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MiBe-hankeen toisena vuonna kesdlld 2020 aloitettiin MoToPro-hankkeen yhteinen
moniestevuorovaikutuskoe. Kokeessa tutkitaan mikrobiyhteisdjen ja abioottisten reaktioiden
kokonaisuutta lasi- ja POM- (polyoksimetyleeni) reaktoreissa, joissa on mukana kupari,
bentoniitti, kallioperd, loppusijoitustilan vesi, seoskaasu sekd ravinteita kiihdyttdméain
mikrobiologista aktiivisuutta. Pddosa kokeista toteutetaan bentoniitti-slurryni, mutta mukana on
my0s kaksi kompaktoitua bentoniittikoetta. Moniestekokeesta otettiin 1dhtétilannetta kuvaavat
néytteet kaksi viikkoa kokeen pystytyksen jélkeen ja niiden analysointi jatkuu seuraavaan
vuoteen.

Projektin toinen tutkimuskohde on vuonna 2016 aloitettu bentoniitin mikrobiologinen
séilytyskoe. Kokeesta tutkittiin neljinnen vuoden ndytteet sen jdlkeen, kun mikrobeja oli pyritty
aktivoimaan ravinnelisdyksilld reilun vuoden ajan. Tulokset osoittivat, ettd formiaatti- ja
asetaattilisdykset kasvattivat bakteerien ja sulfaatinpelkistdjien mddrid huomattavasti.
Hapettomissa nédytteissi mm. rikki/rauta yhdisteitd pelkistdvien Desulfomicrobium,
Trichlomonas, Thermincola -lajien, jotka pystyvit hyodyntdméén asetaattia ja/tai formiaattia
suhteelliset osuudet mikrobiyhteisdsséd kasvoivat. Arkeonien ja sienten rooli jdi pieneksi, eivatka
ne hydtyneet ravinneliséyksistd. Tulokset osoittivat ndytteissd olevan aktiivisia sulfaatin- ja
raudanpelkistdjid. Mikrobitoiminnan vaikutusta bentoniitin rakenteelle selvitettiin bentoniitin
rakenteellisen raudan hapetusasteen médritykselld. Kéytettdvissd ollut mééritysmenetelmé ei
ollut sopiva kivimurskaa sisdltéville ndytebentoniiteille, joten mikrobiaktiivisuuden vaikutukset
bentoniitin rakenteelle jdivét epdselviksi. Tulevana vuonna raudan hapetusastetta bentoniitissa
selvitetddn yhteisty6ssd Helsingin Yliopiston kanssa XANES-mittauksilla.
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1. Johdanto

Kaytettyd ydinpolttoainetta on tarkoitus alkaa loppusijoittamaan Olkiluodon peruskallioon
2020-luvulla. Loppusijoituksen turvallisuus varmistetaan moninkertaisten vapautumisesteiden
avulla. Keraaminen polttoaine sijoitetaan kaasutiiviiseen kupari-valurauta-kapseliin, joka
suojaa kidytettyd polttoainetta mekaaniselta rasitukselta ja korroosiolta. Kapseli ympéroidaian
bentoniitilla, jonka tarkoitus on vaimentaa kallion liitkahduksia ja véhentdd veden liikkumista
kapselin luo. Sijoitus syvélle kallioperdin suojaa kapseleita maanpdillisiltd muutoksilta,
mukaan lukien tulevilta jddkausilta ja ihmisen aktiviteeteilta. Fysikaalisten ja kemiallisten
tekijoiden sekd inhimillisen toiminnan liséksi biologiset prosessit voivat vaikuttaa ydinjétteen
loppusijoituksen turvallisuuteen.

Mikrobiologiset prosessit syvilld peruskalliossa tapahtuvat hitaasti, koska mikrobeilla on
kdytossd rajoitetusti eldamid yllipitdvid energialdhteiti. Monissa tutkimuksissa on kuitenkin
havaittu, ettd mikrobiologiset prosessit ovat kiynnissi ja voivat varsin nopeasti aktivoitua, jos
mikrobiyhteisoille on tarjolla ravinteita (Bomberg ym., 2017; Rajala ja Bomberg, 2017;
Miettinen ym., 2018). Bentoniitin rooli ydinpolttoaineen loppusijoituksessa on suojata kapselia
niin mekaanisesti, fysikaalisesti kuin mikrobiologisesti. Bentoniitin ollessa korkeassa
tiheydessi ja paisuntapaineessa se tayttad ndma kaikki roolit. Loppusijoitustiloissa on kuitenkin
rajapintoja, joissa bentoniitti ei saavuta suunniteltuja ominaisuuksia, jolloin mikrobiologinen
aktiivisuus on mahdollista paikallisesti, kuten pohjaveden, kallion ja bentoniitin rajapinnoissa.

Yleisesti tiedetddn (referoitu mm. Rétt6 ja Itdvaara, 2012, kirjallisuuskatsaus), ettd kaupallisissa
ja luonnon bentoniiteissa on suhteellisen paljon elinkykyisid mikrobeja, 10° pmy/g kuivaa
bentoniittia. Bentoniiteista on todettu my0s sulfaattia ja rautaa pelkistdvid mikrobeja (Vikman
ym., 2018) kuten my0s syvistd pohjavesisti ja kallioperdstd Olkiluodossa. Liséksi tiedetddn,
ettd mm. Wyoming tyyppisestd bentoniitista vapautuu runsaasti sulfaattia vesifaasiin ajan
kuluessa kipsin liuetessa ja natriumin korvatessa kalsiumin kipsissé (Vikman ym. 2018). Koska
loppusijoitus kestdd useita kymmenid tuhansia vuosia, mikrobiologiset reaktiot voivat tuottaa
tallaisissa aikaskaaloissa huomattavia maddrid aineenvaihduntatuotteita kuten sulfidia
sulfaatinpelkistyksen seurauksena. Sulfidi puolestaan voi reagoida abioottisesti bentoniitin
ferriraudan kanssa, muuttaen sen ferroraudaksi, joka ei endd stabiloi bentoniitin rakennetta.
Muita hypoteettisia mikrobiologisia prosesseja, jotka voivat vaikuttaa bentoniitin rakenteeseen
ja paisuntakykyyn ovat mm. raudan pelkistéjét, jotka voivat suoraan pelkistdd bentoniitin
ferrirautaa, ja muut vield tarkemmin analysoimattomat mikrobiologiset aineenvaihduntareitit ja
-tuotteet sekd sienet, joita tiedetddn esiintyvan aktiivisina Olkiluodon syvébiosfarissd (Sohlberg
ym. 2015). Pahimmillaan mikrobiologinen aktiivisuus voi johtaa bentoniitin paisuntapaineen
romahtamiseen ja vaikutusten levidmiseen laajalle alueelle. Hitaiden mikrobiologisten
prosessien tutkiminen kuvaamaan tuhansien ja tuhansien vuosien tapahtumia on haastavaa.
KYT-2018 ohjelman Geobiokierto-hankkeen mikrobiologisessa bentoniittikokeessa aloitettiin
tdllaisen *worst case’ -olosuhteiden tutkiminen, sen selvittimiseksi, voivatko mikrobit aiheuttaa
bentoniitin rakenteelle merkittdvid muutoksia, mikrobeille suotuisissa olosuhteissa, joissa
bentoniitti oli slurryna. Hankkeessa osoitettiin, ettd mikrobit muodostivat bentoniitti-
vesiseoksessa sulfidia ja vastaavasti sulfaatin mééra pieneni. Niin ei tapahtunut abioottisissa
kontrollindytteissd. Epidselviksi kuitenkin jdi lyhyen tutkimusajan jdlkeen se, kuinka
merkityksellistd mikrobien toiminta oli bentoniitin rakenteen kannalta pitkdlld aikavalilla, silla
mikrobiaktiivisuus oli  hidasta tutkimusolosuhteissa, jotka vastasivat geologisia
loppusijoitustiloja.
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2. Tutkimuksen kokonaistavoitteet

MiBe-hankkeen tavoitteena on selvittdd aiheuttavatko mikrobit aktiivisuudellaan bentoniitin
rakenteelle ja toimintakyvylle riskin mikrobeille suotuisissa olosuhteissa. Téllaisia olosuhteita
voi 1oytyd esimerkiksi bentoniitin, pohjaveden ja kallion rajapinnoista. Mikrobitoimintaa
kiihdytetadn antamalla mikrobeille ravinteita, jotta niiden aktiivisuus vastaisi vahintdén useiden
vuosikymmenten aikaa geologisissa ympéristoissd. Lisdksi MiBe-projektin tavoitteena osana
koordinoitua MoToPro-hankketta on saada selville uutta tietoa mikrobien vaikutuksesta
moniestejérjestelmén  toimintakykyyn  korkea-aktiivisen  ydinjdtteen  geologisessa
loppusijoituksessa Suomen olosuhteissa. Mikrobiologinen toiminta kytkeytyy voimakkaasti
loppusijoitustilan bio- ja geokemiallisiin prosesseihin sekd vapautumisesteiden rajapinnoille,
joten niiden ymmadrtdminen on oleellinen osa titd hanketta. MiBe osahanke keskittyy
moniestejérjestelmén  bentoniitin  mikrobiomien evoluutioon sekd kemiallisten ja
rakenteellisten muutosten selvittdmiseen.

2.1 Tutkimuksen tavoitteet 2020

2.1.1 Kaynnissi oleva mikrobiologinen bentoniittikoe

KYT2018-ohjelman Geobiokierto-hankeen ja Euratom MIND EU-hankkeen yhteistyond
kdynnistettiin vuonna 2016 bentoniitin mikrobiologinen pitkéaikaiskoe, josta analysoitiin
yhden ja kahden vuoden siilytyksen jilkeen nidytteitd ja todettiin pienid mikrobiologisia
vaikutuksia. MiBe-hankkeessa 2019 ja 2020 on tdmén kokeen jéljelld oleviin ndytteisiin lisatty
ravinteita neljan kuukauden vélein aktivoimaan mikrobien aineenvaihduntaa ja siten
vaikutuksia bentoniitin rakenteelle. Raportointivuoden aikana kokeesta otettiin uudet néytteet
(4 v) ja niiden analysointi aloitettiin ja sitd jatketaan hankkeen kolmantena vuonna (2021).
Lopulliset tulokset raportoidaan ja niisté kirjoitetaan tieteellinen artikkeli vuonna 2021.

2.1.2 Uusi mikrobiologinen bentoniittikoe ja yhteinen vapautumisesteiden
vuorovaikutus -koe

Alun perin hankkeessa piti kdynnistdd uusi mikrobiologinen bentoniitin pitkdaikaiskoe.
Hankkeen aikana todettiin, ettd jirkevin tapa uuden kokeen toteuttamiseksi on yhdistdd se
MoToPro hankkeen yhteiseen vapautumisestekokeeseen, lisddmalla tdhdn koejdsenid. Talloin
voidaan varmistua koeolosuhteiden hapettomuudesta, joka on riskind pienemman mittakaavan
pullokokeissa, sekd riittdvistd ndytemadiristd erilaisia madrityksid varten. Koe kdynnistettiin
kesdlld 2020, jolloin toteutettiin my0s ldhtdtilanteen mikrobiologinen ja kemiallinen
ndytteenotto, johon tulevien vuosien nayteitd verrataan. Uuden bentoniittikokeen yhdistdminen
yhteiseen vapautumisestekokeeseen mahdollistaa useiden muuttujien vaikutuksen (mm.
kivimurska, ravinteet) sekd monipuoliset tutkimukset yhteisty0ssd muiden osahankkeiden
kanssa néytereaktoreista. Tutkittavia tekijoitd ovat tdlloin bentoniitti, vesifaasi, kaasufaasia
seki kupari.
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MiBe hankkeen tavoitteena on arvioida aiheuttaako mikrobiaktiivisuus bentoniitin rakenteelle
ja toimintakyvylle “worst case” -olosuhteissa riskin, joka pitdisi  huomioida
turvallisuustarkastelussa. Tutkimusvuoden aikana yhteinen vapautumisestekoe pddstiin
aloittamaan sekd tutkittiin ndyteitd molemmista kdynnissd olevista kokeista tavoitteen
mukaisesti.

2.13 Raportointi ja tieteelliset artikkelit

Hankkeen kolmantena tavoitteena oli tulosten raportointi KYT2022-ohjelmassa esitettyjen
ohjeiden mukaisesti. Tutkimusvuodesta 2020 kirjoitetaan myods VTT:n tutkimusraportti seka
aloitettiin tieteellisen artikkelin kirjoittaminen 2016 aloitetusta bentoniittikokeesta.

3. Materiaalit ja menetelmiit

3.1 Kéynnissé oleva mikrobiologinen bentoniittikoe

3.1.1 Naytteet

Bentoniitin mikrobiologinen pitkdaikaissdilytyskoe aloitettiin kesédkuussa 2016 KYT-
Geobiokierto ja Euratom MIND -hankkeissa. Kokeissa tutkitaan Wyoming-tyyppistd
bentoniittia samasta erdstd, joka on jo aiemmin mineralogisesti karakterisoitu (Kiviranta ja
Kumpulainen, 2011). Koe toteutettiin aloittaen sekd hapettomista (KYT) ja hapellisista
(Euratom MIND) koeolosuhteista, jotka simuloivat pitkdaikaissdilytystd ja sen alkuvaihetta.
Hapettomia koepulloja sdilytetdén pimeédssd 30°C:ssa ja hapellisia ndytteitd 37°C:ssa. Kokeen
olosuhteet kontrollindytteineen on esitetty Taulukossa 1. Siilytyskokeen kemialliset ja
mikrobiologiset tulokset ensimmaéisen ja toisen vuoden jidlkeen on raportoitu Geobiokierto
hankkeen tutkimusraportissa 2018 (Miettinen, 2019). Bentoniittikokeista tutkittiin vesien
kemiaa sekd eristettiin mikrobien DNA:ta, josta tutkittiin bakteerien, arkeonien ja sienten
miirdd (qPCR) sekd funktionaalisia geenejd. Lisdksi bentoniittikoepulloista seurattiin
kaasufaasin  koostumuksen muutosta sekd solujen energiamolekyylin (Adenosine
TriPhosphate) ATP-médrien avulla mikrobisolujen aktiivisuutta. Bentoniittindytteiden
sekvensointitulokset eli se, mitd mikrobeja néytteissd on, ja miten mikrobiyhteisot ovat
muuttuneet 1&htotilanteesta toisen vuoden ndytteenottoon asti on raportoitu MiBe hankkeen
vuoden 2019 tutkimusraportissa. Kuluneena vuonna otettiin uudet ndytteet bentoniittipulloista
(4 v) sen jalkeen, kun ndytepulloihin oli lisdtty reilun vuoden ajan 4 kk vélein ravinteita
aktivoimaan mikrobiologista aktiivisuutta. Naytteistd tutkittiin samat muuttujat kuin aiempina
vuosina vesifaasin kemia, pH, redox, johtokyky, ATP-pitoisuus, kaasufaasin koostumus,
bentoniitin kationinvaihtokapasiteetti, bentoniitista eristettiin DNA, josta tutkittiin bakteerien,
arkeonien, sienten ja sulfaatinpelkistijien maardd (qPCR) sekd, mitd mikrobeja néytteissd
erityisesti oli (tehosekvensointi). Kdytetyt menetelmit ja kokeiden pystytys on raportoitu
aiemmissa KYT Geobiokierto ja KYT MiBe -raporteissa (Miettinen, 2017; Miettinen, 2018;
Miettinen, 2019; Miettinen, 2020).
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Taulukko 1. Bentoniitin mikrobiologisen sdilytyskokeen ndytteet, kontrollit ja lisdykset.
Mikrobiologinen ndyte kuvaa vedestd, bentoniitista ja kivimurskasta perdisin olevaa
mikrobiyhteisod, Bentoniitin mikrobit ndyte kuvaa bentoniitista ja kivimurskasta perdisin
olevia mikrobeja, silld vesi oli steriilisuodatettua.

Hapeton koe Hapellinen koe
Mikrobiologinen Bentoniitti 5g Mikrobiologinen ndyte Bentoniitti 5g
nayte Olkiluodon hapeton seosvesi 80 ml olkiluodon hapekas seosvesi 80 ml
Olkiluodon kivimurska 5g Olkiluodon kivimurska 5g
Hiilenlahteita Hiilenlahteita
Anaerobinen kaasuseos llIma
Bentoniitin mikrobit Bentoniitti 5g Bentoniitin mikrobit Bentoniitti 5g
vesi ster. suodatettu Stiilisuodatettu hapeton seosvesi 80 ml |vesi ster. suodatettu  Steriilisuodatettu hapekas seosvesi 80 ml
Olkiluodon kivimurska 5g Olkiluodon kivimurska 5g
Ei hiilenldhteita Ei hiilenldhteita
Anaerobinen kaasuseos liIma
Abioottinen kontrolli Kuumakasitelty bentoniitti 5g Abioottinen kontrolli  kyumakisitelty bentoniitti 5g
vesi ster. suodatettu, stjjlisuodatettu hapeton seosvesi 80 m| [Vesi ster. suodatettu,  stiilisuodatettu hapekas seosvesi 80 ml
bentoniitti ja Autoklavoitu Olkiluodon kivimurska 5 g bentoniitti ja Autoklavoitu Olkiuodon kivimurska 5 g
kivimurska Hiilenlahteits kivimurska Hiilenlahteits
kuumakasitelty Anaerobinen kaasuseos kuumakasitelty lima

Hiilenldhteet: 0,1 mM Na-asetaatti ja Na-formaatti, 0,05 mM metanoli. Kivimurskan koostumus (+5%):
plagioklaasi 40%, kvartsi 35%, kiille 10%, kloriitti 5%, kalimaasilpd 5 %, magneettikiisu 5%. Hapeton
seosvesi: OL-KR13:0L-KR11:ONK-KR15:typetetty Korvensuon vesi (1:1:1:0,2). Hapellinen seosvesi:
Korvensuonvesi:hapeton seovesi (13:3). Anaerobinen kaasuseos: 80:10:10 N2:CO2:H2, sulkemisen jidlkeen
lisdtty neulalla 15 ml CHy

3.1.2 Aktivointi

Geobiokierto-hankkeessa saadut tulokset osoittivat mikrobien olevan varsin staattisessa tilassa
kdynnissé olevassa mikrobiologisessa bentoniittikokeessa toisena vuonna tutkituissa néytteissa.
Mikrobitoiminnan aktivoimiseksi ndytepulloihin liséttiin helmikuussa 2019 Na-formiaattia ja
Na-asetaattia (molempien loppukonsentraatio néytteessd 2 mM). Ravinnelisdys toistettiin 3-4
kuukauden vélein aina neljinnen vuoden (3,9 vuotta) niytteenottoon asti.

3.2 Yhteinen vapautumisesteiden vuorovaikutus -koe

Koordinoidun MoToPro-hankkeen yhteinen vapautumisestekoe aloitettiin kesélld 2020. Koe
toteutettiin pddosin bentoniitti-slurrylld, mutta myds muutamia kokeita kompaktoidulla
bentoniitilla aloitettiin. Taulukossa 2 on esitetty bentonitti-slurry-kokeiden kaisittelyt
muuttujineen.
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Taulukko 2. Koordinoidun MoToPro-hankkeen yhteisen bentoniitti-slurry kokeen ndytteet ja
muuttujat. XX = kdsittelyssd mukana kuparilevyjd bentoniitin sisdlld kuten muissakin kuparia
sisdltavissd ndytteissd, mutta lisdksi myos neste- ja kaasufaasissa (Kuva 1B).

Kasittely | Pohjavesi Kupari | Bentoniitti Kivimurskal Ravinteet Lasipullo | POM
Kalsiitti slurry
1 X X
2 X X X
3 X X X X
4 X X X X
5 X X X X X
6 X X X X X X
7 X XX X X
8 X X X X X

Bentoniitti-slurry kokeet toteutettiin pddosin lasissa reaktoreissa. Lasin liséksi kiytettiin
polyoksimetyleeni-reaktoreita (POM), silld bentoniittia ei voi kompaktoida lasireaktoreissa.
Vertaamalla tuloksia lasi- ja POM-reaktoreista muutoin samankaltaisissa olosuhteissa pyritdin
arvioimaan mahdollisten lasista tai POMista liukenevien yhdisteiden vaikutuksia kokeelle.
Pédosa slurry-kokeista aloitettiin steriileissd kahden litran lasipulloissa, typpikaasua
siséltdvissd hanskakaapissa, lopuksi koepullot suljettiin kaasutiiveilld kumikorkeilla. Kéytetty
huonekuiva bentoniitti (250 g/pullo eli noin 5,5 cm mirkdnéd reaktorissa) oli Wyoming-
tyyppistd ja jo aiemmin karakterisoitua (Kiviranta ja Kumpulainen, 2011) ja sen annettiin olla
useampia viikkoja ennen kokeen aloitusta typpikaapissa hapen poistumiseksi. Hapeton
pohjavesi (1600 ml/pullo) oli perdisin Olkiluodon ONKALOsta (ONK-KR16). Lisitty
kivimurska (20 g/pullo) oli my6s perdisin Olkiluodosta ja samasta erésti, jota kdytettiin 2016
aloitetussa bentoniittikokeessa. Tarkemmat tiedot ndytteisiin lisdtyistd kupareista on raportoitu
KYT KUKO-hankkeen raportissa. Kuparilevyt sijoitettiin bentoniittikerroksen keskelle
lasitelineeseen. Kaisittelyssd 6 (Taulukko 2) oli mukana kaksi kerrosta kuparilevyja
bentoniitissa ja vesifaasissa ja niiden lisdksi erityispitkd kuparilevy, joka ulottui
bentoniittikerroksen 1dpi vesi- ja kaasufaasiin. Ravinnelisdys sisdlsi Na-formaattia ja Na-
laktaattia siten, ettd loppupitoisuus néytteiden vesifaasissa oli 1,5 mM (hapetonta steriilid
ravinneliuosta lisdtty 3,2 ml/pullo). Kaikkiin késittelyihin liséttiin 5 g steriilid kalsiittia, joka
puskuroi pH:ta ja toimii mahdollisena hiilen ldhteend mikrobeille. Pullot suljettiin
typpikaasussa, jonka jélkeen pulloista poistettiin steriilin ruiskun ja neulan avulla 200 ml
typpikaasua ja tilalle lisédttiin 185 ml metaani:vety:hiilidioksidi (96,5:3:0,5) kaasuseosta.
Kutakin ndytetyyppid tehtiin 3 rinnakkaista pulloa tutkittavaksi ldhtétilanteessa (2 vk),
hankkeen viimeisend vuonna (2 v) seki vield madrittamattomané hetkend N-vuotta (yhteensi 9
pulloa/kasittely). Liséksi kisittelystd 5 tehtiin kolme yliméérdista pulloa tutkittavaksi vuoden
kuluttua aloituksesta, jotta voidaan arvioida mikrobiaktiivisuutta ja liséttdvien ravinteiden
tarvetta. Jokaisen késittelytyypin N-vuoden yhteen pulloon lisdttiin painemittari sekd
kuparilevyji sisdltiviin kisittelyihin korroosiota mittaavat sensorit (KUKO raportti).

POM-reaktoreiden kokeet toteutettiin muutoin samoin, mutta koska reaktorin halkaisija ja
kokonaistilavuus olivat hivenen pienempid kuin lasireaktorissa timd huomioitiin lisdtyssi
bentoniittimdédrdssd (186 g), jotta pidstiin samaan bentoniitin korkeuteen 5,5 cm sekid
vesimidrdssd (1580 ml), kaasufaasin pysyessd samansuuruisena. POM-slurry reaktoreita
valmistettiin vain kolme kappaletta, eli kunakin tutkimusajankohtana tutkitaan vain yksi



VT T TUTKIMUSRAPORTTI VTT-R-00064-21
8 (23)

reaktori. Kaikkia reaktoreita sdilytettiin 2 vk huoneenldmmossd valolta suojattuna
typpisfadrissd ennen lidhtotilanteen niytteenottoa. Loput reaktorit siirrettiin huoneenlampdon
hanskakaappiin, jossa oli argon-kaasua ja suojattiin valolta. Kahden viikon tulokset
raportoidaan seuraavana tutkimusvuonna. Kuvia bentoniittislurry-kokeen lasireaktoreista on
kuvissa 1A-C ja kuvissa 2AB POM-reaktoreista.

Kuva 1A-C. A) Bentoniitti-slurrykokeen eri kdsittelyjen lasireaktorit argonkaapissa ennen
valolta suojaamista, B) kdsittelyn 6 pullo, jossa ndkyy bentoniitti, kuparilevyt vesifaasissa, pitkd
kuparilevy, korroosioanturit ja painemittari, C) kdsittelyn 7 pullot, joissa ndkyvissd bentoniitti,
vesi- ja kaasufaasi.
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Slurry-reaktoreiden lisdksi aloitettiin koe kompaktoidulla bentoniitilla kahdessa POM-
reaktorissa (Kuva 2), jotka oli tuettu terdkselld kompaktointia varten typpikaapissa.
Reaktoreihin lisdttiin ensin 10 ml vettd ja kolmannes bentoniitista, jonka jélkeen lisittiin vield
10 ml vettd varovasti eri puolille bentoniittia. Tdmédn jidlkeen bentoniittikerroksen piille
sijoitettiin lasiteline kuparipaloineen, jotka peitettiin lopulla bentoniitilla (bentoniittia yhteensa
618 g). Bentoniitin pidille sijoitettiin titaaninen sintteri estiméin bentoniitin siirtymisen
vesifaasiin kompaktoinnissa. Loppu vesi (1018 ml) liséttiin sintterin péélle, samoin kuin
kalsiitti ja ravinteet (Na-formiaatin ja Na-laktaatin loppukonsentraatio 1,5 mM vesifaasissa).
Tadmaén jilkeen bentoniitti kompaktoitiin puristamalla hydraulisesti reaktorin pohjaa ylospéin.
Laskennallisesti kuiva bentoniitti kompaktoitiin tilavuuteen 1,4 g/cm?, lopullinen
kompaktointiaste selvidd vasta kokeen lopussa. Lopuksi reaktorit suljettiin, jonka jilkeen niistd

poistettiin yhteiden ldpi steriilin neulan ja ruiskun avulla 145 ml typped ja lisdttiin 125 ml
metaani:vety:hiilidioksidi (96,5:3:0,5) kaasuseosta.

%

Kuva 2. POM-reaktorit. A) Kompaktoidun (1,4 g/cm’) bentoniitin POM-reaktori B) Slurry-
POM reaktori, jossa ylireunassa ndkyvit korroosioantureiden Idpiviennit ja pddlld
painemittari sekd kumiyhde (sininen) kaasujen vaihtoa ja ravinnelisdyksid varten.
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4. Tulokset ja tulosten kasittely

4.1 Kéynnissé olevan bentoniittikokeen analysointi

Kéynnissi olevasta bentoniittikokeesta otettiin néytteet 1dhtotilanteessa (2 vk), vuosi, kaksi ja
3.9 vuotta (4 vuotta) bentoniittikokeen aloituksen jdlkeen. Neljdnnen vuoden niytteet otettiin
1,2 vuotta ravinteiden lisddmisen aloittamisen jidlkeen. Eri ndytetyypeistd kiytetddn alla
lyhennettyjd muotoja erottamaan ndytetyypit toisistaan. Mikrobiologinen nidyte kuvaa
bentoniittipulloja, joissa mikrobeja on tullut néytteisiin kaikista komponenteista (vesi,
bentoniitti ja kivimurska), bentoniittimikrobi-niytteisiin pddosin bentoniitista ja kimurskasta
(vesi suodatettu 0,22 um suodattimen ldpi) sekd abioottisissa niytteissd kaikki komponentit oli
késitelty niin, ettd mikrobimaérat olivat pienid (steriilisuodatus/kuumakisittely).

4.1.1 Kaasufaasin kehitys kokeen aikana

Kaasufaasin muutokset hapettomista olosuhteissa aloitetussa kokeessa (kuva 3A) olivat varsin
véhiisid alkukuukausien jilkeen, jolloin vety kéytettiin pulloista nopeasti. Vetyd havaittiin vain
abioottisissa kontrollipulloissa kahden viikon mittauksissa. Ravinteiden lisdys viimeisen reilun
vuoden aikana ei aiheuttanut juurikaan muutoksia kaasufaasin koostumukselle.

Hapellisista olosuhteista aloitetuissa bentoniittipulloissa (Kuva 3B) happea kulutettiin kaikissa
ndytetyypeissd runsaasti alkukuukausina, kuitenkin hivenen hitaammin abioottisissa
kontrollipulloissa kuin mikrobiologisessa ja bentoniittimikrobi-pulloissa. Happipitoisuus
pieneni hapellisen kokeen kaikissa pulloissa koko kokeen ajan ja neljdntend vuonna happea oli
kaikissa hapellisissa koetyypeisséd jiljelld n. 1,5 %, kun hapettoman kokeen pulloissa happitaso
oli alle 0,5 % koko kokeen ajan. Tdmi midrd happea on todennidkoisesti véistiméton taso
mittauksissa, koska kaasukromatografi ei ole hapettomassa tilassa. Hapellisen kokeen pulloissa
havaittiin  neljantend vuonna ravinnelisdysten seurauksena mikrobiologisissa ja
bentoniittimikrobi-pulloissa hiilidioksiditason nousua ja vastaavasti typen madrin
pienentymisti, jota ei todettu abioottisissa kontrolleissa.
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4.1.2 Fysikaalis-kemialliset muutokset

Bentoniittikokeiden vesifaasin pH (Taulukko 3) nousi ja sitten laski kaikissa néytetyypeissa
ajan kuluessa. pH oli korkeampi hapellisissa kokeissa, enimmikseen yli 8.5, kun taas
hapettomissa niytteissi pH oli korkeimmillaan 8.5 ja laski alle 8 neljannen vuoden
mittauksissa. Abioottisten ja mikrobiologisten ndytteiden vélilld ei ollut eroja pH:n suhteen.
Redox-arvot olivat korkeita, n. 330 mV vs. SHE hapellisissa mikrobipulloissa, mutta laskivat
alle 100 mV neljéntend vuonna. Hapettoman kokeen mikrobindytteiden redox-arvot olivat
matalammat ensimmaéisend vuonna kuin toisena vuonna ja laskivat neljdntend vuonna
huomattavasti n. -95 mV. Abioottisten kontrollien redox-arvot olivat korkeampia kuin
vastaavien mikrobindytteiden redox-arvot. Johtokyky-tulokset olivat korkeampia hapettomissa
kuin hapellisissa niytteissd, silld pulloihin lisétty pohjavesiseos sisélsi enemmén anioneja ja
kationeja kuten sulfaattia, natriumia, kalsiumia ja magnesiumia, joita oli vdhemmaén hapellisen
kokeen niytteisiin lisityssa pintavesiseoksessa.

Koe Naytetyyppi ja pH Redox Johtokyky | Sulfaatti | Sulfidi |Kok. rauta| Alumiini Pii
néytteenottoaika mV vs. SHY, mS m’ mg L' mg L' ug L' ug L' mg L'
Hapeton |Kaksi viikkoa 309 87 180 6
Mikrobiologinen 1v 8.0 150.5 12.4 138 260 <50 11
Mikrobiologinen 2v 8.3 189.0 6.3* 232 <0.1 66 9 11
Mikrobiologinen 4v 7.8 -90.2 11.5 <40 0.49 <1000 <1000 25
Bentoniittimikrobit 1v 8.0 209.9 12.3 237 <50 <50 11
Bentoniittimikrobit 2v 8.5 238.3 6.3* 247 <0.1 68 9 12
Bentoniittimikrobit 4v 7.7 -95.2 11.3 <40 0.55 <1000 <1000 23
Abioottinen 1v 8.2 356.9 12.5 291 120 <50 26
Abioottinen 2v 8.5 184.8 6.4* 327 <0.1 27 41 35
Abioottinen 4v 7.3 217.2 11.7 348 <0.1 <1000 <1000 18
Hapellinen |Kaksi viikkoa 282 <50 <50 8
Mikrobiologinen 1v 8.6 330.0 3.7 334 150 580 25
Mikrobiologinen 2v 8.9 188.3 1.9% 377 <0.1 160 570 30
Mikrobiologinen 4v 7.9 83.3 3.9 <40 0.13 <1000 <1000 37
Bentoniittimikrobit 1v 8.5 332.6 3.5 287 130 500 21
Bentoniittimikrobit 2v 8.9 196.0 1.8* 375 <0.1 270 1000 27
Bentoniittimikrobit 4v 8.0 94.9 3.8 <40 0.06 <1000 <1000 33
Abioottinen 1v 8.7 343.5 3.7 222 410 1600 34
Abioottinen 2v 9.6 379.5 2.0% 370 <0.1 170 630 91
Abioottinen 4v 8.2 312.3 4.4 380 0.08 <1000 <1000 71

*Jarjestelmallisesti matalat arvot, mahdollieseti eivit luotettavia
Taulukko 3. Fysikaalis-kemialliset tulokset bentoniitin hapettoman ja hapellisen kokeen

vesifaasista ajan funktiona.

Sulfaattipitoisuudet olivat korkeita kahden viikon néytteissi sekd hapettoman ettd hapellisen
kokeen ndytteissd. Tamé johtuu sulfaatin liukenemisesta bentoniitista vesifaasiin.
Sulfaattipitoisuus nousi molempien kokeiden abioottisissa néytteissd ajan kuluessa.
Hapettoman kokeen mikrobindytteissd sulfaatin mééra oli kuitenkin ensimmaiisend vuonna vain
puolet abioottiseen ndytteeseen verrattuna ja myods bentoniittimikrobindytteissd méérd oli
pienempi indikoiden mikrobiologista sulfaatin pelkistystd. Toisen vuoden ndytteissd sulfaatin
miird kohosi, mutta ei edelleenkédén niin korkealle kuin abioottisissa nédytteissd. Huomattava
lasku sulfaatinmiirissd tapahtui kaikissa hapettomissa ja hapellisissa mikrobi- ja
bentoniittimikrobindytteissd neljantend vuonna. Sulfidin mé#édrdd mitattiin vain toisena ja
neljdntend vuonna. Toisena vuonna sulfidia ei havaittu, mutta neljdntend vuonna sulfidia
todettiin kaikista muista néytteistd paitsi hapellisen kokeen abioottisista pulloista.
Néytepullojen viélilld oli eroja, silld jostain pulloista sulfidia ei todettu mutta rinnakkaisesti
pullosta selvasti yli mééritysrajan.
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Raudan mairét olivat pienid kaikissa ndytetyypeissd (<0.5 mg/L). Alumiinia havaittiin vain
pienid mairid hapettomissa néytteissd, hapellisen kokeen pulloissa alumiinia todettiin hiukan
enemmaén. Piin miérd kasvoi ajan kuluessa mikrobioloisessa ja bentoniitti-mikrobipulloissa,
abioottisissa ndytteissd piin méari oli korkeimmillaan toisen vuoden mittauksissa.

Liuenneen orgaanisen hiilen (DOC) miérad (Kuva 4) néytteiden vesifaasissa kokeen alussa oli
n. 50 mg/l, eli huomattavasti enemmaén kuin vesissd (6 mg/1), joita bentoniittipulloihin lisattiin
indikoiden orgaanisen hiilen liukenemista bentoniitista. Hapettomassa kokeessa DOC:in maira
pysyi stabiilina toiseen vuoteen asti, mutta hapellisessa kokeessa DOC:in miird kasvoi
vesifaasissa kaksin tai jopa kolminkertaiseksi ensimméisend vuonna, mutta laski toisena
vuonna mikrobi ja bentoniittimikrobikokeissa. Abioottisessa kokeessa DOC:in miéré kasvoi
myos toisena vuonna. Toisen vuoden jilkeen nédytepulloihin alettiin lisdtd orgaanista hiiltd Na-
formiaattina ja Na-asetaattina. Teoreettisesti lisdykset olivat orgaaniseksi hiileksi laskettuina
96 g/l formiaatista ja 192 g/l asetaatista. Hapellisen kokeen abiottisista niytteistd mééritetyt
formiaatin ja asetaatin orgaanisen hiilen médrit vastasivat varsin tarkasti néité lisdttyjd mairia
indikoiden matalaa mikrobiaktiivisuutta nidissd néytteissd. Hapettoman kokeen abioottisissa
ndytteissd formiaatin ja asetaatin orgaanisen hiilen méérit olivat hiukan pienemmét, mutta
selvésti suuremmat kuin mikrobiologisten ja bentoniittimikrobinédytteiden pitoisuudet viitaten
hapettomien  mikrobiologisten- ja  bentoniittimikrobindytteiden = mikrobiologiseen
aktiivisuuteen ja toisaalta hapettomien abioottisten pullojenkin sisdltdvien aktiivisia
mikrobisoluja. Pienimmait miirit formiaatista ja asetaatista perdisin olevaa orgaanista hiiltd
todettiin hapellisen kokeen mikrobi- ja bentoniitimikrobipulloista indikoiden néissé ndytteissi
olevan eniten mikrobisoluja, jotka hyodyntidvéat formiaattia ja asetaattia aineenvaihdunnassaan.
DOC-maéirét kohosivat lisdtyn formiaatin ja asetaatin orgaanisen hiilen seurauksena, mutta
eivét olleet suoraan niiden summa.
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Kuva 4. Liuenneen orgaanisen hiilen (DOC), formiaatin ja asetaatin (orgaanisena hiilend)
mddrdt hapettoman ja hapellisen bentoniittikokeen vesifaasissa ajan funktiona. Formiaattia ja
asetaattia alettiin lisdtd kokeisiin toisen vuoden jdlkeen.
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Bentoniittikokeiden = néytteiden  vesifaasista ~ maddritettiin ~ sulfaatinpelkistyskykyéa
sulfaattileimamenetelmélld (Miettinen, 2018). Ensimmaéisend tutkimusvuonna hapettoman
kokeen mikrobiologisesta ja bentoniittimikrobi -ndytteistd havaittiin selvd sulfaatinpelkistys.
Toisena tutkimusvuonna sulfaatinpelkistysnopeus jii detektiorajan alle. Myos tdma tulos tukee
sitd ettd sulfaatinpelkistdjdt ovat toimineet aktiivisesti kokeen ensimméisend vuonna, mutta
sitten niiden aktiivisuus on laskenut. Neljdntend tutkimusvuonna mééritysté ei voitu tehda.

4.1.3 Mikrobien maarit

Mikrobien aktiivisuutta ja méérdd pyrittiin seuraamaan mittaamalla solujen energiamolekyylin
ATP:n (adenosiinitrifosfaatti) méardad. Mittauksessa molekyylin energia muutetaan valoksi
entsymaattisesti ja valo mitataan. Ennen méadritystd ndyte sekoitettiin, jotta vesifaasiin saatiin
mahdollisimman paljon soluja, jonka jidlkeen suurin osa bentoniitipartikkeleista pyrittiin
kevyelld sentrifugoinnilla saamaan alas, silli ne estdvit valon mittausta. Mittaus tehtiin
kirkkaalle vesindytteelle, jolloin bentoniittipartikkeleihin kiinnittyneet solut jaivit maérityksen
ulkopuolelle. Kokeen aikana erot eri ndytteiden tulosten vililld olivat pienid ja vasta neljantena
vuonna mikrobien aktivoinnin jélkeen pystyttiin toteamaan, ettd kdytetty menetelmd ei
soveltunut tillaisena bentoniittindytteille, silld ATP:n maird ei noussut neljinnen vuoden
néytteissd, vaikka muut tulokset osoittivat mikrobiméarien kasvua ja aktivoitumista.

Bakteerien, arkeonien, sienten ja sulfaatinpelkistijien mdirid arvioitiin bentoniittindytteista
eristetystd DNA:sta todettujen spesifisten geenien (bakteerien ja arkeonien 16S rRNA geeni,
sienten 5,8S geeni ja sulfaatinpelkistijien dsrB geeni) mééritykselld (kvantitatiivinen PCR).
16S rRNA bakteerigeenien perusteella (Kuva 5A) bakteerimiérdt hapettomissa mikrobi- ja
bentoniittimikrobindytteissd (10® geenikopiota/ml) olivat ldhtohetkelld huomattavasti
suuremmat kuin hapellisen kokeen niytteissd (10° geenikopiota /ml). Bakteeriméarit laskivat
lahtotilanteesta ~ ensimméisen  ja  toisen  vuoden  hapettomissa  mikrobi  ja
bentoniittimikrobindytteissd, kun hapellisen kokeen bakteerimiirit pysyivét lihes samalla
tasolla. Abioottisissa hapettomissa ndytteissd bakteerimiirit ensin laskivat ldhtotilanteesta,
mutta sitten nousivat toisena vuonna. Abioottisissa hapellisissa ndytteissd bakteeriméérat
laskivat 1dht6tilanteen jdlkeen huomattavasti ensimmaéisen ja toisen vuoden néytteissd. Kaikissa
ndytteissd bakteerimiédrdt kohosivat neljinteni vuonna formiaatti- ja asetaattilisdysten
seurauksena. Merkittdvintd nousu oli ndytteissd, joissa bakteeriméérdt olivat olleet ennen
lisdyksid pienimmat. Tulokset indikoivat suljettujen pullojen tarjonneen rajoitetusti ravinteita
ensimmadisen ja toisen vuoden aikana ja mikrobiyhteison méérien laskeneen tdmén seurauksena.
Erityisesti abioottisten kokeiden tuloksissa on huomioitava, ettd kéytetty menetelma toteaa
mikrobisolut riippumatta siitd, ovatko solut elossa vai kuolleita. Abioottisten néytteiden
bentoniitti ja kivimurska kuumakésiteltiin ennen koetta ja sen takia osa kuolleista soluista voi
olla jiljelld kokonaisina tai osittain ja menetelmé havaitsee edelleen niiden DNA:n, joka tosin
hajoaa néytteissi eldvien mikrobien hyddyntédessi yhdisteiti ajan kuluessa.

Sulfaatinpelkistdjien méérat (Kuva 5A) kdyttiytyivit paljolti samoin kuin bakteerien maérat
hapettomissa ndytteissd, mutta olivat selvisti matalammalla tasolla (103-107 geenikopiota/ml).
Vaikka sulfaattiméérien ja sulfaatinpelkistyskokeen perusteella todettiin sulfaatin pelkistédjien
olevan aktiivisia hapettomissa mikrobiologisissa bentoniiteissa ensimméisend vuonna, niiden
midrd oli kuitenkin laskussa verrattuna l4htotilanteeseen. Hapellisista nédytteistad
sulfaatinpelkistdjid todettiin huomattavasti vihemmén ja harvemmista néytteistd, silld yleisesti
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sulfaatinpelkistijit eivét esiinny hapellisissa ympéristoissd ja happi voi olla niille myrkyllista.

Hapellisen

kokeen

mikrobi- ja  bentoniittimikrobindytteistd  todettiin  kuitenkin

sulfaatinpelkistéjid ensimmaiisen tai toisen vuoden jilkeen ja niiden mairé kasvoi huomattavasti
(107 geenikopiota/ml) neljantend vuonna formiaatti- ja asetaattilisdysten seurauksena.
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Kuva 5. Arvioidut A) bakteerien (16S rRNA geeni) ja sulfaatinpelkistdjien (dsrB geeni) B)

arkeonien (16S ¥rRNA geeni) ja sienten (5,8S geeni) mddrdt ajan funktiona kvantitatiivisella
PCR:lld mddritettynd.
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Arkeoneja (Kuva 5B) todettiin koko neljin vuoden koeaikana wvain hapettomista
mikrobindytteistd, alku ja lopputilanteessa yli 10° geenikopiota/ml. Hapettomissa abioottisissa
ja kaikissa hapellisissa niytteissd arkeoneja todettiin vain satunnaisesti eikd lainkaan
viimeisend neljédntend vuonna. Myo0s sienten méarit (Kuva 5B) olivat matalia eikd niitd todettu
mistdin ndytteestd viimeisend tutkimusvuotena.

4.14 Bakteeriyhteisojen kehitys kokeen aikana

Sekvensointitulokset osoittivat bakteeriyhteison koostuvan hapettomissa bentoniittikokeissa
padosin Desulfobakterota-, Proteobakteeri- ja Firmikuutti-pddjaksoista (Kuva 6). Ndmi ovat
olleet yleisid bakteeriloydoksid erilaisissa bentoniiteissa myds aiemmin (Svensson ym., 2011;
Lopez-Fernandez ym. 2015). Lisdksi osasta bentoniiteista 10ytyi my0s runsaasti
Kampilobakterota-pddjakson sukuja, mutta ndmé bakteerit ovat perdisin lisdtystd vedesti.
Kokeisiin lisdttyjen vesien bakteeriyhteisjen koostumus erosikin  huomattavasti
bentoniittikokeen bakteeriyhteisoistd (Kuva 6).
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Kuva 6. Hapettoman ja hapellisen bentoniittikokeen ldhtévesiseoksen, mikrobiologisen,
bentoniittimikrobi ja abioottisen kokeen bakteeriyhteisjen suhteelliset osuudet eri
tutkimusaikoina pddjaksojen tasolla.

Hapettomiin kokeisiin kéytetty vesi oli seos kolmesta Olkiluodon hapettomasta syvésti
pohjavedestd ja pienestd madrdstd typetettyd Korvensuon altaan pintavettd. Tédssd vedessd
todettiin paljon rikkid hapettavia kampilobakterota-sukuja kuten Sulfurimonas ja Sulfuricurvum
(Kuva 7). Liséksi vedessi oli havaittavissa Protebakteereja.
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Hapettoman kokeen mikrobiologisissa ja bentoniittimikrobi-néytteissd todettiin erilaisten
rikkiyhdisteiden pelkistdjien osuuden olevan suuri (Desulfuromonadaceae, Desulfurivibrio,
Desulfarculaceae, Desulfomicrobium). My0s raudan pelkistykseen kykenevid lajeja oli
monissa suvuissa ja heimoissa, joita ndytteistd todettiin (Deferrimonas, Thermicola,
Desulfuromonadaceae). Useat Firmikuutti-pddjakson rikin tai raudan pelkistykseen liittyvét
lajit (Thermincola, Desulfotomaculum, Desulfurispora) ovat iti0ivia. Hapettomien
mikrobiologisten- ja bentoniittimikrobi-ndytteiden bakteeriyhteisot erosivat toisistaan itidivien
mikrobien suhteellisissa midrissd. Bentoniittimikrobi-nédytteissd itidivien lajien osuus oli
suurempi, kun taas mikrobiologisissa niytteissd rikkiyhdisteisiin liittyvit lajit, jotka eivét
muodosta itiditd olivat suhteellisesti runsaammin edustettuja. Tama ero johtui todenndkdisesti
siitd, ettd bentoniittimikrobi-ndytteissd lisdtty vesi oli steriilisuodatettua, joka véhensi veden
mukana tulleiden bakteerien osuutta ndytteissé ja korosti kuivasta bentoniitista perdisin olevien
mikrobien maaraa. [tiot selvidvit kuivassa bentoniitissa pitkidkin aikoja muita lajeja paremmin.
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Kuva 7. Hapettoman bentoniittikokeen lihtovesiseoksen, mikrobiologisen, bentoniittimikrobi ja
abioottisen kokeen suurimpien (> 2% sekvensseistd ainakin yhdessd ndytteessd)
bakteerisukujen suhteelliset osuudet eri tutkimusaikoina.
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Abioottisissa hapettomissa ndytteissi rikkiyhdisteiden pelkistykseen liittyvien bakteerien osuus
oli pieni kokeen alussa ja ensimmadisend vuonna. Sen sijaan havaituista mikrobeista suuri osa
oli rikin hapettajia (Sulfurimonas ja Sulfuricurvum), jotka olivat todenndkdisesti perdisin
lisitystd  vedestd huolimatta siitd, ettdi vesi oli steriilisuodatettua. Kéytetty
sekvensointipohjainen menetelmi kertoo nédytteen mikrobiyhteison suhteellisista osuuksista,
eikd huomioi ndytteen mikrobien maarid. Tdmin takia mm. steriilisuodatuksesta ldpi paédsseet
rikin hapettajat voivat kdytdnnossd olla pieni miédrd, mutta suhteessa ndytteen muihin
bakteereihin muodostaa suurimman osan. Abioottisen kokeen toisena vuonna rikkiyhdisteiden
ja/tai raudan pelkistykseen kykenevien bakteerien suhteellinen osuus (Desulfovibrio,
Deferrimonas, Desulfuromonadia) nousi my0s abioottisissa hapettomissa niytteissa.

Toisen vuoden jéilkeen niytteisiin lisdttiin formiaattia ja asetaattia, jonka jdlkeen neljannen
vuoden hapettomista ndytteistd havaittiin suhteellisesti aiempaa enemmaén rikki/rauta yhdisteita
pelkistivid lajeja  (Desulfomicrobium, Trichlomonas, Thermincola), jotka pystyvit
hyodyntdmédan asetaattia ja/tai formiaattia. My0Os osa muista bakteeriryhmistd hyotyi lisatyista
energia ja hiilildhteistd kuten Chloroflexi, Anaerolineae ja Acetobacterium. Acetobacterium-
lajit ovat asetogeeneja, jotka tuottavat asetaattia ja voivat kéyttid energiakseen mm. formiaattia.

Hapellisten ndytteiden mikrobiyhteisdt erosivat hapettoman kokeen yhteisdjen profiilista.
Hapellisissa néytteissé ei todettu Desulfobakterota-ryhméé, joka sisdltdd paljon rikin ja raudan
hapetus-pelkistysreaktioita hyodyntdvid bakteereja, vaan vallitsevina péddjaksoina olivat
Proteobakteerit ja Aktinobakteerit. Nami ryhmit olivat vallitsevia myds ndytteisiin lisdtyssa
vesiseoksessa, tosin ryhmien suhteelliset osuudet muuttuivat veden Aktinobaateeri
enemmistOisestd yhteisostd, Proteobakteerien hallitsemaan yhteis6on bentoniittindytteissa
(Kuva 6). Hapellisen kokeen niytteissd ei todettu juurikaan rikki- tai rautayhdisteiden
pelkistykseen liittyvid bakteeriryhmid mindén tutkimusajankohtana, vaikka qPCR tulosten
mukaan sulfaatinpelkistdjien méérit olivat viimeisend vuonna selvésti nousseet. Odotusten
vastaisesti ndytteistd ei todettu Firmikuutti paédjakson iti6llisid rikkiyhdisteiden pelkistykseen
liittyvid ryhmid. Mahdollisesti itididen germinoituessa nédytteissd on ollut vield toksisia mairiad
happea niille anaerobisille bakteereille. Hapellisen bentoniittikokeen néytteissd oli
monimuotoinen bakteeriyhteiso mm. Pseudomonadaceae-, Comamonadaceae-,
Burkholderiaceae-, Spingomonadaceae- ja Caulobacteraceaca-heimojen edustajia, jotka
sopeutuvat moninaisiin olosuhteiseen. Mikrobiyhteisdt muuttuivat kokeen aikana varsin vihéan,
tosin viimeisend vuonna yhteisdjen moninaisuus pieneni. Abioottisissa hapellisissa ndytteissa
mikrobiryhmid oli huomattavasti vihemmain kuin mikrobiologisissa ja bentoniittimikrobi-
nédytteissd. Tamai johtui todenndkdisesti siitd, ettd ndytteissd oli vihemmaén eldvid bakteereita.

Liséksi tulosten perusteella voitiin todeta, ettd rinnakkaiset pullot erosivat yhteiso6iltddn
merkittdvisti. Tdma voi johtua eri tekijoistd, mutta todennikodinen vaikuttava asia on ainakin
nédytepullojen pieni koko. Veden mukana pulloihin tullut mikrobiomi voi jo alun perin vaihdella
pullosta toiseen. Myods mahdollinen happikontaminaatio yksittdisissd pulloissa vaikuttaa
mikrobiyhteison kehitykseen. Lisdksi mikrobien suhteellisen pieni méédrd haastavassa savi
ympéristossd vaikeutti DNA-eristystd, jolloin kdytossd olevat menetelmét havaitsevat vain ne
mikrobiryhmit, joita on eniten. Kun saatu sekvenssimédrd on pieni, suhteellisesti esitetyt
tulokset voivat liioitella pienid eroja mikrobiryhmien vélilla.
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Kuva 8. Hapellisen bentoniittikokeen ldihtovesiseoksen, mikrobiologisen, bentoniittimikrobi ja
abioottisen kokeen bakteerisukujen (> 1% sekvensseistd ainakin yhdessd ndytteessd)
suhteelliset osuudet eri tutkimusaikoina.

4.1.5 Arkeoni ja sieniyhteisdjen kehitys

Arkeoniyhteisoistd saadut sekvenssimddrdt olivat suhteellisen pienid, mm. alussa
kuumakdésitellyisti ja suodatetuista ndytteistd ei saatu riittdvéasti sekvenssejd, jotta ne kertoisivat
luotettavasti ndytteiden arkeoniyhteisdistd. My0Os osasta muita ndyteitd ei saatu riittdvisti
sekvenssejd kaikista rinnakkaisista niytteistd. Sekvenssimiiriin vaikutti bentoniitin
koostumus, josta mikrobien irrottaminen méiéritykseen on haastavaa. Tdmd ndkyy myds
tuloksissa (kuva 9), joissa arkeoniyhteisjen monimuotoisuus on runsaampi
bentoniittikokeisiin lisdtyissd vesissd kuin varsinaisissa bentoniittindytteissd. Todennédkoisesti
bentoniittindytteisti on saatu esille vain ne arkeoniryhmit, joita niytteissd on eniten.
Bentoniittindytteiden arkeonit olivat todennékdisesti perdisin lisdtystd vedestd, vaikka niiden
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suhteelliset osuudet muuttuivat bentoniittikokeissa ajan kuluessa. Hapettomissa kokeissa
Methanosarcinacea-heimo muodosti selvdsti suurimman ryhmdn. Namé arkeonit ovat
metanogeenisia, eli tuottavat metaani kiyttden mm. metanolia, vetyd, hiilidioksidia tai
asetaattia, joita useita ndytteistd 10ytyi. Hapellisessa kokeessa vallitseva ryhmaé oli tarkemmin
luokittelematon Arkeoni, jonka liséksi néytteissd oli Nitrosophaeraceae-heimoa, johon kuuluu
ammoniumin hapettajia. Hapellisissa ja suurimmassa osassa hapettomia néytteitd arkeoneja ei
juurikaan havaittu.
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Kuva 9. Hapellisen ja hapettoman bentoniittikokeen ldhtévesiseoksen, mikrobiologisen,
bentoniittimikrobi ja abioottisen kokeen arkeoniyhteisdjen suhteelliset osuudet eri
tutkimusaikoina.

Sienisekvenssimiirdt bentoniittindytteistd olivat vield pienempid kuin arkeoneista saadut
sekvenssimadrit. Tulokset eivét luotettavasti kerro sieniyhteisdistd muuta, kuin sen ettd niin
lisdtyissd vesissd kuin bentoniiteissa oli sienid, mutta niiden suhteellisia osuuksia ei voida
verrata toisiinsa, silld rinnakkaiset néytteet eivdt olleet riittivdn samankaltaisia.
Bentoniittindytteisiin lisdtyn hapettoman veden sieniyhteisdssa oli 1dhinnd Nectriaceae-heimoa
(Kuva 10), jota tavattiin bentoniittia sisdltdvissd ndytteissd vain satunnaisesti. Hapettomissa,
mutta myos hapellisissa bentoniittindytteissd, suhteellisesti eniten havaittiin Chaetomiaceae-
heimoa. Tdmin lisdksi todettiin monia sieniheimoja satunnaisesti.
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Kuva 10. Hapellisen ja hapettoman bentoniittikokeen lihtovesiseoksen, mikrobiologisen,
bentoniittimikrobi  ja abioottisen kokeen  sieniyhteisojen  suhteelliset osuudet eri
tutkimusaikoina.

4.1.6 Raudan hapetusaste ja kationinvaihtokapasiteetti

Bentoniittindytteiden raudanhapetusastetta mitattiin ferroziini-menetelmélld mahdollisimman
hapettomassa ympdiristossd. Menetelmd ei kuitenkaan soveltunut riittdvin hyvin niytteille,
joissa oli mukana kivimurskaa, joka myds mureni hyvin pieneksi muruksi bentoniitin sekaan ja
nédytteistd tuli epdhomogeenisia keskendén. Saadut tulokset eivit olleet riittdvin luotettavia
raportoivaksi. Bentoniitissa olevan rakenteellisen raudan hapetusaste on kuitenkin oleellisen
tirked tieto arvioitaessa mikrobien vaikutuksia bentoniitin toimintakyvylle. Hankkeessa
pyritdéin arvioimaan bentoniittindytteiden raudan hapetusastetta tulevana vuonna yhteistydssi
Helsingin Yliopiston kanssa, XANES (X-ray absorption near edge structure) -mittauksilla.

Bentoniitin kationinvaihtokapasiteetti (CEC) nousi ensimmaisend vuonna (0,85 -> 0,89 meq/g)
hapettoman kokeen mikrobiologisissa ndytteissd, mutta tasaantui sitten tille tasolle toisen ja
neljinnen vuoden néytteissd. Hapettomissa ja hapellisissa abioottisisa ndytteissi
kationinvaihtokapasiteetti jdi alemmalle tasolle koko kokeen ajaksi (0,84-0,85 meq/g).
Hapellisen kokeen mikrobiologisissa bentoniiteissa kationinvaihtokapasiteetti nousi neljanteni
vuonna hiukan korkeammalle kuin hapettoman kokeen néaytteissd (0,93 meq/g). Nama
muutokset ovat kuitenkin niin pienid, ettd niistd ei voida péételld muuta kuin
mikrobiaktiivisuuden vaikuttaneen kationinvaihtokapasiteettiin, mutta sen vaikutus on
kohtalaisen véhéinen.
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4.2 Yhteenveto kidynnissd olevasta bentoniittikokeesta

Kéynnissd olevan mikrobiologisen bentoniittikokeen tulokset osoittivat kokeiden
mikrobiyhteisdjen olevan monimuotoisia ja muuttuvan erilaiseksi kuin naytteisiin lisdttyjen
vesien mikrobiomit olivat alun perin. Hapettomissa olosuhteissa aloitettujen bentoniittien
mikrobiomeja hallitsivat rikkiyhdisteiden pelkistykseen kykenevét bakteerit, mutta myds
raudan pelkistykseen liittyvid lajeja todettiin. Itidlliset bakteerit olivat yleisimpid bentoniiteissa,
joiden vesi oli alun perin steriilisuodatettu, eli ne olivat todenndkdisesti perdisin kuivasta
bentoniitista. Itidllisten bakteerien tuottamat itiot selvidvat kuivassa bentoniitissa pitkid aikoja
verrattuna varsinaisiin eldviin bakteerisoluihin. Itidistd muodostuu sopivissa olosuhteissa
uudelleen aktiivisia bakteerisoluja. Hapellisissa olosuhteissa aloitettujen bentoniittikokeiden
mikrobiomit olivat monimuotoisemmat kuin hapettomien kokeiden mikrobiomit. Hapellisissa
kokeissa ei noussut esille selvid hallitsevia ryhmii ja rikkiyhdisteiden pelkistykseen liittyvia
bakteereja 16ydettiin vain satunnaisesti.

Kahden vuoden jidlkeen niytteisiin alettiin lisdtd ravinteita, joiden vaikutusta mikrobien
toimintaan ja méériin selvitettiin reilun vuoden jilkeen. Neljantend vuonna todettiin, ettd lisdtyt
formiaatti- ja asetaattilisiykset olivat lisinneet muutamien bakteeriryhmien suhteellisia
osuuksia hapettomissa néytteissd. Nditd olivat mm. rikki/rauta yhdisteitd pelkistavét
Desulfomicrobium, Trichlomonas, Thermincola -lajit, jotka pystyvit hyddyntiméédn asetaattia
ja/tai formiaattia. My0s Chloroflexi, Anaerolineae ja Acetobacterium ryhmien suhteelliset
osuudet kasvoivat. Arkeoneja ja sienid todettiin ndytteistd, mutta niiden méérit vahenivét ajan
kuluessa.  Ainoastaan = Methanosarcinacea-heimon  arkeoneja  16ytyi  hapettomista
mikrobiologisista ndytteistd koko seurantajakson ajan ja olosuhteet niiden kasvulle ja metaanin
tuotolle olivat mahdollisia.

Fysikaalis-kemialliset =~ maédritykset tukivat tulosta, ettd varsinkin  hapettomissa
bentoniittipulloissa kasvaa sulfaatinpelkistdjid, jotka tuottavat sulfidia. Sulfidin tiedetidin
pelkistivin abioottisesti rautaa. Liséksi havaittiin mahdollisia raudanpelkistdjid, jotka voivat
suoraan pelkistdd bentoniitin rakenteellista rautaa ja/tai kokeeseen lisdtyn kivimurskan
sisdltiméa rautaa. Kaytettdvissd ollut raudanhapetusasteen miiritysmenetelma ei kuitenkaan
ollut soveltuva mittaamaan titd muutosta kivimurskaa siséltdvdssd heterogeenisessa
bentoniitissa. Tulevana vuonna pyritddn raudan hapetusastetta bentoniitissa selvittdmiin
yhteistyossd Helsingin Yliopiston kanssa XANES-mittauksilla.

5. Kiitokset

Kiitokset tutkimusyhteistydstd ja keskusteluista koordinoidun MoToPro hankkeen projektien
VaVu (Minna Vikman), Mimosa (Malin Bomberg), Kuko (Leena Carpen) ja GTK:n BIKES
hankeen (Riikka Kietdvdinen) kanssa. Erityiskiitokset Mirva Pyrhoselle tehokkaasta, tarkasta
ja ammattitaitoisesta tyOstd projektin ndytteiden mikrobiologisissa madrityksissd. Kdynnissi
olevan hapellisen bentoniittikokeen rahoitus 2016-2018 tuli Horizon 2020 projektista MIND,
Euratomin tutkimus ja harjoittelu ohjelmasta 2014-2018 avustussopimuksella numero 661880
sekd hapettoman kokeen rahoitus KYT-2018 Geobiokierto hankkeesta.
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