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Esempi di letteratura:

« Study of the viability and ice nucleation (IN)
activity of bacteria in the AIDA chamber (Amato
etal, 2015)

* A feasibility study of the bacteria viability in
different atmospheric conditions, performed at
the CESAM chamber (Brotto et al., 2015)
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Use of an atmospheric simulation chamber for bioaerosol
investigation: a feasibility study
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Table 4 Viable fraction analysis in the three experiments: Bacteria concentration in the nebulized solution and average number of
colonies counted on a Petri dish

Bacteria concentration Average CFU collected Polluted

(aerosolized solution) (CFU ml~") x 10° (single Petri) /clean
Expl-pure air 3419 66 + 19 /
Exp2-NOx 1.4 £+ 09 975 + 48 >33
Exp3-CO, 1.9 £+ 0.8 401 £ 18 ~10

Fattibilita di studi sistematici sul comportamento del bio-aerosol in presenza di
inquinanti in camera di simulazione.

- una nuova e dedicata camera di simulazione atmosferica, ChAMBRe, ¢ stata
progettata e installata a Genova.




ChAMBRe

(Chamber for Aerosol
Modelling and Bio-aerosol
Research)

ChAMBRe e installata presso la Sezione di Genova dell’

Istituto Nazionale di Fisica Nucleare (www.ge.infn.it),

in collaborazione con il Laboratorio di Fisica
Ambientale del Dipartimento di Fisica dell'Universita di

Genova (www.labfisa.ge.infn.it).

ChAMBREe e stata progettata per studiare I'interazione tra
bioaerosol ed inquinanti antropogenici, quali NOx, SO,,
CO / CO, e particolato...

Ma non solo... INFN
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> Sistema di iniezione e controllo concentrazione gas (CO, CO,, NO, NO,, SO,, CH,)

> Analizzatori per gas on-line: O;, NO,, CO/CO,, BTEX, SO, ,,/ﬁ
\
»  Sistema da vuoto:P ~ 105 mbar in 30 min I
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Campionatori specifici per il bio-aerosol:

* Vassoio automatizzato per introdurre ed esporre in

camera delle piastre Petri m

* Liquid Impinger f,::':r:“"'f,;it-‘,y N Solar simulator
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https://www.dropletmeasurement.com

FL1
Ex: 280 nm
Em: 310-400 nm

FL2
Ex: 280 nm

Em: 420-650 nm

FL3
Ex: 370 nm
Em: 420-650 nm

Figure 1. Particle type classification, as introduced by introduced
by Perring et al. (2015). Large circles each represent one fluores-
cence channel (FL.1, FL.2, FL.3). Colored zones represent particle
types that each exhibit fluorescence in one, two, or three channels.

Savage et al.,, AMT 10 (2017) 4279
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Figure 3. Assemblages of equivalent optical diameter and fluores-
cence type from aerosolized pure cultures of bacteria (e), fungi
spores (X) and pollen grains (4). The fluorescence type reported
is a weighted composite of fluorescent type occurrence observed
from each culture or pollen stock aerosolized; intensity is a relative

scale. Hernandez et al, AMT 9 (2016) 3283
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Caratterizzazione di ChAMBRe :

Particle lifetime
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» Aerosol polidisperso di NaCl (distribuzione
dimensionale da pochi nm fino a circa 5 um)

» Ventola (5 Hz)
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Esperimenti su Bio-aerosol:

Coltivazione,
colonie vitali

Protocollo standard sviluppato:

¥

p
—

Esposizione,
campionamento
su Petri dishes

Iniezione in

ChAMBRe

Incubazione,
determinazione
CFU




B. subtilis / \
Due tipici organismi modello: /

* Bacillus subtilis
(Gram-positivo, 2.5-6.5 um)

Coltivazione,

* Escherichia coli

colonie vitali (Gram-negativo, 1-2 pm)

° » Inoculo in terreno di coltura liquido (TSB) a 37°C,

170 rpm

A = E. coli
| ® =B. subtilis

08 4 . . . . . . R
» Curva di crescita seguita tramite misura di Densita

061 Ottica a 600nm con spettrofotmetro UV-vis

oD ~ 0,5 » Crescita batterica fino al raggiungimento della fase

04

OD 600nm

esponenziale (OD,,,= 0.5) > vitalita massima

1 iy
o &_4,4‘/ » Centrifuga (4000 rpm per 10 minuti) e

risospensione in NaCl 0.9%




To the chamber

T Aerosolized Liquid

Iniezione in

ChAMBRe

Compressed Air

Expansion Plates Set

-0 AR TR

Spare O-rings Syrlnge Wlth
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Produzione di
bio-aerosol
vitale
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Allen Key

ii"ii Liquid Feed

Complete BLAM Assembly Port
(with 1-10 Expansion Plate)

Precision pump,

Pure air S e Lo
] . y Liquid feed = 0.4
= Blaustein Atomizer (BLAM) Flow = 2.7 Ipm & 2 ml/min

CFUvsFLOW RATE
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= p= = Cut-off: 2-3 um
8 038 = 0.041l307x
i } ............ s 080 =  Volume: 2 or 3 mL
F 04 B :
N ol * = Concentrazione: ~ 107 CFU mL!
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/Condizioni operative in camera
di simulazione:

* Temperatura ambiente

* Pressione atmosferica

* Umidita Relativa controllata

Esposizione,

campionamento o
su Petri dishes \_ (~70%) )

* Tempo di esposizione: 5h (0 2 h e 30 min)

* Campionamento per deposizione gravitazionale

ChAMBRe . o

PETRI DISHES ’_‘L
Hi _mmem [ ] N
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Incubazione,
determinazione
CFU

Dopo I'esposizione all'interno della camera, le Petri vengono incubate per 24 h a 37 °C.

= Determinazione della frazione coltivabile

B. Subtilis




Iniezione in aria pulita:
CFU raccolte vs batteri iniettati

Curve di correlazione tra il numero di batteri iniettati in ChAMBRe (in unita di 107 CFU) e il
numero medio di colonie presenti sulle quattro piastre Petri esposte in ciascun esperimento.

Bacillus subtilis Escherichia coli
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Misura del tempo di sospensione dei batteri “coltivabili” in camera:
(Escherichia coli)
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Esposizione di Escherichia coli a NOx

* Condizioni: temperatura ambiente, pressione atmosferica e umidita relativa controllata (tipica: 70%).

* Ventola accesa durante tutto l'esperimento (velocita nominale di 5Hz)

Esperimento in due passaggi:

* Prima iniezione di batteri in aria pulita (2 ml di batteri in soluzione fisiologica).
Concentrazione di batteri nella soluzione iniettata intorno a 107 CFU ml-1.

Tempo di esposizione delle piastre Petri: 2h 30 min. Incubazione delle piastre di Petri per 24 ore a 37 ° C.

La camera viene evacuata fino ad una pressione inferiore a 102 mbar e successivamente riportata a pressione

atmosferica (rientro attraverso filtro HEPA e trappole per gas).
Iniezione della quantita desiderata di gas (e.g.: NOx).
* Seconda iniezione di batteri ripetuta allo stesso modo.
La concentrazione di batteri viene misurata nuovamente prima dell'iniezione.

Tempo di esposizione delle piastre Petri: 2h 30 min. Incubazione delle piastre di Petri per 24 ore a 37 ° C.

Il giorno successivo: determinazione della frazione vitale raccolta sulle Petri.




Primi esperimenti condotti su:
Escherichia coli (Gram-negativo, dimensioni: 1-2 um)

CONDITIONS T( C) [NO] ppb NOZ] ppb CFU(col/inj)x 10

CLEAN AIR 13+ 2
NOx 23 70 830 25 14 +3
CLEAN AIR 23 65 <5 <1 7+1
NOx 24 65 250 25 51
CLEAN AIR 24 60 <5 <1 12+2
NOx 24 60 220 80 71
CLEAN AIR 23 60 13 <1 9+1
NOx 24 60 430 50 7%1

Nessuna evidenza di aumento della vitalita di Escherichia coli con esposizione a diverse
concentrazioni di NO.

Ulteriori studi sistematici con NO,, SOx, COx e altri ceppi batterici (Bacillus Subtilis)
verranno eseguiti nei prossimi mesi.

(Brotto et al.: NO~ 35, NO, ~ 630 ppb con B. subtilis)
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Miniature Inverted
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Scientific)
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Progetti e fondi

* ChAMBRe-INFN e operativa dal 2017, come partner del progetto [
EUROCHAMP-2020, una rete europea di 18 camere di simulazione - ‘ e | EURDC%

atmosferica. B 1%

* Partecipa allo sviluppo della infrastruttura di ricerca europea ACTRIS -

Aerosols, Clouds and Trace Gases e alla proposta H2020-ATMOACCESS

* FE’inserita nel PON «Per-ACTRIS-IT» e nel POR-FESR Liguria «BLUE-LAB

NET» con un finanziamento di ~ 700 k€ per il potenziamento della

dotazione strumentale e ~ 100 k€ per personale a contratto.

* Partecipa ad un POR- Regione Liguria con un finanziamento di ~ 100 k€

per misure di caratterizzazione di nanoploveri.

AGQTRIS

* Partecipa al PRIN RHAPS (Redox-activity and Health-effects of l'l' ALI A
Atmospheric Primary and Secondary aerosol), finanziato dal MIUR per il

2019 -2022 (capofila: CNR-ISAC, PI: M.C. Facchini)




Conclusioni

» La camera e tuttora in fase di sviluppo e crescita, a breve e medio
termine

» Inlinea con la fase operativa di ACTRIS che e prevista peril 2025....
fino al 2050! ChAMBRe sara una delle «national facility» italiane
inserite nell’ERIC ACTRIS

ACTRIS Lifecycle Phases

2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027 2028 2029
Design

Phase (2011 Preparation Phase Implementation Phase -

» 1 risultati ottenuti fino ad ora sono il punto di partenza per studi
sistematici sulla relazione tra vitalita batterica e qualita dell’aria che
proseguiranno a lungo.
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Caratterizzazione di ChAMBRe:

Reattivita delle pareti

* La presenza di pareti influenza la dinamica (i.e la
durata massima) degli esperimenti condotti nelle
camere di simulazione.

Tracciante tipico: Ozono (in condizioni di buio)

Grande reattivita chimica, rilevante come reagente e
come agente di sterilizzazione e come ossidante
atmosferico.

* Periodicamente, la concentrazione di ozono nella
camera viene monitorata in funzione del tempo.

*  Co(t) =Cy(0) exp-kt; k=(3.04 £ 0.40) x 10>s !

in accordo con quanto riportato per strutture simili
(Wang et al., 2011).

* k dipende fortemente dal materiale della parete della
camera, dalla sua storia, dal protocollo di pulizia e
dalle condizioni operative (come RH% o T).

NO concentration (ppb)
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utilizzo (5 rps)




