
18/08/2017
19/08/2017
20/08/2017 21/08/2017

Al
A2
A3
A4
A5
A6
AT
A8
A9
Al0
All
Al2
Al3
Al4
Al5
Al6
Al7
Al8
Al9
A20
A21
A22
A23
A24
A25
A26
A27
A28
A29
A30
A3l
A32
A33
A34
A35
A36

normalized to the smallest number of reads for within and between sample comparisons.

Aerosols (PMo) Leaves Surface soils
Fungi 7223 6 628 4 287
Bacteria 2 865 16 502 5043
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Chapitre 5 : Communautés microbiennes associés aux sucres primaires et leur origine biogénique
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Figure S48 : Heatmap of Spearman’s rank correlation between SCs and abundance of airborne communities at the study
site. (A) Fungal class-level (B) bacterial phylum-level, respectively. Only genera with relative abundance > 1 are shown.
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Chapitre 5 : Communautés microbiennes associés aux sucres primaires et leur origine biogénigue
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Figure S49 : Unsupervised hierarchical clustering of all samples (Aerosols, Leaves and Soils) based on Horn distance
matrix. Dissimilarity matrixes have been calculated on the rarefied MOTUs tables.
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Partie 2 : Répétabilité, tendances spatiales et origine biogénique des communautés
microbiennes qui controlent les émissions sucres primaires particulaires vers

I’atmosphere
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1 Contexte

Nous avons montré dans la premiére partie de ce chapitre que le niveau de concentration
atmosphérique des sucres primaires est déterminé par seulement quelques taxons spécifiques présents
dans les PMyg prélevées sur le site rural de ’OPE-ANDRA. Nous avons montré aussi que, de maniére
surprenante, ces taxons proviennent principalement de la végétation environnante. Cependant, on sait
que I’abondance et la structure des communautés microbiennes présentes dans les aérosols peuvent
varier dans le temps et dans 1’espace (Bowers et al., 2009; DeLeon-Rodriguez et al., 2013; Gonzalez et
al., 2012). Ainsi, dans cette deuxiéme partie du chapitre 5, nous avons focalisé nos efforts sur I’étude de
la répétabilité du lien entre les taxons spécifiques identifiés et 1’évolution temporelle de la concentration
des sucres primaires. Un deuxieéme objectif abordé dans cette partie était de déterminer si, d’un point de
régional, les concentrations atmosphériques de sucres primaires dans les PMig sont associées a des
microorganismes communs (large distribution) ou rares (distribution locale).

La Figure 50 présente la localisation géographique des 3 sites d’échantillonnage étudiés dans ce
chapitre de these. Ces sites sont répartis dans différentes régions géographiques et climatiques de France,
avec des végétations et des climats différents, offrant donc I’opportunité d’évaluer I’hypothése de
distribution commune ou rare des microorganismes associées aux sucres primaires dans les PMig
collectées dans des zones climatiques variées. Le descriptif détaillé des campagnes d’échantillonnage,
(périodes exactes, fréquence des prélevements d’échantillons d’aérosols et type d’écosystéme pour
chaque site est présenté dans le Chapitre 2).
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Figure 50 : Localisation géographiques des sites sélectionnés pour cette étude.

Comme pour les précédentes campagnes, des prélevements journaliers de PMo (24 h) ont été
réalisés avec des filtres en fibre de quartz pour chacun des sites exploités dans cette étude. Une
caractérisation chimique détaillée a été réalisée sur I’ensemble de ces filtres en utilisant les mémes

méthodologies analytiques détaillées dans les chapitres précédents. Comme pour la campagne de 1’été
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2017, les amplicons d’ADN ont été séquencés en pleine longueur sur la plateforme MiSeq (Fasteris SA)
en suivant le protocole de lecture sens et anti sens 2x250 bp (\Voir section 2.2.7 du chapitre 2 et la section
matérielle et méthode du chapitre 5). L’utilisation des mémes outils et protocoles analytiques permet
d’assurer la comparaison des jeux de données générés au cours des deux campagnes d’échantillonnage
réalisées dans ce travail de these.

2 Analyses des données :

Les traitements bioinformatiques et statistiques appliqués aux les données ainsi générées sont
similaires a ceux déja présentés dans la premiére partie du chapitre 5. Un condensé des méthodes
statistiques employées est présenté ci-dessous :

o Afin de caractériser la diversité microbienne sur I’ensemble des sites d’études, des estimateurs
d’alpha-diversité communément utilisés dans la littérature ont été calculés. Il s’agit plus
spécifiquement de I’indice de richesse (Chaol) et les indices de diversité (Shannon et Simpson).
L’indice de Chaol fournit une estimation du nombre d’espéces présentes dans un échantillon,
sans prendre en compte leur abondance relative. En ce qui concerne les indices de Shannon et
de Simpson, la richesse des especes est combinée a I’abondance relative pour donner une seule
mesure de la diversité.

o Un positionnement multidimensionnel non métrique (NMDS pour Nonmetric multidimensional
scaling en anglais) a été utilisé pour visualiser les différences entre les sites d’étude en termes
de composition taxonomique. La NMDS permet, a partir d’une matrice symétrique contenant
des rangs de distance entre échantillons (dissimilitudes) d’obtenir une représentation la plus
fidele possible de ces échantillons dans un espace a n dimensions, la proximité entre les
échantillons refléte leurs similarités. Des tests de permutation (a 1’aide de la fonction envfit de
la librairie Vegan) ont été utilisés pour étudier les corrélations linéaires entre les concentrations
des sucres primaires et les axes NMDS.

o La similarité de la structure des communautés microbiennes entre les sites d’étude et entre les
campagnes a été testée par une analyse de la similarit¢ (ANOSIM, analysis of similarities)
(Clarke and Warwick, 2001; Oksanen et al., 2019). Cette analyse statistique non paramétrique,
analogue a une analyse de variance, permet de comparer la similitude entre les échantillons
récoltés pour chacun des groupes d’exploitations.

o Les analyses NMDS ont été complétées par une classification ascendante hiérarchique des
échantillons sur la base d’une matrice de distance de Horn, qui permet de regrouper de maniére
non supervisee les échantillons en fonction de la similarité en termes de structure et abondance
des communautés microbiennes.

o Des corrélations de Spearman ont finalement été calculées pour évaluer la force de I’association
linéaire entre I’abondance relative des taxons identifiés et 1’évolution de la concentration des
sucres primaires.

Les données obtenues suite a la campagne d’échantillonnage de 1’été 2018 sont encore en cours

d’exploitation et devraient rapidement faire I’objet d’une publication scientifique. Ainsi, cette section
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fournit « seulement » une bonne vision des grandes tendances de la dynamique des sucres primaires en
lien avec les caractéristiques microbiologiques dans les PMo.

3 Comparaison des résultats des campagnes d’été 2017 et 2018 sur le site de ’OPE-
ANDRA

3.1 Concentrations des sucres primaires détectés

Durant les étés 2017 et 2018, deux campagnes ont été menées sur le site rural de I’OPE-ANDRA
pour le suivi du lien entre 1’évolution temporelle de la concentration des sucres primaires et les
caractéristiques microbiologiques des PM1o collectées. Le Tableau 5 illustre les concentrations en sucres
primaires détectés et quantifiés lors deux campagnes d’échantillonnage. On remarque que la campagne
de I’ét¢ 2018 présente globalement des concentrations assez faibles par rapport a 2017. Cela pourrait
étre lié a la fréquence d’échantillonnage plus faible pour cette année 2018. Pour rappel, les PMao ont été
collectées a raison de 1 jour sur 6 lors de la campagne 2018 (qui correspond a la fréquence
d’échantillonnage habituellement utilisée pour ce site) alors qu'un programme spécifique intense de
collecte quotidienne avait été mis en place en 2017. Ainsi, les épisodes les plus intenses n’ont pas
nécessairement été collectés.

L’arabitol, le mannitol, le glucose et le trehalose constituent les espéces chimiques majoritaires
(concentration moyenne > 50 ng m=) parmi les sucres primaires détectés, indépendamment de 1’année
de la campagne. Les autres sucres primaires détectés dans les PM1o a I’OPE-ANDRA sont minoritaires
(concentration moyenne < 10 ng m?) a I’exception de I’erythritol, qui montre une concentration
moyenne de 105.8 ng m= lors de 1’ét¢ 2018 (Tableau 5). Une distribution similaire entre espéces
chimiques mais d’intensité variable a également été observée pour d’autres sites d’étude en milieu urbain
(Tableau 6).

Tableau 5 : Comparaison des données de concentrations en sucres primaires particulaires dans les PMio prélevées lors des
campagnes d’été de 2017 et 2018. Les concentrations sont exprimées en ng m™3. LQ désigne la limite de quantification de I’
HPLC/PAD.

Compounds Min—Max Mean Standard deviation
2017 (69)
Arabitol 5.7—569.7 67.4 83.1
Mannitol 8.3—515.0 68.0 75.3
Trehalose 1.3—302.1 52.7 52.0
Glucose 9.6—215.4 52.7 52.0
Sorbitol 2.2—38.1 46.8 37.1
Inositol 0.1—11.9 2.2 2.0
Erythritol 0.7—54.7 7.0 8.8
Xylitol 0.1—-14.4 2.3 2.9
2018 (16)
Arabitol 3.6—108.6 35.1 26.0
Mannitol 2.7—88.0 35.6 25.6
Trehalose 1.2—534 15.8 15.3
Glucose 7.1—144.3 39.5 37.8
Sorbitol <LQ <LQ <LQ
Inositol <LQ <LQ <LQ
Erythritol 0.0—366.8 105.8 118.8
Xylitol <LQ <LQ <LQ
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Tableau 6 : Comparaison des données de concentrations en sucres primaires particulaires dans les PMio prélevées sur les
sites de Grenoble Les Frénes et Marseille 5 avenue lors de la campagne d’été de 2018. Les concentrations sont exprimées en
ng m=3. LQ désigne la limite de quantification de I’ HPLC/PAD.

Compounds Min—Max Mean Standard deviation
Grenoble Les Frénes (24)
Arabitol 0.2—160.1 394 32.9
Mannitol 5.4—90.4 37.8 18.9
Trehalose 0.1—-56.4 12.3 14.7
Glucose 94425 19.7 20.8
Sorbitol 2.18—42.5 19.85 7.2
Inositol 0.1—9.1 1.9 1.8
Erythritol 0.7—203.3 72.8 38.4
Xylitol <LQ <LQ <LQ
Marseille (20)
Arabitol 18.7—338.0 150.3 83.5
Mannitol 52.3—254.9 162.1 68.1
Trehalose 0.1—173.8 15.82 15.26
Glucose 50.8—677.3 155.7 132.0
Sorbitol 37.5—107.3 71.2 22.3
Inositol 0.1—21.3 13.7 4.7
Erythritol 0.7—240.8 36.8 57.1
Xylitol <LQ <LQ <LQ

3.2 Comparaison de la richesse et la diversité en MOTUs (Molecular Operational
Taxonomic Unit) des communautés microbiennes entre les deux campagnes

Afin d’évaluer si les communautés microbiennes atmosphériques ont été échantillonnées de
maniére appropriee, des courbes de raréfaction ont été tracées pour chaque échantillon. La courbe de
raréfaction représente le nombre cumulé d'espéces microbiennes nouvelles trouvées en fonction de la
profondeur du séquencage (nombre de lectures ou encore appelées reads) pour chaque échantillon. Si
I’effort d’échantillonnage (i.e., la taille ou le nombre d’échantillon) est suffisant pour capturer la
diversité de I’ensemble des espéces microbiennes présentes dans un échantillon, la courbe de raréfaction
atteint alors une asymptote. Comme illustré dans la Figure 51, les courbes de raréfaction atteignent
généralement un plateau, ce qui traduit un effort d’échantillonnage satisfaisant et, par ricochet, une
richesse spécifique représentative du site d’étude.

Toutefois, la Figure 51 montre également que la profondeur de séquencage est variable entre les
échantillons. Ainsi, afin de pouvoir intercomparer les résultats, une méthode souvent employée pour
normaliser la profondeur de séquencage entre les échantillons sur toute la table de comptage consiste a
raréfier les données pour une taille minimale d’échantillon choisie (ici 8072 et 2468 pour les librairies
de genes fongiques et bactériens, respectivement). Elle consiste a réaliser un échantillonnage aléatoire
sans remise de reads pour une taille d’échantillonnage donnée pour chaque élément de la table de
comptage. Ici, la raréfaction a été effectuée a ’aide de la fonction rrarefy de la librairie R vegan

(Oksanen et al., 2019). Les jeux de données ainsi normalisés ont été utilisés pour la suite de 1’étude.
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Figure 51 : Courbes de raréfaction montrant /’accumulation des espéces en fonction de la profondeur de séquengage (trait

plein) et courbes d’extrapolation montrant ['accumulation d’espéces (trait pointillé). (4) et (B) correspondent aux
communautés fongiques et bactériennes, respectivement.

Des estimateurs de richesse (Chaol) et diversité (Shannon et Simpson) ont été calculés afin
mesurer le niveau d’organisation des communautés microbiennes présentes dans les échantillons de PM
collectées lors des deux campagnes d’échantillonnage. L’estimation des indices de richesse et de
diversité obtenue pour chaque campagne d’échantillonnage est présentée dans le Figure 52. L’indice de
Chaol indigue une richesse globalement plus élevée en 2017. A contrario, les indices de diversité de
Shannon et de Simpson sont globalement plus élevés en 2018, indiquant une plus forte diversité
microbienne dans les PM1g prélevées lors de 1’été 2018.
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Figure 52 : Estimation de [’alpha-diversité globale au sein des échantillons collectés lors des deux campagnes
d’échantillonnage de PM de 2017 et 2018 a [’OPE-ANDRA. (A) et (B) correspondent respectivement aux communautés
fongiques et bactériennes. Les points a ['interieur des boites a moustaches correspondent aux valeurs moyennes.

3.3 Biodiversité microbienne dans les PMuo collectées pendant I’été 2018
3.3.1 Biodiversité fongique

Lors de la campagne de prélevements d’aérosols a ’OPE-ANDRA pendant 1’été¢ 2018, nous
avons observé 3 phyla fongiques. Parmi eux, les Ascomycota et Basidiomycota sont apparus comme
prédominants dans les tous les échantillons collectés. Comme illustré dans la Figure 53, les Ascomycota
répresentent en moyenne 75.2 + 1.2 % des sequences ITS1 et les Basidiomycota 24.7 + 1.6 %. Les
séquences restantes ont été assignées aux Mucoromycota (< 0,001%) et a des séquences non classées (<
0,001%). Au total vingt-quatre classes ont été identifiées, parmi lesquels 6 sont apparus comme
majoritaires représentant entre 2.1 + 0.3 et 55.2 + 1.2 % des sequences fongiques. Environ 527 genres
ont été identifiés dans tous les échantillons, parmi lesquels 9 ont été retrouvés en proportions importantes
(> 2 %). Ces résultats sont en accord avec les observations dans la Figure 52, confirmant ainsi la plus
forte diversité fongique dans les PMyo prélevées lors de 1’été 2018. Pour rappel, 327 genres distincts
avaient detectés lors de 1’été 2017. Pendant la campagne d’été 2018, les genres Cladosporium (20.0 =
0.7 %), Epicoccum (14.5 £ 0.6 %), Alternaria (9.0 £ 0.4 %), Aspergilllus (4.0 £ 0.7 %), Itersonilia (3.6
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+ 0.6 %), Ascochyta (3.6 + 0.3 %), Pyrenophora (2.7 = 0.4 %), Microdochium (2.4 £ 0.2 %) et
Malassezia (2.1 + 0.3 %) sont apparus comme prédominants dans tous les échantillons. Enfin 10.0 + 0.2
% des sequences fongiques n’ont pas pu étre assignées taxonomiquement au niveau du genre. Une
distribution similaire entre les taxons mais d’abondance variable a également été observée lors de 1’été
2017.

Les genres dominants tels que Cladosporium, Epicoccum, Alternaria, Aspergilllus retrouvés
dans les PMyo sont connus pour leur prédomominance dans le phyllosphére. En effet, ils sont connus
pour leur capacité a agir comme des saprophytes ou des pathogénes opportunistes pour les plantes
(Andersen et al., 2009; Whipps et al., 2008).

3.3.2 Biodiversité bactérienne

Comme précédemment, la méme analyse a été realisé pour la librairie bactérienne. Vingt-trois
phyla bactériens ont été observés dans tous les échantillons collectés. Parmi eux, 5 sont apparus comme
majoritaires (> 1%). Comme illustré dans la Figure 53, les Proteobacteria (38.7 + 0.6 %), les Firmicutes
(18.3 £ 0.1 %), les Actinobacteria (17.1 + 0.3 %), les Bacteriodetes (15.1 = 0.4 %) et les Cyanobacteria
(3.9 £ 0.2 %) ont été rétrouvés en proportions importantes dans tous les échantillons. Autour de 3% des
sequences bacteriennes n’ont pas pu étre assignées taxonomiquement au niveau du phyum. Environ 649
genres ont été identifiés, parmi lesquels 12 sont apparus comme majoritaires dans tous les échantillons.
Encore une fois, ces résultats sont en accord avec les observations dans la Figure 52, confirmant a
nouveau la plus forte diversité bactérienne dans les PMyg prélevées lors de 1’été 2018. Pour rappel, 392
genres distincts avaient detectés lors de 1’été 2017. Les genres Sphingomonas (10.3 + 0.4 %),
Curtobacterium (4.6 £ 0.2 %), Massilia (4.6 £ 0.2 %), Halospirulina (3.7 £ 0.2 %), Bacillus (3.7 £ 0.2
%), Clostrium (3.1 £ 0.2 %), Pedobacter (2.9 + 0.1 %), Hymenobacter (2.5 + 0.0 %), Pseudomonas (2.7
+ 0.2 %), Staphylococcus (2.4 + 0.2 %) et Beijerinckia (2.0 + 0.2 %). Au niveau genre, 24.7 = 0.3 % des

sequences bactériennes n’ont pas pu étre assignées taxonomiquement.

Une distribution similaire entre les taxons bactériens mais d’abondance variable a également été

observée lors de 1I’été 2017 (ceci est décrit dans la premiere de ce cinquiéme chapitre).
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Do: Dothideomycetes
So: Sordariomycetes
Eu: Eurotiomycetes
Le: Leotiomycetes
Ag: Agaricomycetes

: Tremellomycetes
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: Malasseziomycetes

Al: Alphaproteobacteria

Be: Betaproteobacteria

Ga: Gammaproteobacteria

Ac: Actinobacteria

Ba: i
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: Erysipelotrichia
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vobacteriia

Figure 53 : Arbres phylogénétique montrant la diversité fongique et bactérienne dans les PMuo collectées lors de 1’été 2018.

La taille des noeuds (en bleu) indiquent I’abondance relative des taxons. Seuls les taxons retrouvés en forte proportions (>
1%) sont indiqués en gras.
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3.4 Comparaison statistique de la biodiversité entre les deux campagnes

Comparer la composition taxonomique des communautés microbiennes PM1o peut apporter des
éléments de réponse quant a la variabilité interannuelle de la structure des communautés microbiennes
présentes dans les aérosols a I’OPE-ANDRA. Pour cela des analyses NMDS, qui apportent des
informations sur la proximité (i.e., similarité ou dissimilarité) des échantillons en termes de leur
composition taxonomique (Figure 54), ont été appliquées. L’ordination NMDS regroupe les échantillons
par groupe de similarité sur la base de I’indice de diversité de Bray-Curtis (Oksanen et al., 2019). Ce
dernier mesure le pourcentage de dissimilarité entre les échantillons en se basant sur la matrice
d’abondance des espéces microbiennes. Les résultats obtenus permettent de mettre en évidence deux

tendances marquantes selon 1’année d’échantillonnage (Figure 54) :

o La constatation fondamentale des analyses NMDS est que la structure des communautés
microbiennes dans les échantillons de PMyo est fortement similaire entre les deux années
d’échantillonnage. Ce résultat montre donc une stabilité de la diversité des communautés
fongiques et bactériennes dans les PM1o a ’OPE-ANDRA, indépendamment de I’année.

o L’autre constatation est qu’il existe une dispersion plus importante de la béta-diversité entre les
¢chantillons collectés lors de 1’été 2018 par rapport a ceux de 2017. Cette observation est tout a
fait logique et attendue compte tenu de la fréquence plus faible des prélévements journaliers de
PMyo pour 1’été 2018.

Ces observations sont confortées par la classification hiérarchique non supervisée des échantillons
(Figure 55) qui démontrent que la structure des communautés microbiennes dans les PMyo ne differe pas
en été d’une année sur I’autre a ’OPE-ANDRA. Ces résultats sont cohérents avec la littérature et
suggérent, comme attendus, que les pratiques agricoles sont un « driver » important des communautés
microbiennes des aérosols (Ottesen et al., 2009; Rastogi et al., 2013). En effet, bien que les cultures
soient soumises a une rotation triennale, I’assolement global et les cultures ne varient pas
significativement d’une année a ’autre a I'échelle de la zone d'observation de I’ANDRA.
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Figure 54 : Positionnement multidimensionnel non métrique (NMDS) de la composition taxonomique des PMuo selon [’année
de la campagne d’échantillonnage. (4) et (B) correspondent aux communautés fongiques et bactériennes, respectivement. Avec
une valeur de stress < 0.2, la représentation donne une image satisfaisante de la composition taxonomique des différents
échantillons. Les ellipses représentent les intervalles de confiance & 95% autour du centroide des partitions (« clusters »).
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Figure 55 : Dendrogrammes issus de la classification ascendante hiérarchique des échantillons de PMio collectées lors des
campagnes d’été 2017 et 2018. L algorithme de classification a été appliquée une la matrice de dissimilarité de Horn, obtenue

a partie du tableau d’abondance des espéces fongiques et bactériennes.

226




3.5 Lien entre ['abondance des communautés microbiennes présentes dans
I’atmosphére et la concentration des sucres primaires dans les PMio pendant 1’été
2018

La Figure 56 illustre les résultats de I’ordination NMDS réalisée a partir d’une matrice de
dissimilitude de Bray-Curtis de table d’abondances des espéces fongiques et bactériennes. L ordination
NMDS de la composition taxonomique des communautés microbiennes permet d’observer un
regroupement des échantillons de PM en fonction leur niveau de concentration en sucres primaires.

Au niveau de la classe fongique, les échantillons de PM;o correspondant aux plus fortes
concentrations de sucres primaires particulaires sont distinctement séparés de ceux correspondant aux
niveaux de fond atmosphérique en sucres primaires. Ce regroupement est principalement expliqué par
I'axe NMDS2, qui résulte de la prédominance de seulement quelques classes fongiques dans les
échantillons de PMyo, dont les Dothideomycetes, les Tremellomycetes, les Microbotryomycetes, les
Exobasidiomycetes, les Taphrinomycetes, les sordariomyceétes, etc. La projection des séries temporelles
de la concentration des sucres primaires sur les axes NMDS indique que ces communautés fongiques
sont associées (corrélation non significative au seuil de 5%) aux variations de la concentration des sucres
primaires dans les PMyo a ’OPE-ANDRA. Des coefficients de corrélation de Spearman ont été calculés
afin d’évaluer la force de la relation linéaire entre les concentrations de sucres primaires dans les PM1g
atmosphérique et ces classes fongiques. Comme illustré dans la Figure 57 A, seules les classes fongiques
telles que les Tremellomycetes, les Microbotryomycetes, les Exobasidiomycetes sont significativement
corrélées positivement avec les sucres primaires mesurés a I’OPE-ANDRA. Ces classes fongiques sont
globalement les mémes que celles déja retrouvées lors de la campagne d’été 2017.

Des tendances similaires ont été également observées pour les phyla bactériens (Figure 57 B),
méme si la séparation des groupes d’échantillons est moins nette. Cette observation est trés certainement
liée au pas de temps d’échantillonnage relativement long appliqué lors de la campagne d’été 2018. La
dispersion atmosphérique est un paramétre clé de la béta-diversité (variation de la composition des
communautés microbiennes entre les échantillons) (Vannette and Fukami, 2017). Les bactéries étant
généralement plus petites que les spores fongiques, elles sont plus assujetties a la dispersion
atmosphérique (Schmidt et al., 2014; Sun et al., 2017).

Des coefficients de corrélation de Spearman ont été calculés afin d’évaluer la force de la relation
linéaire entre I’abondance des phyla bactériens et les sucres primaires dans les PMyo caractérisées a
I’OPE-ANDRA. Parmi les phyla dominants (abondance > 1%), seuls les Proteobacteria semblent
positivement corrélées (non significatif au seuil de 5%) aux évolutions temporelles de la concentration
des sucres primaires particulaires. Ces tendances sont également similaires a celles observées avec les
résultats de la campagne d’échantillonnage de 1’ét¢ 2017.

L’ensemble de ces analyses comparatives permet de mettre clairement en évidence la robustesse
du lien entre les taxons spécifiques identifiés et 1’évolution temporelle des concentrations en sucres
primaires dans les PMg et confirme également les résultats obtenus lors de la campagne d’été 2017 sur

ce méme site d’étude.
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Chapitre 5 : Communautés microbiennes associés aux sucres primaires et leur origine biogénigue
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Figure 56 : Positionnement multidimensionnel non métrique (NMDS) des échantillons. (A) et (B) correspondent respectivement
aux communautés fongiques et bactériennes. Avec une valeur de stress < 0.2, la représentation donne une image satisfaisante
de la composition taxonomique des différents échantillons. Les ellipses représentent les intervalles de confiance a 95% autour
de la centroide des partitions (« clusters »). Les dynamiques temporelles de la concentration atmosphérique des sucres
primaires sont gouvernées par la structure et l'abondance des communautés microbiennes atmosphériques. Le manque
d’association statistiquement significative au seuil de 5% est trés certainement lié a un nombre limité d’échantillons analysés

(n=16).

228




()

Erythritol

Spearman
Trehalose . 0.9
Glucose
0.0
Mannitol * * * -
BB
sl ..
w w w w w w w w w w w w w -l w w w w w w w w w
] ] £ £ 2 £ 2 ] 2 ] ] ] £ 2 £ 2 2 ] ] ] £ £ 2
o o [T o [ [ [ o [ o o [ [ = [ [ 5] o o o [T o [
Q Q o o Q o Q Q o Q Q Q o w Q o Q Q Q Q o o Q
Il
£ £ £ E E FE E £ E E E E E 8 E E E £ E E E E E
2 3 2 2 2 2 [ 2 2 2 2 H 4 g2 e 2 2 < 2 2 2 e 2
2 £ § 8 8 § £ § % O£ E § =E 5 g & £ s T F £ 8 B
= o - [ = E ° Il @ 14 ° o 5 ] I} = 5 H = k] E =
= o 3 - I @ & Ir} jud = = o o jud =% il = o o <] o
o < b?J w = e © E-1 = [} H = E-1 @ 8 € h o
a s = g 3 = ] % Lo EU S
s w > @
© <
Erythritol ‘B)
Trehalose Spearman
B oo
Glucose
0.0
Mannitol l 0.9
Arabitol
] "] © w © - ] © o w © o " o
T o = o = o T = ° o = 3 ] 8
2 F] ] ] 2 = ] 3 7] ] o £ 5 b=]
o ] o = o ] o o Q = - Q =]
© = ] 5 ] "] © ] = © 2 2 = E
E-1 E o <] o o E-1 o £ f=4 E = @ E
] = =} ] [} o -] [} 6 =] s ] c =
@ [ = ° E 1= = w - E o "] 7] =
- = = — =3 Q = 3 3 = [&]
2 o o =Y 2 [ = ® 2 o
o L= s [&] = £ = Q
o 2 9
£ > ]
- o
L] £
')
a

Figure 57 : Corrélation de Spearman entre les concentrations des sucres primaires et [’abondance des communautés
microbiennes les PM1o atmosphériques. (A) et (B) désignent respectivement les classes fongiques et phyla bactériens dominants
(> 1%).

4  Comparaison de la composition des communautés microbiennes des aérosols sur 3
sites distincts

Comparer 1’abondance et la composition taxonomique des communautés microbiennes dans les
PMyg prélevées sur trois sites d’étude répartis dans différentes régions climatiques de la France est une
opportunité unique pour apporter une meilleure compréhension de la dynamique spatiale des
concentrations en sucres primaires particulaires. Dans un premier temps, et par rapport aux résultats
présentés dans le Chapitre 4, il est nécessaire d’évaluer le niveau de dissimilarité de la composition des
communautés microbiennes entre ces trois sites géographiquement distincts. Dans un second temps,
nous pourrons également évaluer les effets d’échelle et notamment le réle des processus locaux,

régionaux voire nationaux dans 1’origine des microorganismes associés sucres primaires particulaires.

Les résultats de l’ordination NMDS réalisée sur la matrice d’abondances des espéces
microbiennes dans les PMyo sur les 3 sites d’études permettent clairement de distinguer les communautés
microbiennes en trois groupes correspondant aux trois sites étudiés (Figure 58). Les communautés
microbiennes des échantillons de PM1o présentent une structure tres similaire entre échantillons sur un
site donné et des structures distinctes entre sites. Ces observations sont confortées par une analyse de

229



similarité qui demontre que la structure des communautés fongiques (ANOSIM, R=0.28, p < 0.001) et
bactériennes (ANOSIM, R=0.34, p < 0.001) différent significativement entre les 3 sites étudiés.

La structure des communautés microbiennes dans les PM1o est donc bien distincte sur les trois
sites étudiés, indiquant que les variations temporelles des concentrations en sucres primaires sont
potentiellement régies par des processus d’émission agissant a une échelle locale ou régionale et sous
I’influence de facteurs climatiques locaux ou régionaux tels que la température, ’humidité relative, la
densité et le type de végétation, etc.
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Figure 58: Similarité de la composition des communautés microbiennes (MOTUs) dans les échantillons de PM1o collectées sur
les trois sites. (A) et (B) désignent respectivement les communautés fongiques et bactériennes. Avec une valeur de stress < 0.2,
la représentation donne une image satisfaisante de la composition taxonomique des différents échantillons. Les ellipses
représentent les intervalles de confiance a 95% autour du centroide des partitions.

Afin d’avancer dans la compréhension des sources et des processus dominants d’émissions des
communautés microorganismes atmosphériques qui contrdlent les variations des concentrations en
sucres primaires particulaires sur des sites non influencés par les activités agricoles, nous avons comparé
la structure des communautés microbiennes dans les PMio et dans les feuilles des plantes dominantes
autour du préleveur d’aérosol sur les sites en contexte urbain de Grenoble et Marseille.

Les analyses NMDS réalisées sur la matrice d’abondance des espéces microbiennes dans les
échantillons de PMyo et de feuilles prélevés sur le site de Grenoble permettent de distinguer les
communautés microbiennes en deux groupes selon la nature de 1’échantillon, PM ou plantes (Figure
59). La Figure 59 montre clairement une structuration différente des communautés microbiennes entre
les échantillons de PMyo des plantes environnantes dominantes. Ces observations sont confortées par
une analyse de similarité qui démontre que la structure des communautés fongiques (R=0.89, p <0.001)
et bactériennes (ANOSIM, R= 0.97, p < 0.001) différent significativement entre les deux types
d’échantillons. De méme, la classification hiérarchique permet de différencier deux groupes
d’échantillons qui sont aussi clairement regroupés selon leur nature (Figure 60).
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Figure 59 : Analyse NMDS réalisée a partir de la matrice de distance de Bray-Curtis basée sur la table d’abondance des
espéces microbiennes dans les PM1o prélevées sur le site de Grenoble Les Frénes et dans les feuilles des plantes dominantes
autour du préleveur. (A) et (B) désignent respectivement les communautés fongiques et bactériennes. La valeur de stress <
0.12 indique une représentation correcte de l’information initialement contenue dans la table abondance des espéces
microbiennes.
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Figure 60 : Classification hiérarchique réalisée a partir de la matrice de distance de Horn basée sur les tables d’abondances
d’especes microbiennes dans les PMo et les plantes dominantes autour du préleveur d’aérosol a Grenoble Les Frénes.

Les mémes analyses multivariées ont été réalisées sur les données générées pour le site d’étude
de Marseille. Comme précédemment, les ordinations NMDS permettent de différencier deux groupes
d’échantillons regroupés en fonction de leur nature (Figure 61). A I’exception de deux échantillons,
I’analyse de la béta-diversité fongique montre que les échantillons de PMao sont tous regroupés dans un
méme cluster (Figure 61 A). A I’exception d’un échantillon de feuille, la classification hiérarchique met
clairement en évidence deux groupes correspondant aux types d’échantillons analysés. Ces observations
sont confortées par I’analyse de similarité qui démontre que la structure des communautés fongiques
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(ANOSIM, R =0.83, p <0.001) et bactériennes (ANOSIM, R =1, p < 0.001) différent significativement

entre les deux types d’échantillons étudiés.
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Figure 61 : Analyse NMDS réalisée & partir de la matrice de distance de Bray-Curtis basée sur la table d’abondance des
espéces microbiennes dans les PMio prélevées sur le site de Marseille 5 avenue et dans les feuilles des plantes dominantes
autour du préleveur. (A) et (B) désignent respectivement les communautés fongiques et bactériennes. La valeur de stress <0.12
indique une représentation correcte de [’information initialement contenue dans la table d’abondance des espéces

microbiennes.
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Figure 62 : Classification hiérarchique réalisée a partir de la matrice de distance de Horn basée sur les tables d’abondances
d’especes microbiennes dans les PMho a et plantes dominantes environnantes autour du préleveur d’aérosol a Marseille.
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En conclusion, I’ensemble des analyses comparatives a permis de mettre en évidence une
structuration différente de la diversité fongique et bactérienne dans les PM1o de chacun des 3 sites de
prélevement répartis dans différentes régions geographiques et climatiques de la France. Cela indique
que les principales sources de sucres primaires particulaires sont dues a des émissions a dominance
locale ou régionale, et sous I’influence de facteurs régionaux (ex., climat, biotope, occupation des sols,
etc.). Nous avons également pu observer des diversités fongique et bactérienne distinctes entre les PMg
et la végetation locale des deux sites de contexte urbain, non influencés directement par les activités
agricoles. Ceci invalide I’hypothése selon laquelle les sources des sucres primaires particulaires sont
dues essentiellement & des émissions locales. Ces résultats démontrent une homogénéité des sources et
des processus d’émission et d’abattement a 1’échelle régionale, contrairement a ce qui avait été observé
en contexte rural agricole.

4.1 Profils taxonomiques de communautés microbiennes associées aux évolutions
temporelles des concentrations en sucres primaires dans les PMio des sites de
Grenoble et Marseille :

Des coefficients de corrélation de Spearman ont été calculés afin de relier I’évolution temporelle
de la structure des communautés microbiennes dans les PM1o a celle des concentrations en sucres
primaires particulaires des deux sites non influencés par des activités agricoles.

La Figure 63 illustre les relations linéaires entre 1’évolution temporelle des concentrations en
sucres primaires dans les PMyo prélevées a Grenoble Les Frénes et 1’abondance des taxons microbiens
identifiés au niveau du genre. Pour les champignons (Figure 63 A), il existe une corrélation positive
significative (p < 0.05) entre les concentrations des sucres primaires particulaires et les abondances des
genres suivants: Aspergillus, Peniophora, Hyphodermella, Phanerochaete, Leptoshaerulina et
Pyrenophora. Quant aux bactéries, les genres incluant Massilia, Mallittangium, Bacillus, Beijerinckia,
Clostridium, Blastococcus, Deinococcus, Kocuria, et Leptotrichia sont significativement positivement
corrélés aux concentrations des sucres primaires particulaires (Figure 63 B).

De méme, la Figure 64 illustre les relations linéaires entre 1’évolution temporelle des
concentrations en sucres primaires dans les PMyo prélevées a Marseille et 1’abondance des taxons au
niveau du genre. Concernant les champignons (Figure 64 A), il existe corrélation positive significative
(p < 0.05) entre les concentrations des sucres primaires particulaires et les abondances de Cladosporium
et Zymoseptoria. Quant aux bactéries, les genres incluant Sphingomonas, Curtobacterium, Pedobacter,
Halospirulina, Methylbacterium, Streptomyces, et Gillisa sont significativement associés aux sucres
primaires particulaires.
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Chapitre 5 : Communautés microbiennes associés aux sucres primaires et leur origine biogénique
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Figure 63 : Corrélation de Spearman entre les concentrations des sucres primaires et I'abondance spécifique de genres
microbiens dans les aérosols prélevés & Grenoble Les Frénes. (A) et (B) désignent respectivement les genres fongiques et

bactériens dominants (> 1%).
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Figure 64 : Corrélation de Spearman entre les concentrations des sucres primaires et [’abondance spécifique de genres
microbiens dans les aérosols prélevés a Marseille 5 avenue. (A) et (B) désignent respectivement les genres fongiques et
bactériens dominants (> 1%).

5 Conclusions et perspectives :

En conclusion de cette deuxiéme partie du Chapitre 5, nous avons pu identifier de maniére
robuste la structure des communautés microbiennes atmosphériques qui contrblent les évolutions
journaliéres des concentrations atmosphériques en sucres primaires dans les PMyo sur 3 sites répartis
dans différentes régions géographiques et climatiques en France. Les résultats obtenus dans cette étude
ont permis de mettre en évidence que les concentrations atmosphériques en sucres primaires dans les
PMio sont associées a des microorganismes atmosphériques ayant une distribution régionale. Nos
résultats corroborent bien 1’idée que les variations temporelles des concentrations en sucres primaires
dans PM1o sont régies par des processus d’émissions agissant a une échelle régionale et sous I’influence
de facteurs climatiques régionaux. A ce sujet, les taxons microbiens associés aux sucres primaires
particulaires proviennent principalement de la végétation, via des émissions a dominance régionale pour
les sites de contexte urbain, ou par des émissions & dominance locale pour les sites directement
influencés par les activités agricoles. A notre connaissance, les résultats obtenus lors de ces deux
campagnes de terrain constituent I’une des premieres données reliant les évolutions des concentrations
des sucres primaires dans les PMyo a leurs caractéristiques microbiologiques.

A ce stade d’interprétation, nos résultats ne nous permettent cependant pas d’expliquer
clairement si variabilités régionales observées sont plus généralement associées aux caractéristiques
abiotiques et climatiques des localités géographiques ou bien & la specificité des espéces vegétales qui
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consituent la flore sur chacune des régions étudiées. Ces paramétres sont des drivers importants dans la
distribution spatiale des communautés microbiennes atmosphériques en termes de diversité et de
composition, diversité. Cependant, la littérature sur I’importance relative de chacun de ses facteurs est
encore limitée aujourd’hui (Rastogi et al., 2013).

De méme, a ce stade, nos résultats n’ont pas permis de déterminer si les sucres primaires dans
les PMyo sont liés aux émissions directes de microorganismes ou aux sous-produits émis “par” ou
“avec” les microorganismes Ou bien encore un mélange de ces deux mécanismes. Une premiére étape
pour avancer sur ce processus serait de doser directement les fractions hydrosolubles et totales de sucres
primaires dans les microorganismes identifiés. Compte tenu des variabilités spatiales et temporelles non
aléatoires entre les ratios des sucres primaires particulaires atmosphériques, il est possible que nous
trouvions des ratios entre espéces chimiques dans 1’une des deux fractions (hydrosoluble ou totale) qui
reflétent ceux typiquement observés dans les PM1o atmosphériques.

Par ailleurs, au regard du fort caractére regional de la structure des communautés microbiennes
atmosphériques associées aux sucres primaires, il serait pertinent réaliser une étude couplant des
approches de metabarcoding et de meta-omiques (ex., metaprotéomique), qui permettraient de
caractériser respectivement la biodiversité dans sa globalité et les protéines issues de ces communautés
microbiennes lors des processus biologiques au cours du temps. Ceci pourrait permettre de mieux
comprendre comment les conditions environnementales spécifiques a une région (ex., sources de
carbone et d’energie, type de végétations, facteurs metéorologiques, etc.) influencent le fonctionnement
des communautés microbiennes atmosphériques (Delmotte et al., 2009) et, par ricochet, mieux
comprendre les processus responsables de la variabilité spatiale des empreintes microbiennes associées
aux sucres primaires sur les 3 sites étudiés. A notre connaissance, il n’existe cependant aucune étude sur
I’interprétation conjointe des données de metabarcoding et de meta-omiques dans un contexte de
compréhension des métabolites primaires (ex., proteines, sucres, etc.) produits par les microorganismes
atmosphériques sous différentes conditions (géo)climatiques. En revanche, ce type d’approche est
souvent utilisé en biologie marine pour étudier la pression d’un écosystéme donné sur les eucaryotes
(Briand et al., 2018).
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Préambule

Dans les chapitres précédents, nous avons pu voir que les aérosols organiques biogéniques
primaires constituent une fraction trés importante de la MO présente dans les PM1o atmosphériques. Ils
représentent en moyenne annuelle 13 + 4 % de la MO dans les PMyo en France, et jusqu’a 40% en
période estivale pour certains sites en région alpine. Nous avons également vu que les fortes
concentrations atmosphériques en sucres primaires, considérés comme de bons traceurs moléculaires
des PBOAs, sont associées a des communautés microbiennes atmosphériques issues des végétaux et
dont la distribution est homogeéne a 1’échelle d’une région du territoire frangais.

Comme déja évoqueé dans les Chapitres 1 et 2, les matieres particulaires atmosphériques (PM)
possedent un potentiel oxydatif intrinséque, une métrique récente autour de laquelle de nombreuses
études sont actuellement conduites car les résultats en font une bonne candidate comme une métrique
sanitaire complémentaires aux mesures de concentration massique des PM pour les prochaines
réglementations de la qualité de 1’air. Du fait de la composition trés complexe des PM, les études
évaluant le PO des PM se focalisent majoritairement sur sa fraction chimique. Si le niveau de
connaissances de la contribution individuelle de certains composés chimiques atmosphériques (ex., les
métaux de transition, composés organiques redox actifs, etc.) au PO global des PM a relativement bien
augmenté ces derniéres années, environ 30% du PO global demeurent généralement inexpliqués
(Charrier et al., 2015)

Ce manuscrit a déja souligné de I’'importance des particules d’origine biologique dans
I’atmospheére et leur contribution importante a la masse des particules. Pour autant, leur contribution au
potentiel oxydant des aérosols était jusque-la méconnue. On peut alors se demander si les particules
d’origine organique biogénique primaire contribuent, au moins en partie, a cette large fraction
inexpliquée du PO des PM. Ainsi, caractériser individuellement le PO de bioaérosols bien identifiés
ainsi que leurs associations avec d’autres especes chimiques spécifiques connues pour leur toxicité
(comme par ex. le cuivre) semble étre un verrou important pour améliorer nos connaissances sur la
contribution biogénique des composants atmosphériques a la qualité globale de 1’air et aux impacts
sanitaires associés. C’est dans cette optique que s’inscrivent les travaux présentés dans ce sixiéme
chapitre de thése, qui visent a prendre en compte de maniére originale la contribution des PBOAs dans
le potentiel oxydant global des PM. Plus précisément, les principaux objectifs de ce chapitre de these
sont :

o Adapter et optimiser la mesure du potentiel oxydant des bioaérosols par le test acellulaire au
dithiothréitol (DTT).

o Quantifier le potentiel oxydant (PO) des bioaerosols et évaluer la contribution des bioaérosols
au potentiel oxydant global des polluants particulaires atmosphériques.

Afin de parvenir a ces objectifs, ce travail repose sur 1’évaluation du PO de bioaérosols modéles,
qui sont fréquents dans 1’atmosphere et bien représentés a la fois dans 1’air ambient extérieur et intérieur.
La stratégie retenue ici a consisté dans un premier temps, a évaluer le PO intrinseque des bioaérosols
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modeles sélectionnés. Dans un second temps, leur capacité a influencer ou a moduler le PO de composeés
chimiques purs (ici, le cuivre et la 1,4 naphtoquinone) a été également évaluée. Ces deux composés
chimiques sont connus pour leur forte réactivité rédox et contribution au PO global des PM (Calas et al.,
2018; Charrier and Anastasio, 2012). Enfin cette capacité des bioaérosols modeles a moduler le PO de
composés chimiques a été testée sur des filtres réels de prélévements de PM dans 1’air ambient collecté
sur des sites d’études contrastés en termes de typologie.

Cette étude sera présentée ci-dessous sous la forme d’un article publié par le groupe de
communication « Nature Scientific Report, DOI : ». Ces
résultats présentés ci-apres plaident en faveur de la prise en compte systématique des bioaérosols dans

I’évaluation de la qualité de ’air.
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A.Samake?, G. Uzu(®?, J. M. F. Martins?, A. Calas?, E. Vince?, S. Parat? & J. L. Jaffrezo*

Bioaerosols represent up to 15-25% of PM by mass, but there is currently no assessment of theirimpact

on Oxidative Potential (OP), or capacity of particulate matter (PM) to produce damaging oxidative

Accepted: 9 August 2017 . reactions in the human lungs. Here, the OP of selected bioaerosols (bacteria cells vs fungal spores)

Published online: 08 September 2017  was assessed through the cell-free DTT assay. Results show that bioaerosols induce Reactive Oxygen

. Species (ROS) production, varying along the microorganism type, species, and concentration. Fungal

. spores show up to 10 times more ROS generation than bacterial cells. At the highest concentrations,
fungal spores present as much oxidative reactivity as the most redox-active airborne chemicals (Copper,
Naphtoquinone). Moreover, bioaerosols substantially influence OP of ambient PM and that of its
chemical constituents: in presence of A. fumigatus spores, the OP of Cu/NQ is increased by a factor of 2
to 5, whereas, 10“ and 10°S. epidermidis bacterial cells.mL~* halves the OP of Cu/NQ. Finally, viable and
gamma-rays-killed model bioaerosols present similar oxidative reactivity, suggesting a metabolism-
independent cellular mechanism. These results reveal the importance of bioaerosols for PM reactivity.

© PM toxicity can be modified due to bioaerosols contribution or by their ability to modulate the OP of

. toxic chemicals present in PM.

Received: 20 March 2017

Atmospheric particulate matter (PM) is defined as a complex and dynamic mixture of particles from both chem-
. ical and biological origins" . Exposure to PM has been linked with a wide range of deleterious health effects in
both humans and animals. These include among others, cardiopulmonary disease, lung cancer, or asthma®~®.
- Atmospheric concentration of PM is regulated (e.g. annual average threshold in Europe is 40 ug.m * for PM,),
. but more than mass, detrimental effects are strongly associated with PM composition, surface area and size>~*.
. The atmospheric research community is currently working on alternatives to the mass concentration of PM to
find relevant health and exposure metric, involving more PM properties” . One underlying mechanism explain-
ing many health effects of PM is its capacity to carry out or catalyze the formation of reactive oxygen species
(ROS) within lung cells, responsible for further oxidative stress and airway inflammation® ', This intrinsic prop-
erty of PM called oxidative potential (OP) is easily revealed in biochemical and acellular assays by monitoring
anti-oxidants depletion when in contact with PM.

While the physical and chemical properties of PM have been extensively investigated, relatively little is known
about primary biological airborne particles (PBAP) also known as bioaerosols* '*-'°. They comprise living and
dead microorganisms such as bacteria, fungi, viruses, bacterial and fungal spores, and microbial fragments, endo-
toxins, mycotoxins, pollens etc.'* "1, Microorganisms in bioaerosols can survive as single cells or attached to dust
particles or hydrated aerosol particles. Most bioaerosols range in size from micrometer to submicrometer'’~'%.
Due to their light weight and size range, bioaerosols can be transported over long distances'?, for example, trans-
ferred by wind, making them complex, highly variable and ubiquitous in both indoor and outdoor environments.
Cultivable bioaerosols (bacteria, fungi) have been detected at high concentration in indoor and outdoor air®*2*.
Recent findings indicate that in most areas, bioaerosols can account for up to 15-25% of total PM masgs' #1624
and higher concentrations have been reported in Amazonian areas (from 74 to 80% of PM mass)'®?%. Their con-
centration and composition fluctuate primarily depending on the sources impacting the site under consideration
(e.g. soil, lakes, sewage treatment plants, agricultural activities etc.), the aerosolization mechanisms, and the phys-
ical and environmental conditions (e.g. shape, size, temperature, relative humidity, etc.) prevailing at each site!* .
Usually, airborne fungi exist as spores while bacteria are cells?. Bioaerosol concentration in indoor/outdoor air

. ranges from 10" to 10°> microorganisms.m—* *:?>%”, Higher concentrations (up to 10°~10” microorganisms.m~?)
. have been measured in rainforest environments or polluted areas (e.g. waste water treatment plants, composting
facilities etc.)?" %,

*Université Grenoble Alpes, CNRS, IRD, IGE (UMR 5001), F-38000, Grenoble, France. ?Air et Bio, F-73 000, Chambéry,
France. Correspondence and requests for materials should be addressed to G.U. (email: gaelle.uzu@ird.fr)
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Figure 1. Intrinsic oxidative reactivity of model bacterial and fungal bioaerosols at increasing concentrations
measured with the DTT assay. Error bars correspond to standard deviations calculated with triplicates.

The highest bioaerosols concentration of 10*~10° cells.ml ! translated into atmospheric concentrations are
commonly observed in occupational and polluted environments, while the lowest (10 or less) are usually
observed in clean outdoor atmospheres.

More recently, attention has been given to the PM,, bioaerosol fraction since evidence is growing about
their implication in negative effects of PM both on climate (e.g. bioaerosols can interact with UV radiation,
photo-oxidants and can also serve as nuclei for ice crystals and cloud droplets, thereby influencing the formation
of clouds and precipitation, etc.)'*"'® and on human health* '*?°, Inhalation is the primary route of exposure to
bioaerosols™. Inhalation of high concentrations of fungal spores, bacterial cells, and their derivatives in indoor/
outdoor environments is associated with serious inflammation-related health risks such as asthma, chronic
obstructive pulmonary disease, aspergillosis, and immunological reactions® * 2. Bioaerosols can also be responsi-
ble for infectious diseases such as tuberculosis, meningitis, and legionellosis*>?°. In addition, dose-response rela-
tionships exist between inhalation of airborne microorganisms and the development or exacerbation of asthma
symptoms in humans®" %, As for the chemical components of PM, it is worth noting that the pathogenicity of bio-
aerosols also depends on the number of inhaled microorganisms, their chemical composition, and their size®” 3.

Studies addressing the OP of PM are currently focusing only on the chemical fraction> %3, while the impact
of bioaerosols are unaccounted for. For example, Charrier and Anastasio (2015) attributed about 30% of overall
OP of PM to unidentified components of submicron fine particles collected in Fresno during summer'2. So, a
reasonable hypothesis could be that bioaerosols may account for part of this unexplained fraction. In support
of this, Vaitlingtom et al., (2013) among others have shown biodegradation of hydrogen peroxide (H,0,) by
cloud-borne microorganisms**, highlighting that cloud-borne microbial communities could also interact with
H,0, oxidants (or other kinds of ROS) involved in the oxidative stress.

Therefore, our study was conducted in order to initiate the assessment the contribution of bioaerosols to the
oxidative potential (OP) of ambient PM. Within this framework, measurement of OP with the acellular DTT
assay'®** was firstly adapted to viable bioaerosols and reliability of the results was evaluated with ascorbic acid
(AA) and the 2/,7-dichlorofluorescin diacetate (DCFH) cell-free methods. Then, OP of isolated model bioaero-
sols (cells and spores) and that of model bioaerosols associated with real ambient PM and highly toxic model air-
borne chemicals (copper and 1.4-naphtoquinone) were assessed based on the acellular DTT assay, using realistic
environmental concentrations of both bioaerosols and ambient or model PM. Linearity as a function of concen-
tration of PM (i.e. chemical and biological fraction of PM) was also investigated. The final purpose of this work
was to begin to explore some of the main processes by which bioaerosols may contribute to the overall OP of PM.

Results and Discussion

Oxidative potential of model bioaerosols. All of the tested model bioaerosols induced DTT depletion,
which varied among the tested microorganisms and concentrations (Fig. 1). Likewise model bioaerosols, the
oxidative reactivity of airborne redox-active chemical compounds (e.g. Cu, NQ, etc.) also varied with the tested
species and concentration'” "%, Bacterial cells induced a very low DTT oxidation (~10-20 pmolDTT.min ')
within the 30 min. experiments, but this rate tended to increase with increasing concentrations. Figure 1 also
shows that fungal spores present ten times more oxidative reactivity than bacterial cells. Such ROS producing
activity trends of model bioaerosols were also observed with DCFH acellular method (Fig. S1A). By contrast, the
tested model bioaerosols were not able to induce significant ascorbic acid (AA) depletion (Fig. S1B). Such result
with AA assay is not surprising since AA is a natural antioxidant that is usually used to assess oxidative potential

SCIENTIFICREPORTS|7: 10978 | DOI:10.1038/541598-017-11178-0 2

245



Chapitre 6 : Contributions des bioéarosols au PO global des aérosols

www.nature.com/scientificreports/

10° 1,82'10°
10° 1,82°10¢
= T 10'-10* 10'-10° 10'-10
102 1,82'102

Table 1. Concentrations of viable and cultivable bioaerosols in different environmental backgrounds and
conversion rates of tested concentrations (adapted from'®2%2%27), *Occupational settings correspond to
composting facilities.

of transition metals. In this assay, AA usually reduces metal ions and oxygen to finally generate hydroxyl radical,
via a Fenton like reaction.

Among the tested fungal spores, only those of A. fumigatus presented a significant oxidative reactivity for all
tested concentrations, consistently with the results of several in vivo and in vitro studies assessing the inflamma-
tory potential of non-pathogenic fungal spores involved in airway inflammation®*. Shahan et al., (1998) demon-
strated that the secretion of pro-inflammatory proteins (e.g. MIP-2, TNF-a etc.) by rat alveolar macrophages is
differentially induced by fungal spores®. For instance, in this last study, among the tested Aspergillus species, the
spores of A. fumigatus were able to stimulate the production of pro-inflammatory cytokines (MIP-2, TNF-q,
KC etc.) while those of A. terreus were not. Other studies assessing the toxicological impacts of bioaerosols col-
lected in various occupational backgrounds indicated that all sampled bioaerosols (i.e. A. fumigatus, actinomy-
cetes, endotoxins, total bacteria etc.) are able to increase the production of ROS of the “granulocyte-like HL60”
cell lines*"*2. The intensity of ROS production was dependent upon the nature and amount of bioaerosols*"*2.
Indeed, Timm et al., (2009) demonstrated through a multiple regression modeling that the inflammatory poten-
tial induced by fungal spores better explains the total inflammatory potential of bioaerosols*!, thus supporting
the significant differences in antioxidant depletion observed between the bacterial cells and fungal spore tested
in our study.

These findings indicate that inhalation of current indoor/outdoor and/or occupational environmental con-
centrations of bioaerosols (Table 1) could be responsible for respiratory impairments observed elsewhere* 2. To
the best of our knowledge, there is currently no regulated exposure limit for bioaerosols although several recom-
mended maximum limits have been proposed* >4 4344 For instance, based on inflammatory respiratory effects
in animal models, Eduard et al.,* ** have proposed a “lowest observed effect level” (LOEL) of 10° spores.m ™~ for
non-pathogenic and non-mycotoxin producing fungal species. When converted to liquid concentrations (under
the assumption of Table S1), this LOEL is in the same range of that of fungal spores that presented significant oxi-
dative reactivity in the present study. However, one should keep in view that the DTT assay is a cell-free method
which therefore does not take into account cellular and individual susceptibility (i.e. of animals or humans).
Studies on bacterial and fungal aerosols in diverse central and eastern European indoor environments have pro-
posed the values of 1 to 7.10° viable and cultivable bacterial cells.m* as a limit for dwellings and communal
premises*®*** For such non-pathogenic bacteria concentrations, the oxidative reactivity measured in this study
was always insignificant. Hence the use of this low threshold should ensure a better protection against airborne
non-pathogenic bacterial cells for potentially exposed persons.

Effect of bacterial cells on the intrinsic oxidative reactivity of model atmospheric chemi-
cals. To evaluate if the presence of bioaerosols significantly influences the oxidative reactivity of model air-
borne chemical compounds, we measured the oxidative reactivity of 1 uM copper (Cu) and 1 uM naphtoquinone
(NQ) in absence or presence of S. epidermidis cells at increasing concentrations (S. epidermidis was chosen
because it presented a clear dose-response relationship when in contact with DTT, as shown in Fig. 1). As illus-
trated in Fig. 2, the oxidative reactivity of Cu gradually decreased when the concentrations of S. epidermidis
cells increased. The oxidative reactivity of Cu was halved when in contact with 10 to 10° bacterial cells.mL~". At
concentrations equal or lower than 10? cells.mL~", no effect was observed on the OP of Cu. Similar trends were
observed with NQ, indicating that S. epidermidis cells are able to modulate the intrinsic reactivity of Cuand NQ
towards DTT. This clearly suggests that this bacterial species presents an “anti-oxidant” effect against both Cu
and NQ.

This protective effect may be explained by the interaction of these chemicals (adsorption or uptake) with
bacterial cells, thus reducing their availability for reacting with DTT. Numerous studies have shown that bacterial
cells walls present huge amounts of reactive sites (carboxyl, phosphoryl, amino, or sulfate groups) capable of
chemical complexation**~*%, Once deprotonated, these groups become anionic and therefore available for com-
plexation of cationic chemicals (such as Cu?>*) in aqueous solution. The processes involved in the limitation of
quinones’ oxidative potential could be different, as quinones can diffuse freely into the lipid bilayers of the cells
walls, where they can be trapped*-', thus becoming less available for reacting with DTT. Moreover, some studies
have evidenced the formation of hydrogen bonds between the reactive functional groups present on bacterial cells
walls and quinones or derivatives®. These two types of interactions between S. epidermidis cells walls and NQ or
Cu may explain the lower reactivity of NQ (or Cu) in presence of important concentrations of S. epidermidis cells.

The same experiment was performed with P. fluorescens and Micrococcus sp. but only at a concentration of
10° cells.mL ! (because of their low DTT response at lower concentrations, Fig. S2). The observed trends were
slightly different from those measured with S. epidermidis cells. These bacterial species presented low oxidative
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Figure 2. Oxidative reactivity of copper (Cu) and 1,4-naphthoquinone (NQ) in the presence of increasing
concentrations of S. epidermidis cells, measured with the DTT cell-free assay. Error bars correspond to standard
deviations calculated with triplicates. Rates of DTT loss from single species and mixtures of S. epidermidis cells
and Cu/or NQ are compared to those calculated as the sums of individual solutions. Asterisks indicate cases
where measured and calculated rates of DTT loss are statistically different (Wilcoxon rank-sum test, n=3,
p<0.1).

reactivity, which added up to that of Cu (additive depletion of DTT). However this was not the case for NQ, for
which intrinsic oxidative reactivity decreased in the presence of the bacterial cells. For example, in the presence of
Micrococcus sp., the oxidative reactivity declined by almost 40% with the mixture as compared to that calculated
as an individual sum from NQ and Micrococcus sp. The discrepancy in effects of the 3 tested bacterial species on
oxidative reactivity of Cu or NQ could be due to differences in cell wall composition (different nature and density
of functional groups). The cell wall of Gram positive bacteria (e.g. S. epidermidis, Micrococcus sp., etc.) is known
to contain important amounts of peptidoglycan (rich in reactive carboxyl, phosphoryl and amino groups etc.) as
well as of teichoic and teichuronic acids (containing carboxyl groups)** . On the contrary, Gram negative bacte-
rial cells (e.g. P. fluorescens) present external membranes with many proteins (glycosylated proteins, hydrophilic
channels or porins etc.), much less peptidoglycan and lack teichoic and teichuronic acids*~*, thereby being
potentially less reactive towards Cu or NQ.

Effect of fungal spores on the intrinsic oxidative reactivity of (atmospheric) model chemical
compounds. Using the same procedure as for bacteria, the OP of 1 uM Cu and 1M NQ, (chemicals com-
monly observed in the atmosphere) was assessed in the presence of increasing concentrations of airborne spores
of A. brasiliensis, A. fumigatus, S. chartarum and Penicillium sp. The results observed for A. brasiliensis are shown
in Fig. 3 where the rate of DTT loss clearly varied with the concentration of fungal spores. For instance, the
oxidative reactivity of Cuand NQ doubled and tripled in presence of 10* and 10° spores.mL~" of A. brasiliensis,
respectively. Similar increases in oxidative reactivity, but of variable intensity, were observed with the other fun-
gal spores (see Fig. S3). These observations support the cumulative effect of the intrinsic oxidative reactivity of
airborne chemicals and fungal spores.

To further investigate this cuamulative effect of OP, we compared the rate of DTT depletion induced by a
mixture of A. brasiliensis spores and Cu, NQ, or both chemicals, with the sum of DTT depletions measured with
individual biological and chemical species used at the same concentrations. The results show good agreement
between the DTT depletion measurements obtained with both methods (Fig. 3), confirming that the intrinsic
oxidative reactivity of fungal spores and airborne chemical compounds can be considered as cumulative. These
observations are in agreement with the results of studies showing linearity and additivity of individual contribu-
tions of airborne chemical species to overall OP'> 7.

Effect of cell viability on the oxidative reactivity of atmospheric PM.  Since both viable and dead
microorganisms can be found in atmospheric PM, in parallel to the reactivity of viable airborne microorganisms,
we also studied their oxidative potential after gamma-rays inactivation. It is worth noting such physical inac-
tivation method of living cells/spores was chosen in order to avoid the use of toxic chemicals, which are likely
to interfere with the acellular assay. Gamma-rays do not alter cell-wall integrity in the short term unlike other
methods used to inactivate microorganisms such as thermal or chemical treatments. Optical microscopy pictures
of inactivated cells and spores are provided in Figure S4. The intrinsic oxidative reactivity of inactivated fungal
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Figure 3. Comparison of the rates of DTT depletion induced by mixtures of A. brasiliensis spores and model
airborne redox-active chemicals (Cu, NQ and Cu+ NQ) with those calculated as the sum of individual

DTT depletion rates (clustered bar graphs). Statistical differences are highlighted with an asterisk (n =3,
p-value <0.1). Error bars represent standard deviations calculated from triplicate measurements.

spores and bacterial cells was evaluated in the presence and absence of real ambient PM samples. This approach
also gave information on the main process involved in ROS generation by bioaerosols.

The results presented in Fig. 4 show that inactivated spores of A. fumigatus present the same DTT response
as viable spores. Similarly, the rate of DTT loss induced by the mixture of inactivated spores of A. fumigatus and
ambient PM collected at the urban background site of Passy (Vallée de1’Arve, France) remained equal to the sum
of individual reactivity. Similar patterns were also obtained with ambient PM collected in a very different environ-
ment which is a subway platform in Toulouse, France, (Fig. S5). This suggests that the contributions of inactivated
fungal spores and ambient PM add up, as already shown with viable cells. Similar patterns can be observed in
Fig. 4 with S. epidermidis inactivated cells, although the effect is less pronounced. These findings highlight that
oxidative reactivity of airborne microorganisms is most probably based on a non-active mechanism since dead
spores/and cells present quantifiable OP values similar to those measured with active cells and spores (Fig. S6).
These results indicate that the oxidative process could relate to the outer cell/spore wall reactivity. It could be
hypothesized that intrinsic oxidative reactivity of airborne microorganisms derive from passive redox-activity
induced by the high density of functional chemical groups present at the external part of the wall of all living/
dead cells, and in particular of bacterial cells and fungal spores, which could ensure DTT dehydrogenation into its
disulfide form in presence of dioxygen, one of the major reactions involved in ROS generation through the DTT
cell-free assay (chemical mechanisms are provided in Fig. S7).

Several in vivo studies are also related to this question, but they are not yet fully conclusive. Our results are
consistent with the work by Hohl et al., (2005), based on the in vivo study of immune competent mice, which
demonstrated that A. fumigatus spores induce comparable inflammatory cell influx before and after being
heat-killed*2. This last study also showed that active metabolism is not critical for the underlying process, which
is probably mediated by 3-glucans exposed at the outer spore-walls*>. Other findings suggested more complicated
processes implying an “unknown” protein®***. For instance, by comparing control groups with mice inoculated
with viable and non-viable P. chrysogenum spores, Cooley et al., (2000) indicated that mice exposed to viable
spores produce significant total IgE serum whereas that exposed to non-viable spores did not®. This suggests
that the process is not related to the spore/cell wall constituents, because the same constituents are found onto
both active and non-viable microorganism wall. Noteworthy is that the precise underlying mechanism is still not
clearly understood*.

Conclusions

This study aimed at evaluating the intrinsic oxidative reactivity of model bioaerosols (bacterial cells and fungal
spores) through the use of an acellular assay (DTT depletion), and their role in the overall Oxidative Potential
of atmospheric PM. Four main results were obtained. (1) The tested model bioaerosols presented intrinsic oxi-
dative reactivity, which varies with the type of microorganisms (bacterial cells vs fungal spores), the species, and
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Figure 4. (I) Rates of DTT consumption by model bioaerosols inactivated by gamma-rays: (a) = Spores of A.
fumigatus and (b) = S. epidermidis cells. (II) Clustered bar graphs highlight the rate of DTT loss induced by the
mixture of model bioaerosols and ambient PM collected in Passy (Vallée de I’ Arve, France) whereas the stacked
bars were calculated as the sum of individual oxidative reactivity of ambient PM and gamma-rays inactivated
airborne microorganisms. Error bars correspond to standard deviations calculated with triplicates.

the cells/spores concentrations. At the highest tested concentrations of 10* and 10° spores.mL ' (which could
translate into the current atmospheric levels of bioaerosols observed in specific occupational backgrounds such
as composting facilities, agricultural zones etc.), fungal spores present oxidative reactivity similar to those of the
most redox-active airborne chemicals (e.g. Cu and NQ) and up to 10 times more reactivity than bacterial cells.
At concentrations equal or lower than 10° microorganisms.mL~! (which could translate into the most current
indoor/outdoor bioaerosol levels), all of the tested model bioaerosol presented insignificant OP, except A. fumig-
atus which is an opportunistic pathogens. (2) The OP of mixtures of fungal spores with natural PM or model
airborne chemicals (Cu or NQ) are similar to the sum of individually measured OP values, thus confirming a
cumulative effect of the OP of mixed reactants. (3) Bacterial cells (S. epidermidis) strongly reduced the OP of
Cuand NQ, in relation with a protective action of these bacteria against oxidation, probably related to cell wall
chelation of these chemicals, which thereby decreases their availability for reacting with DDT. This mechanism
has been widely considered for modeling interactions between bacterial cells and heavy metals, referring to a
surface complexation process. (4) Finally, experiments with gamma-rays inactivated airborne microorganisms
have shown that oxidative mechanisms occurring at the surface of fungal spores and bacterial cells are proba-
bly non-metabolic (passive) as viable and gamma-rays inactivated cells or spores presented similar OP values.
Although further studies are needed to better understand the underlying mechanisms, these results suggest that
ROS production by bioaerosols is probably independent of cell’s metabolism.

Altogether these results show the importance of accounting for the contribution of bioaerosols when assessing
the overall oxidative potential of ambient PM. Further work is needed to better understand the role of bioaerosols
in the global toxicity of PM especially by considering the complexity of airborne microbial communities (bacteria
cells, fungal spores, viruses etc.) and their byproducts (endotoxins, mycotoxins, etc.), pollen, plants debris etc.
which can positively or negatively modulate the OP of PM. It would be important to fully assess the impact of
bioaerosols on health for the initiation of health alerts by authorities, since both the type of airborne microorgan-
isms and their concentration were shown in the present study to control the oxidative reactivity of natural PM.

Material and Methods

Selection of model bioaerosols. Some common atmospheric bacterial and fungal species have been
selected!” 1%2%30.56.57 For bacteria, two Gram positive cocci (Staphylococcus epidermidis and Micrococcus sp.) and
one Gram negative rod (Pseudomonas fluorescens) were selected. Concerning fungi, spores of Stachybotrys char-
tarum and Penicillium sp. and of Aspergillus brasiliensis and Aspergillus fumigatus were used. These fungal species
are commonly used in exposure models because of their frequent occurrence in indoor air contamination®.

A. fumigatus is involved in various health issues such as severe invasive aspergillosis in immune-compromised
people, or in allergic bronchopulmonary aspergillosis. S. chartarum is of particular interest in indoor environ-
ments due to its ability to colonize damps and to produce mycotoxins (trichotecenes) responsible for respiratory
and neurological effects?® %, It should be emphasized that all selected microorganisms are commonly found in
outdoor or indoor environments.
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Sampling airborne bioaerosols. Commercial reference strains (CIP69.13 T, ATCC 14 990 and ATCC
16404, respectively) were used for P. fluorescens, S. epidermidis and A. brasiliensis. The other species were isolated
from urban and natural environments: indoor for Micrococcus sp., S. chartarum and Penicillium sp., and outdoor
for A. fumigatus. Air samples were collected using a one stage Andersen impactor at a flow rate of 28.3 L.min"! for
4 minutes®. These microorganisms were directly impacted onto solid culture media: Malt Extract Agar culture
for fungi and Trypticase Soy Agar for bacteria. Plates were incubated at 27 °C for 5 days. Colonies were identified
by macroscopic and microscopic examinations, using lactophenol blue stain for fungi and Gram staining for
bacteria.

Culture of isolated model bioaerosols.  For each previously isolated and identified microorganism spe-
cies, a single colony was cultured on biological culture media: Luria-Bertani (LB, Biolife Italiana, Milan) for
bacterial cells and Malt agar (MA, Biolife Italiana, Milan) for fungal spores. The inoculated culture plates were
incubated at 30°C, for 2 and 5 days, for bacterial cells and fungal spores, respectively. This step was intended to
collect the cells and/or spores in their exponential growth phase (See Fig. S8A,B).

For bacterial cells, a single colony of each isolated strain was inoculated in 10 mL Luria Bertani liquid medium
(LB, Biolife Italiana, Milan) and grown at 30°C for 2 days, with agitation at 150 rpm. Preliminary experiments
indicated that the liquid culture media were not suitable for the cell-free OP assays, due to very fast and impor-
tant depletion of antioxidant in the negative controls. These media contain reactive chemical compounds, such
as transition metals (e.g. Fe), which are known to cause high DTT depletion. To avoid such interferences dur-
ing the DT assay, bacterial cells suspensions were centrifuged for 10 min at 5000 g (at ambient temperature).
The bacterial pellet was suspended aseptically in 10 mL of sterile chelex treated phosphate buffer ([PO,] =1M;
pH=7.4=£0.1). This cells-cleaning process was repeated three times.

Concerning fungal spores, a single colony of each isolated microorganism was inoculated onto malt agar
plates and then grown at 30°C for 5 days. The growth of fungal spores into liquid medium gave rise to filamen-
tous structures (mycelia), which were not investigated in the present study. Hence, after fungi culture onto solid
culture media for 5 days, fungal spores were collected in sterile ultrapure deionized water (UP Water), by gently
scraping the surface of culture medium with sterile swabs. The swabs were soaked in 10 mL UP water and stripped
by vortexing, in order to recover the maximum of spores. This process was performed several times to get enough
spores without incorporating culture medium in spores’ suspensions.

Quality and enumeration of microbial suspensions. To ensure that there was no contamination dur-
ing the cells/spores culture steps, culture purity was visually controlled by optic microscopy (Axioscope, Zeiss):
10 uL of microbial suspensions and serial dilutions (1:10 to 1:10000) were loaded between glass slides and covers-
lips. The presence of single shape cells was verified systematically and the number of cells/ spores was determined
in order to determine liquid concentrations: at least 100 bacterial cells or fungal spores were counted in several
microscope fields®, in order to obtain enumerations with estimated errors lower than 15%.

Gamma rays inactivation of bioaerosols. To evaluate if the oxidative potential of airborne microor-
ganisms is linked with active or passive metabolic mechanisms, some model bioaerosols were inactivated with
gamma-rays. Briefly, microbial suspensions prepared in glass tubes were irradiated with gamma-rays at 10 kGy
for 16 h (CEA facilities, Grenoble, France). After irradiation, cell wall integrity was checked by optical microscopy
and the absence of cell viability was also tested by culturing aliquots of the gamma-irradiated samples, which
revealed always negative.

Sampling ambient particulate matter (PM) - Extraction of atmospheric PM and pure chemical
compounds. PM,, samples were collected on quartz filters with a high-volume air sampler (DA-80) at a flow
rate of 30 m*/h over 24 h. Sampling was achieved in different environments in France: Passy (Vallée de 'Arve, in
winter)®! and Toulouse (subway station).

To evaluate the effect of bioaerosols on the OP of ambient PM, 5 mm diameter punches of filters were extracted
in UP water by shaking for 2 hours at 37°C in the dark. Filter extracts were then centrifuged (at 1500 rpm for
5min) at 4°C, to separate the filter residue and the supernatant, which was used for the OP measurement.

For model chemical compounds, appropriate amount of copper (Cu) and 1,4-naphtoquinone (NQ) were also
dissolved in UP water by shaking the for 40 min at 37 °C in the dark condition. These chemical species were
selected since they are known to be highly redox-active and widely used as positive controls in OP studies'>**,

OP measurement: adaptation of the DTT assay to bioaerosols oxidative potential measure-
ments. The dithiothreitol (DTT) assay is a cell-free method commonly used to assess the oxidative potential
of airborne redox-active chemical compounds® . Briefly, DTT consumption is continuously monitored when in
contact with PM, and the depletion of DTT (in excess) is proportional to the concentration of redox-active spe-
cies present in PM. The protocol established by Charrier and Anastasio, (2012) was adapted to fit our constraints,
and significant changes were brought in the sample pretreatment step'®*".

The loss of DTT was monitored with a semi-automated method conducted in 48 wells plates: intrinsic light
absorbance of the mixture was measured at 412 nm on a plate-reader (TECAN spectrophotometer Infinite® M200
pro). The procedure was as follows: 50 uL of model bioaerosols suspensions and/or 50 uL of PM extracts were
incubated with an appropriate quantity of 1 M phosphate buffer (pH=7.4=+0.1, pre-incubated at 37°C) in a final
volume of 550 uL. Triplicates of each sample were used for kinetic studies. The reaction was initiated by adding
50 uL of DTT (0.5mM DTT solution in phosphate buffer) to each well (including the negative controls). The
reaction was stopped at 3 specific times (0, 15 and 30 min) by adding 100 uL of 1 uM 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic
acid) (DTNB). The reaction between the remaining DTT and DTNB gives rise to a yellowish color (thionitroben-
zoate; TNB) which can be monitored at 412 nm (maximum absorbance). Measurement repeatability was assessed
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Figure 5. Kinetics of DTT consumption by the model bioaerosols (case of A. fumigatus). Each data point is the
average of triplicate measurements. Error bars represent the standard deviation calculated with triplicates (when
not visible, they are smaller than symbols).

by calculating the coefficient of variability (CV) between triplicates. The calculated CV were always lower than
5%. The rate of DTT loss, which indicates the ability of model bioaerosols to produce ROS, was determined from
the slope of the linear regression of DTT remaining amount vs time, as shown in Fig. 5 (each time point was
calculated as average + standard deviation). The rate of DTT depletion was measured under conditions ensuring
linearity of this rate, i.e. when less than 30% of initial DTT amount is depleted. The amount of remaining DTT
was obtained from equation (1):

_ Ny x Abs,

P Abs, 1)

where Ny indicates the amount of DTT at time t (nmol), Ny: is the amount of DTT (expressed in nmol) at time
t=0, Abs,, is the absorbance corresponding to the initial amount and Abs: is the absorbance measured at time t.

The intrinsic rate of DTT loss for all samples was calculated by subtracting blank values (or negative controls)
from each sample value within the same experiment.

The rate of DTT depletion is assessed in presence of increasing realistic environmental concentrations of
bioaerosols. Tested concentrations ranged from 10? to 10° microorganisms/ml. Such concentrations could cor-
respond to the exposure levels currently observed in both indoor/or outdoor or/and occupational backgrounds
(e.g. composting facilities). Table 1 indicates either the tested concentrations of model bioaerosols expressed in
microorganisms.ml~! and corresponding values in microorganisms per cubic meter of inhaled air. This conver-
sion was performed with the following equation:

(Nb/mL) x 20 ml
11 m’ (2)

where Nb/m?: is the concentration of viable microorganisms in air (microorganisms.m*); Nb/mL: is the con-
centration of microorganisms in liquids (microorganisms.ml~'); 20 ml is the estimated volume of lung fluid and
11m? is the volume of inhaled air within a 24 h, by an adult human®. To simplify the calculation, we assumed
that inhaled microorganisms remain into the lung fluid for 24 h, are viable and fully transferred to the deep lungs.

Nb/m® =

Statistical analysis. Differences between the rate of DTT loss from single mixture of PM components
(e.g. Cu, NQ, model bioaerosols) and those calculated as the sum of individual rates were analyzed with the
non-parametric Wilcoxon rank-sum test. This non-parametric method was chosen because of the small sample
size (n = 3). Statistical differences are indicated with asterisks (p <0.1).
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Chapitre 6 : Contributions des bioéarosols au PO global des aérosols
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Figure S1: Intrinsic oxidative reactivity of A. brasiliensis spores and S. epidermidis. bacterial cells at increasing concentration, evaluated with: (A)
Dichlorofluorescin diacetate (DCFH) and (B) Ascorbic acid cell free assays respectively. Error bars are standard deviation between triplicates of
measurements.
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Figure S2: Oxidative reactivity of copper (Cu) and 1,4-naphthoquinone (NQ) in the presence of 10° P. fluorescens/or Micrococcus sp.
bacterial cells, assessed with DTT cell-free assay. Error bars are standard deviation between triplicates of measurements. Asterisks
indicate significant difference between the measured and the individual sum of DTT depletion rate (n=3, Wilcoxon rank-sum test, p<
0.1).
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Figure S3: Evolution of intrinsic oxidative reactivity of copper and (Cu) and 1,4-naphtoquinone (NQ) in the presence of increasing concentrations of:
(A) Spores of Penicillium sp., (B) Spores of A. fumigatus and (C) Spores of S. chartarum. Oxidative reactivity has been evaluated with DTT cell-free
assay. Error bars indicate standard deviation between triplicates of measurements. Asterisks underline cases where the measured and that calculated
as the sum of individual rate of DTT loss are significantly different (n=3, Wilcoxon rank-sum test, p< 0.1).
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Figure S4: Optical microscopic images of gamma-rays inactivated microorganisms: (A)= A. fumigatus, (B)= A. brasiliensis, (C)= Penicillium sp.; (D)= Microccus sp.; (E)=S.
epidermidis,
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Figure S5: Rate of DTT depletion by a single mixture of gamma-rays inactivated A. fumigatus spores and ambient PM collected in Toulouse
(subway station) compared to that calculated as sum of individual oxidative reactivity. Statistical differences between measured and calculated
rate of DTT loss were analyzed with Wilcoxon rank-sum test (n=3, p< 0.1). Error bars are standard deviation between triplicates of
measurements.
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Figure S6: Rate of DTT depletion from viable microorganisms compared to that from gamma-rays inactivated ones. Statistical difference
are underlined with asterisks different (n=3, Wilcoxon rank-sum test, p< 0.1Error bars are standard deviation between triplicates of
measurements.
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Figure S7: Chemical basis of DTT oxidation by redox-active contents of PM (adapted from Rattanavaraha et al., 2011 and therein
references)
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Micrococcus sp.,

Figure S8A: Growth of bacteria cells collected onto Trypticase soy agar culture medium and specific subculture of identified Micrococcus sp.,
bacterial cells onto Luria-Bertani agar culture medium (A).
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Figure S 8B: Growth of Fungal spores collected onto Malt Agar culture medium (MA) and specific subculture of identified A. fumigatus spores onto

MA (B). 9
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Figure S9: Optical microscopic examination of ambient particulate matter (PM) collected in Passy (Vallée de I’Arve, France). (A) shows the total content
of real ambient PM whereas (B) provides a specific revelation of biological fraction of PM. DNA was colored with the SYTO® 9 fluorescent dye.
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Figure S 10A: Growth of A. brasiliensis spores incubated together or not with DTT/or DCFH onto Malt Agar culture medium (MA),
concentration was obtained by gently scrapping spores into a sterile water resuspension followed by microscopic count.
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Identifiant 1 p 3 4

OD (550 nm) 1,283 1,305 1,422 0

Figure S 10B: Growth of S. epidermidis cells incubated together or with DTT/or DTT+DTNB/ or DCFH into Luria Bertani liquid (LB) culture medium:
(1) S. epidermidis +DTT; (2) S. epidermidis +DTT+ DTNB; (3) S. epidermidis +DCFH-DA and (4) Negative control (LB without any cells). The Growth rate was
determined by spectrophotometry (optical density (OD)) at 550 nm.
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Conclusions générales et perspectives

La matiere organique particulaire (MO) représente généralement la premiére composante en
masse des aérosols. Elle fait aujourd’hui 1I’objet d’une attention particuliére de la part de la communauté
de (géo)chimie atmosphérique en raison de ses effets sur la santé, le climat, et I'environnement. De fortes
incertitudes subsistent, néanmoins sur ces impacts a cause de notre capacité limitée a prédire et quantifier
la MO ambiante dans sa globalité (Fuzzi et al., 2015; Yttri et al., 2009). Ces limitations sont tres
certainement liées en partie & nos connaissances encore limitées sur les aérosols organiques d’origine
biogénique primaire (PBOA), les sources et processus dominants conduisant a leur introduction dans
I’atmosphére, les quantités totales de PBOA présentes dans I’air, ’influence des conditions
environnementales sur les variabilités spatiotemporelles de leurs concentrations, et finalement sur leurs
interactions complexes avec la composition chimique des PM (Bozzetti et al., 2016; Coz et al., 2010;
Zhang et al., 2011). Une meilleure compréhension de ces phénomenes apparait donc essentielle pour
I’amélioration des outils de modélisation ainsi que pour I’¢laboration de politiques publiques en faveur
d’une meilleure qualité de I'air.

Dans ce contexte, I’objectif principal de ce travail de thése était de développer nos connaissances
sur les sources et de la dynamique des sucres primaires particulaires atmosphériques pour mieux
appréhender et quantifier les PBOAs en France. Le second objectif de ce travail était d’évaluer le
potentiel oxydatif (PO) intrinséque des particules organiques d’origine biogénique primaire ainsi que
leur importance relative sur le potentiel oxydant (PO) global des aérosols. A notre connaissance, il s’agit
de la premiere étude considérant cette caractéristique dans les études de PO des aérosols.

Pour répondre a ces deux principaux objectifs, ce projet interdisciplinaire s’est reposé sur deux
approches complémentaires, qui impliquaient dans une premiére phase, ’exploitation statistique de
I’une des plus grandes bases de données existantes sur la caractérisation chimique des sucres primaires
particulaires ainsi que sur la quantification des sources d’émission de PM collectées sur des sites d’étude
de typologies diversifiées et répartis sur I’ensemble du territoire national francais (cf. Chapitre 2). Grace
a ces jeux uniques de données, nous avons pu étudier les dynamiques temporelles et spatiales associées
aux sucres primaires et aux PBOAs ambients, en utilisant de plusieurs méthodologies statistiques (cf.
Chapitres 2, 3 et 4). Cela était un préalable indispensable pour identifier la période la plus favorable
pour I’étude spécifique des communautés microbiennes associées aux sucres primaires, traceurs de
PBOA. Deux campagnes annuelles de terrain ont ainsi pu étre planifiées et menées lors des périodes
d’été 2017 et 2018, sur des sites contrastés en termes de typologies, conditions climatiques,
géographiques et couverture de sols. Les échantillons collectés ont été analysés en utilisant un large parc
analytique permettant leur caractérisation détaillée en termes de composition chimique (fraction
carbonée, sucres primaires, cellulose, sucres anhydres, ions, métaux, éléments traces, etc.) et
microbiologiques (composition taxonomique en bactéries et champignons). L’étude des communautés
microbiennes atmosphériques a nécessité la mise au point sur prés de 6 mois d’un protocole de biologie
moléculaire adapté & des échantillons contenant peu de matériel génétique (ADN génomique fongique
et bactérien) et particulierement sensibles aux contaminations. Nous avons ainsi réussi a mettre au point
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un protocole permettant d’extraire de ’ADN généomique en quantité et qualité suffisantes pour
permettre son séquencage a haut débit par une approche de metabarcoding.

Pour mieux rendre compte des travaux interdisciplinaires complémentaires réalisés dans cette
thése pour mieux appréhender les PBOASs, nous avons décide de synthétiser les principales avancees de
ce travail de thése selon trois volets, chacun comportant une ouverture sur des perspectives scientifiques
envisageables, voire déja en cours.

1 Base de données sur la spéciation chimique et la caractérisation des sources de PM

Dans les chapitres 3 et 4, nous nous sommes intéresses dans un premier temps aux évolutions
des concentrations atmosphériques en sucres primaires dans les fractions PM.s et PMyo a différentes
résolutions temporelles (journaliéres, mensuelles, saisonniéres et annuelles) et spatiales (locales,
régionales et nationales). Nous avons pu montrer que les concentrations atmosphériques en sucres
primaires, traceurs moléculaires de PBOAs, présentent une saisonnalité bien marquée en France. En
effet, des maxima atmosphériques en sucres primaires particulaires ont été observeés en fin de printemps
jusqu’au début de 1’automne, suivis d'une baisse drastique en fin d'automne et des minima
atmosphériques marqués pendant la période hivernale. Nous avons également vu que les sucres
primaires particulaires sont prépondérants dans la fraction grossiére des aérosols (PMig). Au regard du
spectre de tailles des particules biologiques atmosphériques (cf. Chapitre 1), qui sont généralement
localisées dans les PM1o (Zhang et al., 2010; Zhu et al., 2018), ces résultats suggerent que les variabilités
temporelles des concentrations atmosphériques en sucres primaires sont trés certainement dues aux
fortes activités métaboliques biologiques pendant les périodes estivales.

Nos résultats ont également permis de mettre en évidence une similitude entre les évolutions
temporelles de concentrations et de ratios entre sucres primaires pour des sites localisés dans une méme
région géographique (jusqu’a une distance inter-sites d’environ 200 km). Ces observations indiquent
gue la source PBOA est tres homogeéne spatialement sur des distances cohérentes avec celles de grands
types d'écosystemes. Pour les sites qui ne sont pas directement influencés par les activités agricoles, nos
résultats ont clairement mis évidence que les évolutions temporelles des concentrations atmosphériques
en sucres primaires dans les PM1o sont déterminées par des facteurs environnementaux régionaux dont
la température, I’humidité relative ou encore la densité et/ou le type de végétation. Enfin, pour un site
directement influencé par les activités agricoles, les pics de concentration de sucres primaires
particulaires ont seulement été mis en évidence de facon extrémement concomitante avec les moissons
des cultures autour du site d’étude. Ces derniéres observations indiquent que ces maxima de
concentrations sont principalement liés aux microorganismes endophytes et épiphytes hébergés dans les
plantes, et non pas directement a la remise en suspension de la flore tellurique dans I’air, comme
généralement suggeré dans la littérature (cf. Chapitre 4).

Dans un second temps, nous avons évalué I’importance massique des PBOAs dans les PM.
Ainsi, une premiere approche « simplifiée » de type monotraceur sur des sites de fond rural nationaux a
permis de mettre en évidence que les PBOASs constituent une source significative de PM.sen période
estivale, représentant en moyenne environ 4.5 a 9.5% de la masse de 1’0OC sur ces sites. Ce premier
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constat nous a incités a affiner I’estimation de leurs contributions et a établir un profil chimique robuste
associée aux PBOAs dans la fraction grossiére PMao. Ceci a été réalisé en se basant sur une approche de
PMF harmonisée pour une analyse homogene des sources de PMy sur seize sites d’études en France,
qui avait été développée dans le cadre de précédents projets (DECOMBIO et SOURCE). Les sites
d’études correspondants recouvrent plusieurs régions et conditions climatiques typiques en France, ce
qui est essentiel pour fournir des estimations robustes de 1’importance massique de la source PBOA sur
des sites de typologies variées a I’échelle nationale. Cette analyse a permis de montrer une contribution
annuelle moyenne considérable des PBOAs aux PMio indépendamment de la typologie des sites
d’études. Ils présentent des temporalités (saisonniéres) qui sont tout a fait cohérentes avec
I’augmentation de 1’activité biologique en période estivale. Un résultat important de cette étude est qu’a
I’échelle de I’année, les PBOAS constituent une fraction importante de la MO puisqu’ils contribuent en
moyenne massique a 13 + 4 % de la MO dans les PM1o en France. En période estivale, cette contribution
peut méme augmenter jusqu’a 40% de la MO pour certains sites alpins.

Enfin, nos résultats ont également permis de montrer que I’empreinte chimique associée aux
PBOAs est largement dominée par la fraction organique (78 = 9 % en moyenne de la masse du facteur
source identifié comme « PBOA » par ces études PMF), avec seulement une contribution mineure des
poussiéres minérales (3.0 £ 1.5 % en moyenne). Ces résultats nous confortent & nouveau dans I’idée que
la source PBOA n’est pas directement liée a la remise en suspension de la flore tellurique dans I’air, ce
qui est une avancée importante pour la compréhension des processus d’émission en vue de leur
modélisation future.

In fine, ces résultats pourraient sans doute ouvrir de nouvelles voies vers une meilleure
incorporation des PBOAs dans les modéles de chimie-transport (CTM). A ce stade, ils permettent la
comparaison de plusieurs séries annuelles de contributions des PBOAs a la masse de MO avec la part
de MO non expliquée par les modeles de CTM. Par ailleurs, les approches statistiques utilisées ont
permis de hiérarchiser les facteurs environnementaux (i.e., conditions météorologiques, densité et ou
type de végétation, couverture des sols, etc.) qui déterminent les niveaux atmosphériques en sucres
primaires dans les PMyo sur quelques sites d’études en France. La généralisation de ces approches a une
large gamme de sites représentatives de 1’ensemble des conditions climatiques typiques en France
pourrait permettre une meilleure paramétrisation des sources de PBOAs dans les modéles CTM.

Les résultats des Chapitres 3 et 4, particulierement novateurs, ont permis de mieux comprendre
les dynamiques spatiotemporelles du PBOA. Toute fois, la source PBOA demeure encore mal
caractérisée d’un point de vue chimique car les polyols majoritaires utilisés comme traceurs dans les
analyses PMF ne représentent seulement que 3.0 + 1.5 % de la masse de ce facteur PBOAS en France.
Par conséquent, une meilleure caractérisation des autres espéces chimiques co-émises reste nécessaire
afin progresser dans la connaissance de la composition chimique des sources de PBOAs. Sur ce point,
une méthodologie analytique a trés récemment été mise au point a I’IGE afin de permettre 1’analyse de
la cellulose libre dans les particules atmosphériques. Les premieres analyses de séries annuelles
d’échantillons montrent que la cellulose libre constitue une fraction significative des PMio, pouvant
atteindre 7.5 & 32.4 % de la MO en masse, avec des co-variations marquées de ses concentrations avec
celles des sucres primaires. Ainsi, la prise en compte de sa concentration dans des prochaines analyses
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PMF devrait donc sans doute permettre d’améliorer la caractérisation de I’empreinte chimique associée
aux PBOA:s.

Enfin, nous avons pu voir aussi que 1’inclusion des concentrations de glucose dans les analyses
PMF conduisait & des solutions non stables statistiquement (cf. Chapitre 4). A ce stade, nous ne pouvons
pas clairement expliquer cette observation. Des travaux supplémentaires sont encore nécessaires a ce
sujet afin de mieux caractériser les sources biogéniques du glucose. A tire d’exemple, Leck and Bigg
(2005) ont pu identifier du glucose dans les embruns marins issus de I’océan Arctique pendant la période
d’été, suggérant que le glucose pourrait également avoir une origine marine.

2 Caractérisation de Dorigine biogénique et de I’empreinte microbiologique
atmosphérique associées aux sucres primaires dans les PM1o

Les approches interdisciplinaires peuvent grandement participer a une meilleure compréhension
des communautés microbiennes atmosphériques qui déterminent les évolutions journaliéres et les
variations spatiales des concentrations atmosphériques en sucres primaires dans les PM1o. Ainsi, dans le
Chapitre 5, nous nous sommes intéressés dans un premier temps a 1’étude des liens entre les évolutions
journaliéres des concentrations atmosphériques primaires et la structure et 1’abondance des
communautés microbiennes présentes dans les PMio. Nos résultats ont clairement permis de mettre en
évidence que les évolutions journaliéres de ces espéces chimiques sont déterminées par seulement
guelques taxons spécifiques présents dans les PM1o. La comparaison des résultats de deux campagnes
d’échantillonnage ménées sur périodes d’été 2017 et 2018 ont permis de montrer la robustesse et la
reproductibilité de I’empreinte microbiologique associée aux sucres primaires dans les PM3o. Ce travail,
résolument interdisciplinaire, est précurseur et représente a notre connaissance une des premiéres
applications des outils de séquencage haut-débit pour comprendre les évolutions temporelles des
concentrations atmosphériques en sucres primaires particulaires.

Dans une seconde phase, nous nous sommes intéressés aux liens entre les évolutions journaliéres
des concentrations atmosphériques primaires et la structure et I’abondance de communautés
microbiennes dans les PMy sur trois sites d’études localisés dans des régions (géo)climatiques distinctes
en France. Ces résultats, encore en cours d’exploitation, ont déja permis de montrer que les variations
spatiales des concentrations atmosphériques en sucres primaires dans les PM;o sont associées a des
microorganismes atmosphériques ayant une distribution et source trés localisée d’un point de vue
régional.

Ces données ouvrent des perspectives de recherche supplémentaires sur des points qui n’ont pas
pu étre traités dans le temps imparti pour cette thése. Ici, malgré le couplage innovant de méthodes
analytiques chimiques variées (HPLC-PAD, chromatographie ionique, etc.) avec des techniques de
metabarcoding, nous n’avons n’a pas pu déterminer si les concentrations en sucres primaires dans les
PMio sont liées aux émissions directes de microorganismes, comme pendant les processus de
sporulations ; ou bien aux sous-produits émis “par” ou “avec” les microorganismes ; OU encore un
mélange des deux. Une compréhension plus détaillée de ces processus d’émission est nécessaire pour

avancer dans leur paramétrisation et I’incorporation future dans des modéles CTM. Pour ce faire, des
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essais sont en cours a I’IGE pour tenter de doser directement les fractions hydrosolubles et totales de
sucres primaires contenues dans des microorganismes modeéles cultivés au laboratoire sous diverses
conditions de stress (carence de nutriments, stress hydrique, variations de de température, etc.) et de
vieillissement afin de mieux caractériser le profil des sucres primaires produits par des microorganismes
en conditions de cultures de croissance. Les espéces modéles utilisées ont été isolés a partir
d’échantillons environnementaux. Nous avons décidé de conduire ces essais sur une dizaine de
microorganismes modeles en nous basant sur leur abondance atmosphérique et de maniere a disposer
de représentants des taxons positivement et négativement corrélés aux concentrations de sucres
primaires dans les PMyo tel que montré dans le Chapitre 5. Si les résultats sont concluants, ces essais
permettront d’intercomparer les ratios entre espéces chimiques dans les PMyo et chacune des deux
fractions (i.e. hydrosoluble et totale). En effet, a travers le chapitre 4 de cette thése, nous avons pu voir
gue les ratios entre sucres primaires particulaires ambients indiquent des variabilités spatiales et
temporelles non aléatoires. Cette derniére observation pourrait étre liée a la fagon dont les différentes
communautés microbiennes atmosphériques identifiées réagissent aux diverses pressions exercées par
les facteurs environnementaux régionaux (Rathnayake et al., 2016; Stgpalska and Wotek, 2005).

Par ailleurs, nous avons observe une forte influence des conditions (géo) climatiques régionales
sur la structure des communautés microbiennes atmosphériques qui déterminent les évolutions
journalieres des concentrations atmosphériques en sucres primaires dans les PMio. Dans ce contexte, il
semble pertinent de réaliser une étude combinant des approches de metabarcoding et de métabolomique,
qui permettraient de caractériser respectivement la biodiversité dans sa globalité et 1’empreinte
métabolique unique associée aux génotypes mis en évidence lors des processus biologiques au cours du
temps. Cela permettrait de mieux appréhender comment des conditions environnementales spécifiques
a une région géographigque donnée influencent la nature et la quantité de sucres primaires émis par les
microorganismes atmosphériques.

3 Contribution des bioaérosols au potentiel oxydatif global des aérosols

Le Potentiel Oxydant des aérosols est une métrique prometteuse d’intérét sanitaire qui apporte
des informations plus complétes que la concentration massique des particules qui sert actuellement a
lancer les alertes sanitaires. Dans le Chapitre 6, nous nous sommes attelés a mieux appréhender le réle
de la fraction biologique au PO global des aérosols qui était trés peu documenté. Ainsi, le PO de
bioaérosols modeles (bactéries et spores fongiques) ubiquitaires dans 1’air extérieur et intérieur a été
évalué grace aux tests acellulaires utilisés en routine a I’IGE pour mesurer le PO de particules chimiques.
Il s’agissait également d’étudier leurs effets sur PO de PM collectées en conditions réelles (PM
atmosphériques) ou sur de composés chimiques modéles (ex., 1,4 naphtoguinone (NQ), cuivre (Cu))

connus pour leur activité redox dans I’atmosphere.

Il a donc fallu dans un premier temps adapter et optimiser ces protocoles afin de pouvoir mesurer
la part inhérente aux bioaérosols. Nos résultats ont permis de montrer que tous les bioaérosols modéles
testés possedent chacun un PO intrinseque, dont I’intensité varie avec la nature des espéces microbiennes
et leur concentration. De plus, les spores fongiques ont en moyenne un PO 10 fois plus élevé que les
cellules bactériennes testées. Ces résultats montrent comment les bioaérosols sont capables de contribuer
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ou de moduler le PO global des PM. Ceci ouvre aussi des perspectives sur la compréhension de la
réponse (non)linéaire de certaines composantes chimiques au PO qui pourraient étre combinées avec
des bioaérosols. Et enfin, ce potentiel oxydant intrinseque des bioaérosols montre que ces especes
devraient étre considérées dans les évaluations des impacts sanitaires et que leurs analyses devraient étre
systématiques et intégrées aux analyses de contaminants classiques.

Ces résultats ont permis de mettre en évidence que les bioaérosols ont une influence significative
sur le PO des PM chimiques modéles ou collectées en conditions réelles. En effet, le PO intrinseque des
spores fongiques testées s’additionne a ceux de composés chimiques modéles et PM atmosphériques. A
I’inverse, 1’effet des cellules bactériennes sur le PO est contrasté. En effet, si les cellules bactériennes
de P. fluorescens et Micrococcus sp. ont tendance a réduire seulement le PO de la 1,4-naphtoquinone
(NQ), celles de S. epidermidis réduisent significativement a la fois le PO du Cu et de la NQ,
probablement via des mécanismes de complexation des composés générant des ERO, comme le cuivre,
par les parois cellulaires, et qui sont de ce fait moins disponibles.

Enfin, nos résultats ont clairement permis de monter que certains microorganismes présentent
un PO intrinséque important et peu sensible a 1’état de viabilité des cellules, puisqu’il reste comparable
avant et apres inactivation aux rayons gamma. Cela suggere que leur capacité a générer des espéces
réactives de I'oxygene passe probablement par un mécanisme de surface, vraisemblablement liée a la
paroi cellulaire. Ces résultats ouvrent clairement de nouvelles questions scientifiques. En effet, comme
nous I’avons déja évoqué dans ce manuscrit, les cellules microbiennes contiennent de grandes quantités
de polyols, qui sont connus pour leur capacité a neutraliser efficacement les espéces réactives de
I’oxygene (ERO) (Jennings et al., 1998; Upadhyay et al., 2015). Nos résultats font ressortir la question
des mécanismes moléculaires fins sous-jacents et notamment de savoir quels sont les mécanismes de
production d’ERO par les bioaérosols modéles utilisés dans nos tests acellulaires. Est-ce que les polyols
contenus dans les microorganismes sont présents au niveau de leur paroi ou dans leur cytosol, et donc
non accessibles lors de nos expériences, ou sont-ils sous forme libre/accessible ? Leur mesure dans
I’atmosphére découlant d’une extraction aqueuse (avec filtration a 0,22 pm), démontre leur caractére
hydrosoluble. Ce dernier point améne donc a des questions sur la disponibilité de ces composés
organiques lors des mesures de PO mais aussi sur leur réactivité dans les aérosols.

En dépit des limites mentionnées ci-dessus, 1’ensemble de ce travail apporte des résultats
originaux qui permettent de progresser significativement 1’état des connaissances sur les PBOAs. Les
résultats obtenus constituent des arguments pour la prise en compte systématique des PBOAS dans le
cadre des études sur les aérosols atmosphériques. Le travail présenté ici a été possible en partie grace a
la disponibilité d’une large base de données sur la caractérisation chimique des sucres primaires ainsi
que sur la quantification des sources de PMio sur plusieurs sites d’études en France. Cette base de
données unique est le fruit de nombreux programmes de recherches menés ces derniéres années en
collaboration avec de nombreux partenaires de I'IlGE (équipes de recherche et AASQA). Ce travail,
résolument interdisciplinaire, a également été possible grace a la mise en ceuvre de différentes approches
complémentaires, impliquant entre autres la mise en place de deux campagnes annuelles de terrain

spécifiques, le développement et/ou I’optimisation de méthodologies analytiques, 1’utilisation conjointe
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d’un large parc analytique de géochimie et de microbiologie moléculaire, et enfin le traitement
statistique de données.
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AA : Acide ascorbique

AASQA : Associations Agréées de
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ACP : Analyse en composante principale

ADN : Acide désoxyribonucléique

AMS : Aerosol Mass Spectrometer

ANDRA : Agence nationale pour la gestion
des déchets radioactifs

ANOSIM : Analyse de similarités

ANSES : Agence nationale de sécurité
sanitaire de [’alimentation, de
[’environnement et du travail

ANSP : Agence nationale de santé publique

ARIMA : : Modéles autorégressifs a
moyennes mobiles intégrés

ARMA : Modéles autorégressifs a moyennes
mobiles

BC : Black Carbon

BPCO : Bronchopneumopathie chronique
obstructive

C : Carbone

CCN : Noyau de condensation (ou Cloud
condensation nuclei en anglais)

CHs4 : Méthane

CMB : Chemical Mass Balance

COs; : Dioxyde de carborne,

COP : Conférence des Parties

COV : Composés Organiques Volatiles

CTM : Modeéles de transport-chimie

CZO : Critical Zone Observatory

DCFH : Difluorescéine

DCFH,-DA : 2°,7’-dichlorofluorescéine
diacétate

DMS : Diméthylsulfure

Dr : Diamétre aérodynamique

DTNB : acide 5-5-dithiobis-2-nitrobenzoique

DTT : Dithiothréitol

EC : Carbone élémentaire

EMBL : Laboratoire Européen de Biologie
Moléculaire

ERO : Especes réactives de [’oxygene

FISH : Hybridation in situ en fluorescence

Gg : Gigagramme

GIEC : Groupe d'Experts Intergouvernemental
sur I'Evolution du Climat

H.O : Monoxyde de dihydrogéene

HPLC : Chromatographie en phase liquide a
haute performance

HRP : Peroxydase de raifort (Horseradish
peroxidase)

HTS : High-throughput sequencing

ICP-MS : Spectroscopie de masse a plasma a
couplage inductif

IGE : Institut des Géosciences de
I'Environnement

IN : Nucléation des glaces (Ice nucleation)

IPPC : Prévention et réduction intégrées de la
pollution

ITS : Espaceurs internes transcrits

LAURE : Loi sur I’Air et I'Utilisation
Rationnelle de I’Energie

LB : Luria-Bertani

LD : Limite de détection

MA : Malt Agar

MO : Matiére organique particulaire

MOTUs : Moléculaires Taxonomiques
Opérationnelles

MSA : Acide méthylsulfonique

MTE : Maladies thromboemboligues veineuses

MVP : Maladies vasculaires périphériques

N : Azote

NGS : Séquencage de nouvelle génération

NH; : Ammoniac

NMDS : Positionnement multidimensionnel
non-métrigque

NOx : Oxydes d'azote

O3 : Ozone

OC : Carbone organigue

OCDE : I’Organisation de Coopération et de
Développement Economiques

OM : Organic matter

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

OPE : Observatoire Pérenne de
[’Environnement

PAD : Détecteur ampérométrique pulsé

PBOA : aérosols organiques d’origine
biogénique primaire

PBS : Phosphate buffer saturated

PCR : : Réaction en chaine par polymérase

PM : Particulate Matter (Matiére particulaire)

PMy : Particules dont le diamétre
aérodynamique est inférieur a 10 um

PMa5 : Particules dont le diamétre
aérodynamique est inférieur a 2.5 um

PMF : Positive Matrix Factorization

PO : Potentiel oxydant

PSCF : Potential Source Contribution
Function

gPCR : Réaction de polymérisation en chaine
guantitative

RPE : Résonnance paramagnétique
électronique
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S : Soufre

S/N : Ratio signal/bruit

SC : Primary sugar compounds

SO, : Dioxyde de soufre

SOx : Oxydes de soufre

Sucres primaires : désignent ici les polyols et
les saccharides primaires

Tg : Téragramme

TNB : Thionitrobenzoate

TSA : Trypticase Soja Agar

UFC : Unités formant colonies
WHO : World Health Organization
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