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MiBe-hankkeen péitutkimuskohde kolmantena tutkimusvuonna oli vuonna 2016 aloitetun
bentoniitin mikrobiologisen sdilytyskokeen tulosten analysointi ja tieteellisen artikkelin
kirjoitus. Kokeesta tutkittiin myds ylimédrdiset ndytteet, joilla selvitettiin mikrobiaktiivisuuden
vaikutuksia bentoniitin rakenteellisen raudan hapetusasteeseen sekd mineralogiaan. Léhes
viiden vuoden kokeen péitulokset osoittivat, ettd bentoniitista liukeneva orgaaninen hiili yllapiti
mikrobiatiivisuutta vain vajaa kaksi vuotta. Hapellisissa olosuhteissa aloitetussa kokeessa happi
kulutettiin lihes kokonaan muutamassa kuukaudessa. Bakteeritoiminta aktivoitui nopeasti
uudelleen pienelld méaralla lisdttyja yksinkertaisia orgaanisia hiiliyhdisteitd (Na-formiaatti ja -
asetaatti). Neljin vuoden jdlkeen todettiin mikrobiaktiivisuuden seurauksena bentoniitin
rakenteellisen raudan pelkistyneen kokonaan XANES-mittauksessa (X-ray absorption near
edge structure) lukuunottamatta abioottisia konrollindyteitd. Mikrobiyhteis6t poikkesivat
merkittdvisti toisistaan hapettomasti ja hapellisesti aloitetuissa kokeissa, mutta molemmissa
kokeissa todettiin bentoniitin raudan pelkistyminen. Erityisesti hapettomissa bentoniittikokeissa
todettiin bentoniitin mineralogiassa illiitin osuuden kasvaneen suhteessa smektiittiin XRD (X-
ray diffraction) -mittauksessa. Taémaé voi olla osoitus bentoniitin paisuntakyvyn pienenemisesta.

MoToPro-hankeen yhteistyond kesdlld 2020 aloitetusta moniestevuorovaikutuskokeesta
tutkittiin 14htétilanteen ja kesdn 2021 niytteitd. Analysoitujen bentoniitindytteiden perusteella
mikrobiyhteis6ihin vaikutti voimakkaasti sijainti bentoniitin pinnassa tai syvemmadlld, sekd
pieni madérs lisdttyjd energialdhteitd. Sulfaatinpelkistdjdbakteerien osuus yhteisostéd oli selvésti
suurempi bentoniitin pintakerroksessa sekd nédytteissd, joihin oli lisdtty energialdhteitd. Vuoden
sdilytyksen jilkeen sulfatinpelkistdjien osuus oli edelleen kasvanut, vaikka yhteison valtalajien
osuudet olivat muuttuneet (Desulfomicrobium->Desulfurivibio + Desulfocapsaceae).
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1. Johdanto

Kaytettyd ydinpolttoainetta on tarkoitus alkaa loppusijoittamaan Olkiluodon peruskallioon
2020-luvun puolivilissd. Loppusijoituksen turvallisuus varmistetaan moninkertaisten
vapautumisesteiden avulla. Keraaminen polttoaine sijoitetaan kaasutiiviiseen kupari-valurauta-
kapseliin, joka suojaa kdytettyé polttoainetta mekaaniselta rasitukselta ja korroosiolta. Kapseli
ympérdidddn bentoniitilla, jonka tarkoitus on vaimentaa kallion litkahduksia ja vihentda veden
litkkkumista kapselin luo. Sijoitus syville kallioperdén 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.

Syvilla peruskalliossa on runsaasti mikrobiologista aktiivisuutta. Mikrobiologiset prosessit
tapahtuvat kuitenkin hitaasti, koska mikrobeilla on kiytOssd rajoitetusti eldméé yllapitdviad
energialdhteitd. Monissa tutkimuksissa on havaittu, ettd hitaat mikrobiologiset prosessit voivat
aktivoitua varsin nopeasti, jos mikrobiyhteisoille on tarjolla ravinteita (Bomberg ym., 2017;
Rajala ja Bomberg, 2017; Miettinen ym., 2018).

Bentoniitin tehtdvé ydinpolttoaineen loppusijoituksessa on suojata kapselia niin mekaanisesti,
fysikaalisesti kuin mikrobiologisesti. Bentoniitin ollessa korkeassa tiheydessd ja
paisuntapaineessa kuten loppusijoituksessa on suunniteltu, se tdyttdd ndmid kaikki roolit.
Loppusijoitustiloissa on kuitenkin rajapintoja, joissa bentoniitti ei saavuta suunniteltuja
ominaisuuksia, jolloin mikrobiologinen aktiivisuus on mahdollista paikallisesti, kuten
pohjaveden, kallion ja bentoniitin rajapinnoissa (Stroes-Gascoyne ym. 2011). Yleisesti
tiedetddn (referoitu mm. Ré&ttd 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 kipsissd (Vikman ym. 2018).

Koska loppusijoitus kestii useita kymmenid tuhansia vuosia, hitaatkin mikrobiologiset reaktiot
voivat tuottaa tdllaisissa aikaskaaloissa huomattavia miérid 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 pelkistia
bentoniitin ferrirautaa, sekd muut vield tarkemmin analysoimattomat mikrobiologiset
aineenvaihduntareitit ja -tuotteet seké sienet, joita tiedetddn esiintyvan aktiivisina Olkiluodon
syvébiosfarissid (Sohlberg ym. 2015). Pahimmillaan mikrobiologinen aktiivisuus voisi 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  tédllaisten ’worst case’ -olosuhteiden tutkiminen, sen
selvittdmiseksi, voivatko mikrobit aiheuttaa bentoniitin rakenteelle merkittdvid muutoksia,
mikrobeille suotuisissa olosuhteissa, joissa bentoniitti oli slurryna. Hankkeessa osoitettiin, etti
mikrobit muodostivat bentoniitti-vesiseoksessa sulfidia ja vastaavasti sulfaatin miiré pieneni.
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Néin ei tapahtunut abioottisissa kontrollindytteissd. Epdselviksi kuitenkin jdi lyhyen
tutkimusajan jdlkeen se, kuinka merkityksellistd mikrobien toiminta oli bentoniitin rakenteen
kannalta, silld mikrobitoiminta oli hidasta tutkimusolosuhteissa, jotka vastasivat geologisia
loppusijoitustiloja.

2. Tutkimuksen kokonaistavoitteet

MiBe-hankkeen tavoitteena on selvittdd aiheuttavatko mikrobit aktiivisuudellaan bentoniitin
rakenteelle ja toimintakyvylle riskin mikrobeille suotuisissa olosuhteissa. Téllaisia olosuhteita
voi 16ytyd esimerkiksi bentoniitin, pohjaveden ja kallion rajapinnoista. Mikrobitoimintaa
kiihdytetadn antamalla mikrobeille ravinteita, jotta niiden aktiivisuus vastaisi vahintdén useiden
vuosikymmenten aikaa geologisissa ympéristoissad. Lisdksi MiBe-projektin tavoitteena osana
koordinoitua MoToPro-hankketta on saada selville uutta tietoa mikrobien vaikutuksesta
moniestejérjestelmén  toimintakykyyn  korkea-aktiivisen  ydinjitteen = 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 2021

2.1.1 Kaynnissi oleva mikrobiologinen bentoniittikoe

KYT2018-ohjelman Geobiokierto-hankeen ja Euratom MIND EU-hankkeen yhteistyond
kdynnistettiin vuonna 2016 bentoniitin mikrobiologinen pitkédaikaiskoe, josta analysoitiin
yhden ja kahden vuoden siilytyksen jilkeen nidytteitd ja todettiin pienid mikrobiologisia
vaikutuksia. MiBe-hankkeessa on tdmén kokeen jdljelld oleviin ndytteisiin lisdtty ravinteita
neljin kuukauden vélein aktivoimaan mikrobien aineenvaihduntaa ja siten vaikutuksia
bentoniitin rakenteelle. Raportointivuoden aikana kokeesta otettiin uudet néytteet (4 v 10 kk)
selvittdmidn bentoniitin rakenteellisen raudan hapetusastetta sekd mineralogiaa. Lopulliset
tulokset raportoidaan tdssi raportissa ja niistd on kirjoitettu 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, lisddmalld tdhdn naytteitd. Talloin
voitiin varmistua koeolosuhteiden hapettomuudesta, joka on riskind pienemmén mittakaavan
pullokokeissa, sekd riittdvistd ndytemairistd erilaisia madrityksid varten. Koe kdynnistettiin
kesdlld 2020, jolloin toteutettiin my0s ldhtdtilanteen mikrobiologinen ja kemiallinen
ndytteenotto, johon tulevien vuosien ndyteitd verrataan. Tutkittavia tekijoitd kokeessa ovat
bentoniitti, vesifaasi, kaasufaasia, kupari, sekd energialdhteen ja kivimurskan vaikutus.
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Raportointivuonna tutkittiin ndytteitd reaktoreista, joissa oli vakioitujen tekijoiden veden,
kaasufaasin ja kalsiitin lisdksi komponentteina bentoniitti, kupari ja energialédhde.

MiBe hankkeen tavoitteena on arvioida aiheuttaako mikrobiaktiivisuus bentoniitin rakenteelle
ja toimintakyvylle “worst case” -olosuhteissa riskin, joka pitdisi  huomioida
turvallisuustarkastelussa.  Tutkimusvuoden — aikana  vedettiin ~ yhteen  ensimmdisen
mikrobiologisen bentoniittikokeen tulokset sekd tutkittiin MoToPro-hankkeen yhteisestd
vapautumisestekokeesta ensimmdisen vuoden ndytteitd tavoitteiden mukaisesti.

2.13 Raportointi ja tieteelliset artikkelit

Hankkeen kolmantena tavoitteena oli tulosten raportointi KYT2022-ohjelmassa esitettyjen
ohjeiden mukaisesti seké tieteellisen artikkelin kirjoittaminen. Ndmai tavoitteet tayttyivét, silla
tieteellinen artikkeli on jdtetty vertaisarvioitavaksi 2021 joulukuussa. Liséksi tutkimusvuodesta
2021 kirjoitetaan myo6s VT T:n tutkimusraportti.

3. Materiaalit ja menetelmiit

3.1 Kéynnissé oleva mikrobiologinen bentoniittikoe

3.1.1 Néytteet

Bentoniitin mikrobiologinen pitkdaikaissdilytyskoe aloitettiin kesékuussa 2016 KYT-
Geobiokierto ja Euratom MIND -hankkeissa. Kokeissa tutkittiin  Wyoming-tyyppisti
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 ensimmdisen, toisen ja neljinnen vuoden jidlkeen on raportoitu
Geobiokierto hankkeen tutkimusraportissa 2018 (Miettinen, 2019) sekd MiBe hankkeen
tutkimusraportissa 2020 (Miettinen, 2021). Bentoniittikokeista tutkittiin vesien kemiaa seka
eristettiin mikrobien DNA:ta, josta tutkittiin bakteerien, arkeonien ja sienten mairdd (qPCR)
sekd funktionaalisia geenejd. Liséksi bentoniittikoepulloista seurattiin kaasufaasin
koostumuksen muutosta sekd solujen energiamolekyylin (Adenosine TriPhosphate) ATP-
médrien avulla mikrobisolujen aktiivisuutta. Bentoniittindytteiden sekvensointitulokset eli se,
mitd mikrobeja nidytteissd on, ja miten mikrobiyhteisot ovat muuttuneet l&htotilanteesta
ensimmadisen, toisen ja neljannen vuoden néytteenotoissa on raportoitu MiBe hankkeen vuoden
2020 tutkimusraportissa (Miettinen, 2021).

Tutkimusvuonna otettiin uudet néytteet bentoniittipulloista (4 v 10 kk) sen selvittdmiseksi,
miten mikrobiaktiivisuus on vaikuttanut bentoniitin rakenteellisen raudan hapetusasteeseen
sekd mineralogiaan. Mittaukset tehtiin bentoniitin puhdistetulle alle 2 um jakeelle, joka on
oleellinen bentoniitin toimintakyvylle. Puhdistettu fraktio ei siséltdnyt juurikaan
sivukivimateriaalia, jossa on erilaisia rautayhdisteitd ja jotka voisivat hdiritd raudan
hapetusasteen maérittdmistd. Bentoniittindytteet puhdistettiin hapettomisssa olosuhteissa ensin
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dekantoimalla kokeiden suolainen neste ndytteistd ja sen jilkeen lisddmaélld tislattua vettd,
sekoittamalla ja sentrifugoimalla (10 min, 3765 x g) ja poistamalla néin nestefaasin mukana
pddosa suolasta. Tdmén jilkeen bentoniittisakkaan liséttiin kolmasti tislattua vettd, sekoitettiin
tunnin ajan, jolloin pienet bentoniittipartikkelit siirtyvét vesifaasiin. Kevyen sentrifugoinnin
jdlkeen (10 min, 56 x g) kirkas vesifaasi kerittiin talteen. Kerdtyt ndytevedet yhdistettiin ja
kertynyt bentoniitti saostettiin lisddmalld natriumkloridia, niin ettd suolan pitoisuus ndytteessi
oli 0,5 M. Tunnin sekoituksen jédlkeen ndyte sentrifugoitiin (10 min, 4648 x g) jolloin
puhdistettu bentoniitti kertyi sakkana putken pohjalle, neste poistettiin ja bentoniitin annettiin
kuivua hapettomissa oloissa ennen méaérityksia.

Bentoniitin hapetusasteen mééritys puhdistetuista bentoniiteista tehtiin Helsingin Yliopistossa.
XANES (X-ray absorption near edge structure) -mééritysten avulla kerddmalld néytteiden Fe
K-edge spektrit. Tuloksia verrattiin CaFe(I1)Si2Os ja Fe(IlI)20; néytteisiin, joita kiytettiin
puhtaina Fe(II) ja Fe(III) referensseini.

Puhdistettujen bentoniittindytteiden mineralogiaa tutkittiin XRD:lld (X-ray diffraction)
Geologian Tutkimuskeskuksessa. Niytteet analysoitiin Bruker D8 Discover A25 laitteistolla
kulmavililtd 26 2-70° CuKa. Generaattorin asetukset olivat 40 kV/40mA, mittausvéli 0.02° ja
mittausaika 0.1 s. Faasit tunnistettiin Bruker EVAS5.2 ohjelmiston avulla kdyttden International
Center for Diffraction Data PDF-Minerals 2021 tietokantaa. Ndytteet analysoitiin myds Mg ja
K ionivaihdon jdlkeen, Mg vaihdetut niytteet kisiteltiin etyleeniglykolilla 60°C:ssa yli 16 h ja
K-vaihdetut ndytteet kuumennettiin tunnin ajaksi 200°C:een, jonka jilkeen ne kuumennettiin
vield tunti 550°C:ssa.

Muut kdytetyt menetelmét ja kokeiden pystytys on raportoitu aiemmissa KYT Geobiokierto ja
KYT MiBe -raporteissa (Miettinen, 2017; 2018; 2019; 2020; 2021).

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
ndyte Olkiluodon hapeton seosvesi 80 ml olkiluodon hapekas seosvesi 80 ml
Olkiluodon kivimurska S5g Olkiluodon kivimurska S5g
Hiilenlahteita Hiilenlahteita
Anaerobinen kaasuseos IiIma
Bentoniitin mikrobit Bentoniitti 5g Bentoniitin mikrobit Bentoniitti 5g
vesi ster. suodatettu Stiilisuodatettu hapeton seosvesi 80 ml [vesister. suodatettu  Steriilisuodatettu hapekas seosvesi 80 ml
Olkiluodon kivimurska S5g Olkiluodon kivimurska 5g
Ei hiilenldhteita Ei hiilenldhteita
Anaerobinen kaasuseos IiIma
Abioottinen kontrolli Kuumakasitelty bentoniitti 5g Abioottinen kontrolli gy umakisitelty bentoniitti 5g
vesi ster. suodatettu, stjilisuodatettu hapeton seosvesi 80 ml [Vesi ster. suodatettu,  stijilisuodatettu hapekas seosvesi 80 ml
bentoniitti ja Autoklavoitu Olkiluodon kivimurska 5g bentoniitti ja Autoklavoitu Olkiuodon kivimurska ~ 5g
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%, kalimaasdlpd 5 %, magneettikiisu 5%. Hapeton
seosvesi: OL-KR13:0L-KR11:0NK-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 jélkeen
lisdtty neulalla 15 ml CHy4
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3.2 Yhteinen vapautumisesteiden vuorovaikutus -koe

Koordinoidun MoToPro-hankkeen yhteinen vapautumisestekoe aloitettiin kesélld 2020. Koe
toteutettiin padosin bentoniitti-slurrylle, mutta myds muutamia kokeita kompaktoidulle
bentoniitille aloitettiin. Taulukossa 2 on esitetty bentonitti-slurry-kokeiden kisittelyt
muuttujineen. Muuttujat ja koeolosuhteet on kuvattu tarkemmin MiBe tutkimusraportissa
vuodelta 2020 (Miettinen, 2021).

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.

Kisittely| Pohjavesi | Kupari |Bentoniitti |[Kivimurskal Energia Lasipullo 2 1 POM
ONK-KR16 250 g 20g 1,5 mM Na-| kaasufaasi |polyoxy-metyleeni
1600 ml formiaatti ja| N2:CHa:H2:CO2 kaasufaasi
Kalsiitti laktaatti 6kk N2:CH4:H2:CO2
5g vilein

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 (1580 ml) X X (186 g) X X

Kesallda 2020, kaksi viikkoa kokeen kaynnistyksen jdlkeen tutkittiin kolme reaktoria
kasittelyistd 1, 2, 3, 4, 5, 6 ja 7. Lisdksi tutkittiin késittelystd 8 yksi POM-reaktori.
Tutkimusvuonna 2021, vuoden sdilytyksen jdlkeen tutkittiin kdsittelyn 5 reaktoreista kolme.
Kaikista tutkituista reaktoreista otettiin ndytteet kaasufaasista MoToPro yhteishankkeen Bikes-
projektille, vesifaasista Mimosa-hankkeelle ja kupareista KuKo-hankkeelle. MiBe-hanke
analysoi ndytereaktoreiden bentoniittifaasin.

3.2.1 Mikrobiologiset mééritykset

Bentoniittindytteitd tutkittiin  kunkin reaktoripullon bentoniitin pintakerroksesta ja
keskikerroksesta erikseen. Kummastikin néytetyypisté tutkittiin kaksi erillistd 4 ml néytetta.
Bentoniitin analysoinnissa mikrobiologiset maddritykset tehtiin DNA-pohjaisesti. DNA-
eristysmenetelmii kehitettiin ensimmaéisen bentoniitin sédilytyskokeen jélkeen, silld haastavasta
materiaalista johtuen DNA-miirdt olivat matalia. Parannettu menetelmid pohjautuu
kaupalliseen eristyskittiin, mutta néyte esikésitelldin DNA-saannon parantamiseksi. Lyhyesti
kuvattuna 4 ml bentoniittislurryi sentrifugoitiin (40 min, 10 000 x g) ja supernatantti poistettiin.
Néytteeseen lisdttiin helmiéd ja 1 M fosfaattipuskuria, jossa oli 15% etanolia seki eristyskitin
lyysauspuskuria (DNeasy PowerWater, puskuri PW1). Néyte sekoitettiin ja késiteltiin FastPrep
laitteessa 4 x 45s, jolloin partikkelit ja helmet hakkautuvat voimakkaasti toisiinsa, mikrobisolut
rikkoutuvat ja DNA-vapautuu soluista. Tamén jdlkeen ndytteiden solujen hajottamista jatkettiin
inkuboimalla 80°C:ssa 40 min., sekoitettiin ja sentrifugoitiin 1 min. 4 000 x g. Supernatantti,
johon soluista vapautunut DNA liukeni, siirrettiin puhtaaseen putkeen ja sentrifugoitiin
uudelleen epdpuhtauksien poistamiseksi. Tdmédn jilkeen jatkettiin eristyskitin ohjeistuksen
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mukaan, huomioiden ndytteen suurempi livostilavuus. Eristetyn DNA:n méérd mitattiin Qubit
fluorometrilla, jonka jilkeen DNA pakastettiin jatkomaérityksié varten.

Eristetystd DNA:sta maidritettiin kvantitatiivisen reaaliaikaisen PCR:n (qPCR) avulla
bakteerien, arkeonien ja sienten miédrd. Méérityksessé tutkittiin DNA:n siséltdmén bakteerien
ja arkeonien 16S rRNA geenien miird, sekd sienten 5.8S rRNA geenin méiérd kullekin
mikrobiryhmélle soveltuvan alukeparin avulla (Miettinen ym. 2021). Liséksi seosvesistd
tutkittiin qPCR:11d geenien maéadrit, jotka liittyvét sulfaatin pelkistykseen (dsrB), metaanin
tuottoon (mcr4) (Purkamo ym. 2015).

DNA-néytteet bentoniittikokeen alusta 2 vk kohdalta sekd késittelyn 5 reaktoreiden néytteet
vuoden kuluttua kokeen aloituksesta, kontrollindytteineen, tehosekvensoitiin iSeq laitteella
(Illumina). Bakteerien ja arkeonien 16S rRNA geenejd monistettiin alukkeilla iSeq 341f ja
iSeq_805r (Herlemann ym., 2011). Saadut sekvenssit analysoitiin R:ssd (versio 4.1.1) dada2
ja tidyverse pakettien avulla, joilla poistettiin alukesekvenssit ja sekéd sekvenssit, jotka eivit
tayttineet yleisid laatukriteereitd. Sekvensseistd muodostettiin ASV (amplicon sequence
variant) -ryhmid ja niiden taksonomiat tunnistetiin kéyttden tunnistuksessa Silva tietokantaa v.
138 (Pruesse ym., 2007; Quast ym. 2013).
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4. Tulokset ja tulosten kasittely

4.1 Kéynnissé olevan bentoniittikokeen analysointi

Lihes viisi vuotta kdynnisséd olleen mikrobiologisen bentoniittikokeen péadtulokset koostetaan
seuraavassa. Suuri osa tuloksista on kiyty ldpi tarkemmin KYT Geobiokirto- ja MiBe-
hankkeiden tutkimusraporteissa. Kokeista otettiin ndytteet 1dhtotilanteessa (2 vk), vuosi, kaksi
ja 4 vuotta kokeiden aloituksen jélkeen mikrobiologisiin ja kemiallisiin méérityksiin. Tdmén
lisdksi tutkittiin ylimadréisid ndytteitd 4 v 10 kk aloituksen jdlkeen bentoniitin raudan
hapetusasteen ja mineralogisten muutosten selvittimiseksi. Eri nédytetyypeistd kéytetdén alla
lyhennettyjd muotoja erottamaan ndytetyypit toisistaan. Mikrobiologinen nidyte kuvaa
bentoniittipulloja, joissa mikrobeja on tullut néytteisiin kaikista komponenteista (vesi,
bentoniitti ja kivimurska), bentoniittimikrobi-ndytteisiin pddosin bentoniitista ja kimurskasta
(vesi steriilisuodatettu 0,22 pm suodattimen ldpi) sekd abioottisissa niytteissd kaikki
komponentit oli kisitelty niin, ettd mikrobiméérdt olivat ldhtdtilanteessa hyvin pienid
(steriilisuodatus/kuumakisittely). Kokeet aloitettiin  hapellisissa sekd hapettomissa
olosuhteissa.

Hapellisissa olosuhteissa aloitetussa kokeessa happimédrd pieneni kaasufaasista nopeammin
mikrobeja sisdltdneistd ndytteistd kuin abioottisista kontrolleista, mutta ero ei ollut huomattava.
Onkin oletettavaa, ettdi myds kemialliset reaktiot kuten adsorptio vaikutti kaasufaasin
happipitoisuuden laskuun. Prosesseja, joissa happea sitoutuu, ovat kirjallisuuden mukaan
mikrobiaktiivisuus ja reaktiot pelkistynyttd ferrorautaa sisdltdvien mineraalien ja orgaanisen
aineksen kanssa (Grandia ym. 2006, Carlsson ja Muurinen, 2008; Giroud ym 2018).

Kokeiden mikrobiologinen aktiivisuus laski ldhtdtilanteesta ensimmdisen ja toisen vuoden
ndytteissd bakteerien, arkeonien, sienten ja sulfaatinpelkistdjien geeniméddrien perusteella.
Vuoden kohdalla todettiin hapettoman ympariston kokeista aktiivinen biologinen
sulfaatinpelkistyminen, jota ei endd toisen vuoden kohdalla havaittu. Néiden tulosten
perusteella on oletettava, ettei bentoniitista liukeneva orgaaninen aines (DOC) kyennyt
ylldpitimaan mikrobitoimintaa aktiivisena kokeen rajatussa ympéristdssd (80 ml) kuin reilun
vuoden ajan.

Toisen koevuoden tulosten selvittyd, ndytteisiin alettiin lisddméén pienid méérid energialdhteité
aktivoimaan mikrobiyhteisdjd (2 mM Na-asetaatti ja formiaatti) kolmasti vuodessa. Neljannen
vuoden tulokset osoittivat mikrobiyhteisdjen aktivoituneen, silld bakteerien ja
sulfaatinpelkistdjien geenimdirit nousivat muissa paitsi hapellisissa abioottisissa ndytteissa.
Arkeonien médrit nousivat vain hapettomissa mikrobiologisissa néytteissi, joten arkeonit eivét
olleet selviytyneet sdilytyksestd véhdravinteisissa alun perin hapellisissa olosuhteissa.
Myo0skéddn sienten madrit eivdt nousseet neljantend vuonna missddn ndytteistd, joten niiden
rooli oli oletettavasti vihdinen koeolosuhteissa.

Bakteeriyhteis6jen sekvensointien perusteella kokeiden mikrobiyhteisét olivat moninaisia.
Hapettomissa olosuhteissa sulfaatinpelkistéjat hallitsivat yhteis6jd. Hallitseva lajisto poikkesi
toisistaan mikrobiologisissa ja bentoniittimikrobi-ndytteissd. Bentoniittimikrobi-ndytteissi
sulfaatinpelkistéjit olivat ldhinnd itiollisid, eli ne selvidvdat myds kuivassa bentoniitissa.
Naytteissd, joissa mikrobisto oli perdisin sekd pohjavedestd ettd bentoniitista, hallitseva lajisto
koostui enemmén sulfaatinpelkistéjistd, jotka eivdt tuota itiditd. MyOs suoraan raudan
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pelkistykseen kykenevid bakteereja (kaikista mikrobeista ei vield tunneta titd ominaisuutta)
havaittiin hapettomista naytteistd, kuten Thermincola ja Deferrimonas.

Hapellisten kokeiden lajisto oli moninaisempi kuin hapettomien néytteiden, eikd selvid
valtalajeja muodostunut. Tunnettujen sulfaatinpelkistdjien mairét olivat vahaisid sekvensoinnin
perusteella, mutta qPCR-tulosten perusteella hapellisten mikrobiologisten kokeiden neljantend
vuonna sulfaatinpelkistykseen liittyvid geenejé oli runsaasti ndytteissa.

Arkeonien ja sienten rooli jdi tulosten perusteella véhiiseksi, tosin arkeonien merkitys
hapettomissa ndytteissd voi olla tutkittua huomattavampi, silld mm. metanogeeni (metaanin
tuottaja) Methanolobus, metaanin hapettaja Methanoperedens seki generalisti Bathyarchaeia
todettiin koko kokeen ajan. Yleisesti koko vallitsevan mikrobiyhteison tunteminen auttaa
ymmirtiméadn yhteison aineenvaihduntaa ja vaikutuksia ympéristoonsd, sekd erityisesti
selvittimiin keinoja yhteison aktiivisuuden ja toiminnan hallitsemiseksi.

Kemiallisten mééritysten perusteella koeolosuhteissa tapahtui useita muutoksia, jotka tukivat
havaintoja mikrobiologisen sulfaatinpelkistyksen aktiivisuudesta ensimmaéisen ja neljdnnen
vuoden hapettomissa ndytteissd sekd hapellisen kokeen neljannen vuoden niytteissd. Eri
ndytetyypeissd todettiin bentoniitista liukenevaa sulfaattia, mutta sulfaatin miirit olivat
suurimmat abioottisissa néytteissd, kuten myds hapellisissa néytteissd toiseen vuoteen asti.
Naéissd ndytteissd ei siten tapahtunut juurikaan sulfaatin pelkistymistd, vaan sulfaattia kertyi
ndytteisiin. Sulfidin médardd mitattiin toisena ja neljantend vuonna. Toisena vuonna sulfidia ei
havaittu, mutta neljdntend vuonna sulfidia todettiin kaikista muista ndytteistd paitsi hapellisen
kokeen abioottisista pulloista. Kokeen alkuvaiheessa redox arvot olivat korkeita, n. 330 mV vs.
SHE hapellisissa mikrobipulloissa, mutta tasot laskivat alle 100 mV neljdntend vuonna.
Hapettoman kokeen mikrobinidytteiden redox-arvot olivat matalammat ensimméisend vuonna
kuin toisena vuonna ja laskivat neljintend vuonna huomattavasti, aina -95 mV:iin vs SHE.

Kationinvaihtokapasiteetin (CEC) arvojen oletettiin nousevan sulfaatinpelkistyksen edetessi
bentoniitin raudan pelkistyessd muodostuneen sulfidin vaikutuksesta. Ensimmadisend vuonna
arvot nousivat (0,85 -> 0,89 meq/g) hapettoman kokeen mikrobiologisissa néytteissd, mutta
tasaantuivat sitten tdlle tasolle toisen ja neljinnen vuoden niytteissd. Hapellisen kokeen
mikrobiologisissa bentoniiteissa kationinvaihtokapasiteetti nousi neljdntend vuonna hiukan
korkeammalle kuin hapettoman kokeen nédytteissd (0,93 meq/g). Kaikissa abioottisissa
nédytteissd kationinvaihtokapasiteetti jdi alemmalle tasolle koko kokeen ajaksi (0,84-0,85
meq/g). Pienet muutokset kationinvaihtokapasiteetin arvoissa olivat yllitys. Kirjallisuudessa
(Stucki ja Kostka, 2006) kuitenkin todetaan, ettid kationinvaihtokapasiteetin muutokset eivit
valttdiméttd seuraa lineaarisesti bentoniitin rakenteellisen ferroraudan méérdd johtuen
mahdollisista sivureaktioista ja uudelleen hapettumisesta, joka oli koeolosuhteissa mahdollista
redox-arvojen vaihtelujen perusteella.

Hankkeen tutkimuskysymyksend oli selvittdd, voiko mikrobiologinen aktiivisuus, erityisesti
sulfaatin ja raudan biologinen pelkistys, vaikuttaa bentoniitin rakenteeseen ja mahdollisesti
toimintakykyyn. Koska bentoniittindytteissd havaittiin selvd ja ajoittain voimakas sulfaatin
pelkistys, haluttiin osatehtdvdn lopuksi selvittdd, oliko mikrobiaktiivisuus vaikuttanut
bentoniitin rakenteellisen raudan hapetusasteeseen ja jopa mineralogiaan. Kaikista
nédytetyypeistd tutkittiin 4 v ja 10 kk sdilytyksen jélkeen niytteet, jotka ensin puhdistettiin
hapettomasti (fraktio < 2 pum), jotta bentoniitin heterogeenisyys ei haittaisi maarityksia.
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XANES-méiritys osoitti kaiken bentoniitin rakenteellisen raudan olleen pelkistynyttd (Fe(Il))
kaikissa muissa ndytteissd paitsi hapellisessa abioottisessa kontrollissa (Taulukko 3).
Mineralogisessa maédrityksissd  havaittiin  hapettoman kokeen mikrobiologisen ja
bentoniittimikrobi-ndytteiden illiitti-smektiitti-suhteen nousseen verrattuna tilanteeseen
ldhtobentoniitissa tai hapellisen kokeen néytteissé.

Taulukko 3. Bentoniittindytteiden raudan hapetusarvot XANES-mittauksesta LCF (linear
combination fitting) muunnoksen jdlkeen.

Nayte Fe™,%; CaFe"Si,05
Fe;02 67(3) 33(3)
Hapeton mikrobiologinen 0 (3) 100 (3)
Hapeton bentoniitti 0(5) 100 (5)
Hapeton abioottinen 0(2) 100 (2)
Hapellinen mikrobiologinen 0 (2) 100 (2)
Hapellinen bentoniitti 0(2) 100 (2)
Hapeton abioottinen 52 (3) 48 (3)
Alkuperdinen bentoniitti 38 (3) 62 (3)

Arvot suluissa kuvaavat epavarmuutta (%)

Vaikka mikrobiyhteisdt poikkesivat merkittdvésti toisistaan hapettomasti ja hapellisesti
aloitetuissa kokeissa niin ldhtotilanteessa kuin kokeen lopussa, molemmissa kokeissa todettiin
bentoniitin rakenteellisen raudan pelkistyminen. Tamé osoittaa, ettei mikrobien alkuperilld
ollut juurikaan vaikutusta lopputulokseen ja monista ldhteistd perdisin olevat mikrobiyhteisot
tuottavat lopulta saman lopputuloksen. Tutkimusajan puitteissa erityisesti hapettomissa
bentoniittikokeissa todettiin bentoniitin mineralogiassa illiitin osuuden kasvaneen suhteessa
smektiitiin. Tima voi olla osoitus bentoniitin paisuntakyvyn pienenemisestd mikrobitoiminnan
seurauksena, jolla voi olla merkitysti turvallisuusarvioinneissa.

4.2 MoToPro-hankkeen yhteinen moniestekoe

Moniestekoe aloitettiin kesélld 2020 ja siité tutkittiin ensimmadiset 1dhtotilanteen reaktorit (7x3
kpl lasireaktorit, 1 POM-reaktori) kahden viikon kuluttua aloituksesta. Raportointivuonna
analysoitiin ldhtotilanteen ndytteitd ja tutkittiin ensimmadisen séilytysvuoden jidlkeen yhdesti
kokeen muuttujatyypistd uudet lasireaktorit, (3 kpl), joihin oli lisitty perusmuuttujien (vesi,
kalsiitti) lisdksi bentoniittia, energialdhteet seké kuparipaloja.

MiBe-hankkeessa tutkittiin koereaktoreiden bentoniittia, sen pintakerroksesta, seka
syvemmiltd pinnan alta. Saadut tulokset ldhtotilanteesta, osoittivat selvid eroja eri
koemuuttujien reaktoreiden vililld. DNA-eristykseen pohjautuvan kvantitatiivisen PCR:n
perusteella bakteerien (16S rRNA), sulfaatinpelkistijien (dsrB), sienten (5.8S rRNA) ja
metanogoneenien (mcr4) osoitusgeenien madrit olivat suuremmat bentoniitin pintakerroksessa
kuin syvemmélld bentoniitissa (Kuvat 1 ja 2). My0s bentoniitin ulkonddssa tapahtui nikyvia
muutoksia lasireaktoreissa jo alkuvaiheen kahden viikon aikana. Pintakerroksessa tapahtui
pientd mustumista ndytteissé, joihin oli lisdtty energialdhdettd. Mustuminen lisddntyi vuoden
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aikana ja se siirtyi syvemmaille bentoniittikerrokseen, ei kuitenkaan missdén niytteistd
kerroksen puolivilid syvemmiéille.

Bakteerien 16S rRNA geenien médrd oli 14htotilanteessa suurin bentoniitin pintakerroksessa
reaktoreissa (koe 6), joihin oli lisdtty energiaa, kuparipaloja ja kivimurskaa (3,9 x 10!
geenikopiota/g kuivaa bentoniittia). Muissa néytteissé, joihin oli lisdtty energialdhdettd (kokeet
3 ja 5), geenimiérd oli noin yhden logaritmisen yksikon pienempi ja ndytteissd, joihin
energialdhdettd ei ollut lisitty (koe 7), vield yhden logaritmisen yksikén pienempi (3,0 x 103
geenikopiota/g kuivaa bentoniittia). POM-reaktorin, johon oli lisdtty energialdhdettd ja
kuparipalat, tulos poikkesi lasireaktoreiden tuloksista. Bakteerien geenimédrit olivat lasista
vertailukoetta, jossa oli samat olosuhteet (koe 5) huomattavasti pienemmat ja ldhes samalla
tasolla kuin lasireaktoreissa (koe 7), joihin ei ollut lisdtty energialdhdettd. Ero bentoniitin pinta-
ja keskikerroksen bakteerimddrissd oli reilu logaritminen yksikkd, keskikerroksen
geenimédrien ollessa pienempié reaktoreissa, joihin oli lisdtty energialdhdettd. Myos kokeessa
7 (ei energialdhdettd) ja POM-reaktorissa bakteerigeeniméérit olivat pienempid bentoniitin
sisélld kuin pintakerroksessa, mutta lasku oli alle yhden logaritmisen yksikon.

Sulfaatinpelkistdjien dsrB-geenien miédrd oli bentoniitin pintakerroksessa energialdhdettd
sisdltivissd ndytteissd vain vajaan logaritmisen yksikon pienempi (10°, geenikopiota/g kuivaa
bentoniittia) kuin kaikkien bakteerien 16S rRNA-geenien yhteismddrd, joka osoittaa
sulfaatinpelkistéjid olleen suhteellisesti todella paljon. Reaktoreissa, joihin energialdhdetti ei
ollut lisétty (koe 7) sekd POM-reaktori sulfaatinpelkistdjien méddri oli huomattavasti pienempi,
noin 4 logaritmista yksikkod (10° geenikopiota/g kuivaa bentoniittia) kuin energialisétyissé
reaktoreissa. Samoin kuin bakteerien mdard, myds sulfaatinpelkistdjien médrd oli pienempi
reaktoreiden bentoniitin sisdkerroksessa kuin pinnalla, noin 2 logaritmista yksikkoa.
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Kuva 1. Bakteerien 16S rRNA ja sulfaatinpelkistdijien dsrB-geenien mddrd moniestekokeen
bentoniittia sisdltdneissd lasi- ja POM reaktoreissa bentoniitin pinta ja sisdkerroksessa kaksi
viikkoa kokeen aloituksen jilkeen, sekd kokeen-5 reaktoreissa vuosi kokeen alun jdilkeen
(tummat pylvddt) mddritettynd kvantitatiivisella PCR:lld (qPCR).

Vuoden sdilytyksen jilkeen kokeen 5 kolme reaktoria osoittivat bakteerien ja
sulfaatinpelkistdjien maédrdn pienentyneen bentoniitin pintakerroksessa hiukan, mutta
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vastaavasti geenimédrien nousseen bentoniitin sisdosissa. Edelleen pintakerroksessa
geenimairét olivat kuitenkin suuremmat kuin bentoniitin sisédkerroksessa (Kuva 1).

Sienten ja metanogeenien miirit (Kuva 2) olivat huomattavasti pienempi kuin bakteerien ja
sulfaatinpelkistdjien (Kuva 1), mutta niiden maardt eri reaktorityypeissd kayttaytyivét
samankaltaisesti. Metanogeenien médrissd erot bentoniitin pintakerroksen ja sisdosien sekd
energialisittyjen ja lisddmattomien ndytteiden vililld olivat selvemmaét kuin sienten kohdalla,
jossa muutokset olivat kuitenkin saman suuntaiset. Sienten méérissé selvd poikkeus havaittiin
kokeessa 6, jossa erona muihin kokeisiin on lisdtty kivimurska. Kokeen 6 pintabentoniitissi
sieniméérdt olivat ldhes samalla tasolla kuin muissa energialiséityissd bentoniiteissa, mutta
bentoniitin keskelld oli huomattavasti enemméin sienid. Mahdollisesti lisétty kivimurska on
aktivoinut sienid bentoniitin sisillé, silla kivimurska ei jddnyt bentoniitin pinnalle, kuten nikyy
myo0s kuvassa 3. Vuoden sdilytyksen jélkeen tutkitut kokeen 5 reaktorit osoittivat sienten ja
metanogeenien midrdn pienentyneen bentoniitin pintakerroksessa, mutta vastaavasti
geenimédrien nousseen, tosin vain hivenen, bentoniitin sisfosissa, kuten tapahtui myos
bakteerien ja sulfaatinpelkistdjien kohdalla (Kuvat 1 ja 2).
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Kuva 2. Sienten (5.8S rRNA) ja metanogoneenien (mcrA) -geenien mddrd moniestekokeen
bentoniittia sisdltdneissd lasi- ja POM reaktoreissa bentoniitin pinta ja sisdkerroksessa kaksi
viikkoa kokeen aloituksen jilkeen, sekd kokeen-5 reaktoreissa vuosi kokeen alun jdlkeen
(tummat pylvddt) mddritettynd kvantitatiivisella PCR:lld (qPCR).
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Kuva 3. Bentoniitin ulkondké lasireaktoreissa A) 2 viikkoa kokeen alusta reaktorissa, jossa
bentoniitti ja energialdihteet, B) 2 viikkoa kokeen alusta reaktorissa, jossa bentoniitti ja kupari
(ei energialdhdettd), ja C) vuosi kokeen alusta reaktorissa, jossa bentoniitti, energialdhteet ja
kupari.

Vertaamalla sekvensointituloksia eri reaktorityyppien bentoniittindytteiden pinta- ja
sisdkerroksesta sekd alkuperdisestd lisdtystd pohjavedestd havaittiin, ettd pohjaveden
mikrobiyhteisd erosi huomattavasti bentoniittien mikrobiyhteisoistd (Kuva 4). Valtalajisto
kahden viikon kuluttua bentoniitin pintakerroksessa reaktoreissa, joihin oli lisdtty energiaa
(kokeet 3, 5 ja 6), koostui pddosin Desulfomicrobium (sulfaatinpelkistdjd) ja Azotobacter
(typen fiksaaja) lajeista. Ilman energialisdystd sekd POM-reaktoreissa Azotobacter oli edellisid
vield hallitsevampi sulfaatinpelkistdjien ollessa vain pieni ryhmi. Bentoniitin keskikerroksessa
lajisto oli monipuolisempi. Energialisdtyissd niytteissd suurimmat suhteelliset osuudet
sekvensseistd kuuluivat Anaerobacillus, Azotobacter (typen fiksaajia) lajeille, Bacillaceae
heimolle sekd Desulfomicrobium ja Desulfurivibrio (sulfaatinpelkstdjid) lajeille. Samat typen
fiksaajat hallitsivat my0s bentoniiteissa ilman energialisdystd (koe 7) sekd POM-reaktoreissa,
ilman sulfaaatinpelkistdji.

Vuoden sdilytyksen jélkeen tutkitut kokeen 5 reaktorit (lisdtty energialdhde ja kupari) osoittivat
sulfaatinpelkistijien olevan edelleen hallitseva lajisto yhdessd Azotobacter-lajin kanssa, mutta
sulfaatin pelkistdjien lajit olivat muuttuneet merkittdvésti sekd bentoniitin pinnassa ja
sisidkerroksessa. Molemmissa bentoniittikerroksissa Desulfomicrobium-lajin osuus tippui ja
Desulfocapsaceae heimon sekéd Desulfurivibrio-lajin osuudet kasvoivat.

Eri reaktorityyppien olosuhteet vaikuttivat mikrobiyhteis6jen vallitseviin lajeihin ja vuoden
kuluessa lajisto muuttui. Oleellisia ryhmié olivat erilaiset rikkiyhdisteiden pelkistykseen ja
disproportionaatioon (esim. tiosulfaatti osin hapettuu ja osin pelkistyy kahdeksi eri
lopputuotteeksi, sulfaatti ja sulfidi) kykenevit ryhmét sekd typpikaasua ammoniumiksi
muuttavat ryhmét. Vuoden sdilytyksen jidlkeen bentoniitista l0ydettiin myos ryhmid, joita ei
alkuvaiheessa todettu kuten Melioribacteraceae (Podorsokorskaya ym. 2012) ja Thermincola
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(Zavarzina ym. 2007), jotka molemmat kykenevit mm. raudan pelkistykseen ja joita 1dydettiin
my0s aiemmasta bentoniittikokeesta sdilytyksen aikana (Miettinen, 2021).
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Kuva 4. Moniestekokeessa kidytetyn pohjaveden (GW) ja bentoniittia sisdltdneiden lasi- ja POM
reaktoreiden bentoniittien pinta (Su) ja sisdkerroksen (Mi) bakteeriyhteisdjen osuudet
karakterisoituna iSeq-sekvensoinnilla huomioiden eri muuttujat (Ene, energialisiys; Cu,
kuparipalat; Rock, kivimurska). Bentoniittindytteet tutkittiin kaksi viikkoa (2w) kokeen
aloituksen jéilkeen, sekd kokeen-5 reaktoreissa myds vuosi (1year) kokeen aloituksen jélkeen.

5. Yhteenveto

Saadut tulokset ensimmaéisestd mikrobiologisesta bentoniittikokeesta osoittavat, ettd mikrobit
voivat niille suotuisissa olosuhteissa muuttaa bentoniitin koostumusta siten, ettd sen
toimintakyky mahdollisesti heikkenee. Tdma havaittiin riippumatta kokeen 1dht6olosuhteista ja
siitd, mistd aktiivinen mikroniyhteisd oli perdisin (bentoniitti, pohjavesi, pintavesi). Tulokset
patevit ns. ‘worst case’ olosuhteissa, joissa mikrobeille on tarjolla energialdhde, eikd niiden
aktiivisuutta rajoita paine, joka estdisi energian ja aineenvaihduntatuotteiden siirtymist.
Kaytetyt olosuhteet kuvaavat loppusijoituksessa paikallisesti toteutuvia rajoitettuja kohtia,
joissa bentoniitti ei ole suunnitellussa paisuntapaineessa (Stroes-Gascoyne, 2011) ja mikrobien
on mahdollista saada vuosituhansien aikana hitaiden veden virtausten seurauksena energiaa
veden mukana. Jos mikrobitoimintaa tapahtuu tillaisissa rajoitetuissa kohdissa, on riskini, ettd
mikrobiaktiivisuus voi levitd bentoniitissa laajemmalle.

Tédmin hankkeen resurssien ulkopuolelle jii tutkia, miké téllaisen mikrobitoiminan l&pikdyneen
bentoniittin toimintakyky ja paisuntapaine todellisuudessa olisi. Saadut tulokset kuitenkin
antavat merkittivan indikaation sille, ettd aihepiirid olisi syyti tutkia lisd4. Toinen hankkeen
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ulkopuolelle jadnyt alue ovat ne muuttujat, jolla mikrobivaikutusta voitaisiin rajoittaa (mm.
energiamédrid, bentoniitin tiheys). Téllaista tutkimusta hankaloittaa kokeisiin tarvittava pitka
aika, silld rajoittamalla mikrobitoimintaa, tutkimukseen tarvittava aika pitenee huomattavasti
ennen kuin voidaan varmuudella todeta rajoitustoimien olevan luotettavia.

MoToPro-hankkeen yhteisestd moniestevuorovaikutuskokeesta saatiin ensimmaéiset alustavat
tulokset vuoden ajan sdilytetyisté reaktoreista, joihin oli lisétty Olkiuodon hapetonta pohjavetti,
bentoniittia, pieni méddrd energialdhteitd sekd kuparipaloja. Analysoitujen bentoniitindytteiden
perusteella mikrobiyhteisdihin vaikutti voimakkaasti sijainti bentoniitin pinnassa tai
syvemmailld, sekd pieni médrd lisdttyjd energialdhteitd. Sulfaatinpelkistdjabakteerien osuus
yhteisostd oli selvisti suurempi bentoniitin pintakerroksessa sekd ndytteissé, joihin oli lisdtty
energialdhteitd. My0s typpikaasua ammoniumiksi muuttavia ryhmié 16ytyi merkittdvd maara.
Vuoden sdilytyksen jdlkeen sulfatinpelkistdjien osuus oli edelleen kasvanut nédytteissd,
erityisesti syvemmadlld bentoniittikerroksessa osoittaen mikrobitoiminnan levidmistd. Vuoden
sdilytyksen aiheuttama merkittivd muutos sulfaatinpelkistdjien yhteisossd oli yhteison
valtalajien osuuksien muutos Desulfomicrobium -lajin hallitsemasta yhteisostd Desulfurivibio
— lajin ja Desulfocapsaceae -heimon hallitsemaksi yhteisdksi. Viimeisend MiBe-hankkeen
tutkimusvuonna (2022) tuloksiin yhdistetddn myds bentoniittindytteiden kemialliset tulokset
sekd muiden koordinoidun MoToPro-hankkeen yhteiset tulokset, jolloin voidaan arvioida
huomattavasti paremmin eri tekijéiden vaikutuksia.

6. Kiitokset

Kiitokset tutkimusyhteistydstd ja keskusteluista koordinoidun MoToPro hankkeen projektien
VaVu (Minna Vikman), Mimosa (Malin Bomberg), Kuko (Pauliina Rajala/Thomas
Ohligschlager) ja GTK:n BIKES hankeen (Riikka Kietdvidinen) kanssa. Erityiskiitokset Mirva
Pyrhoselle tehokkaasta, tarkasta ja ammattitaitoisesta tyOstd projektin  néytteiden
mikrobiologisissa médrityksissd. Ensimmaéisen 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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