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Resumen: Debido a su capacidad de hinchamiento, la arcilla bentonita compactada es un material amortiguador
adecuado en depdsitos geoldgicos profundos para desechos nucleares de alta actividad. Sin embargo, esto sélo
es valido si se mantiene la capacidad de hinchamiento. Por lo tanto, las bentonitas deben ser estables a los
cambios de temperatura, humedad, fluidos infiltrantes o actividad microbiana. En experimentos por lotes,
investigamos los efectos microbianos y termohidrogeoquimicos combinados sobre la capacidad de hinchamiento
de la bentonita MX-80 sin compactar. La bentonita fue expuesta a fluidos de diferente fuerza iénica y a la
bacteria Stenotrophomonas bentonitica. El crecimiento bacteriano se controlé contando las unidades formadoras
de colonias, mientras que la capacidad de hinchamiento de la bentonita se evalué mediante XRD in situ a
diferentes temperaturas y humedad. La presencia de bentonita prolongé la supervivencia de S. bentonitica. Sin
embargo, los analisis de microscopia electronica, XRD e ICP-OES no mostraron interaccién de S. bentonitica
con bentonita, ni cambios significativos en la capacidad de hinchamiento o la composicion del elemento. Sin
embargo, la capacidad de hinchamiento y la intensidad del pico de difraccién se redujeron fuertemente por la
fuerza idnica del fluido y el tiempo de exposicion. El estudio destaca que la bentonita se ve afectada por
procesos termohidrogeoquimicos y microbianos en diferentes grados y que es importante considerar en

términos de seguridad la complejidad de los diferentes factores concurrentes en posibles depdsitos de desechos nucleare:

evaluaciones.

Palabras clave: bentonita; hinchazén; MX-80; comportamiento termohidroquimico; Stenotrophomonas
bentonitica; barrera disefiada; depdsito geoldgico profundo; desperdicios nucleares

1. Introduccion

Como parte de un sistema multibarrera, la arcilla es un material importante en muchos disefios de

repositorios geolégicos profundos (DGR) para desechos nucleares de alta actividad (HLW) [1,2]. Ademas
de considerarse roca huésped, la arcilla a base de bentonita altamente compactada es el principal
candidato para material amortiguador debido a una alta capacidad de sorcion de radiontclidos [3,4], una
capacidad de hinchamiento favorable que permite sellar a través de una alta presién de hinchamiento [5],
y baja actividad de agua que se ha demostrado que suprime el crecimiento microbiano [6].
Sin embargo, las bentonitas son materiales adecuados para la produccion de barreras geotécnicas sélo
si la capacidad de hinchamiento se mantiene en las condiciones esperadas. Por lo tanto, las bentonitas
deben ser estables frente a los cambios de temperatura y humedad, asi como frente a posibles efectos
de infiltraciones de fluidos y/o microorganismos.
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El efecto de la temperatura sobre la respuesta hidromecanica de las barreras de bentonita es un
aspecto importante en un DGR después de colocar los desechos nucleares de alta actividad en el depésito.
Dependiendo del concepto DGR, las temperaturas maximas en la interfaz entre el recipiente y la bentonita
pueden alcanzar entre 80 y 160 °C [7,8]. Dicho calentamiento reduce la capacidad de hinchamiento y
adsorcion de la arcilla bentonita al neutralizar las cargas permanentes. El principal mineral arcilloso de la
bentonita es la montmorillonita (una esmectita), que se caracteriza por una estructura en capas de laminas
tetraédricas y octaédricas y una carga negativa. El calentamiento puede hacer que pequefios cationes
migren a través de la lamina tetraédrica hacia las vacantes octaédricas de la capa 2:1 [9-11], un mecanismo
que puede conducir a la degradacién de la esmectita.

Las propiedades de los cationes intercambiables en la bentonita, como la carga, la energia de
hidratacion y el tamafio, afectan significativamente la capacidad de adsorcion y atenuacion del agua [12].
Es posible que la salinidad de las soluciones infiltrantes también pueda afectar la estructura de la bentonita
debido a reacciones de intercambio cationico, disolucién y precipitacion, o procesos de recristalizacion (p.
€j., [13-18]). Las aguas de los poros del cemento Portland de la barrera técnica, por ejemplo, son ricas en
Ca2+ y alcalinas [19], mientras que las aguas de formacion en arcillas o rocas huésped cristalinas a menudo
estan dominadas por NaCl a un pH moderado [20,21]. En particular, la presencia de cationes con valencias
méas altas, es decir, una mayor densidad de carga en la capa intermedia, disminuye la capacidad de
hinchamiento de la bentonita [22]. Al reaccionar con soluciones de NaCl, algunos estudios informan sobre
cambios en las propiedades de la bentonita, como la disolucion de la esmectita y la formacion de otros
minerales [14], una disminucion en la capacidad de intercambio cationico [15,16,18,23], una reduccién en
la hinchazén y la reflexion XRD (difraccion de rayos X) se amplian con el tiempo [24], o la asimetriay la
reflexion cambian a valores d mas bajos debido a las heterogeneidades de hidratacion [25]. Sin embargo,
Kaufhold et al. [26] solo observaron intercambio cationico pero ningin cambio estructural en soluciones de
NaCl de pH moderado hasta 60 °C.

Se han detectado microorganismos en horizontes naturales de bentonita [27], a pesar de las
condiciones inhdspitas en las formaciones arcillosas, como baja porosidad [28], baja disponibilidad de agua
[29] y falta de fuentes de energia faciimente accesibles y faciimente degradables [30,31]. Los cambios
fisico-quimicos causados por la construccion y operacion de la DGR podrian estimular estos microorganismos
autdctonos. Ademas, se pueden introducir microorganismos extrafios por la intrusion de agua a lo largo de
las fracturas o durante la construccion del DGR. Se predice que la actividad microbiana ocurrira en
ambientes interfaciales menos densos y en areas de perturbacién, como fracturas y fallas, donde la barrera
de bentonita se rompe, al menos temporalmente [6]. En esos ambientes, no siempre se cumplen las
condiciones fisicas necesarias para suprimir la actividad microbiana. La actividad microbiana en las
inmediaciones de los contenedores de residuos o en el campo cercano (incluidas las barreras disefiadas y
las partes de la roca huésped en contacto con las barreras disefiadas) puede provocar la corrosion de los
contenedores, la produccion de gases microbianos y la disolucion de la arcilla. minerales o lixiviacién de
elementos especificos de esos minerales. Por otro lado, los microorganismos pueden adsorber
radionucleidos o mediar en la reduccion de la acumulacién de presion del gas, reduciendo el volumen de
gas [32]. La produccion de gas microbiano puede reducir la eficacia de las barreras a base de bentonita y/
o de las barreras naturales. La adsorcion microbiana de radionucleidos puede resultar en su inmovilizacion
en biopeliculas o en su migraciéon mejorada a través de fracturas por microbios que actian como coloides.
Sin embargo, aparte del intercambio de cationes entre capas, la lixiviacion y disolucion de los minerales
arcillosos por la actividad microbiana también puede retardar el ataque mineral de diversas maneras o
promover el crecimiento mineral [33-36]. El hecho de que los microorganismos promuevan la alteracion
mineral o los protejan depende del sistema [37].

La compleja interaccién de minerales, soluciones y bacterias ha ganado cada vez mas atencion, ya
que cualquier reaccién que conduzca a una reduccion de la capacidad de hinchamiento de la esmectita y,
por tanto, a una pérdida de seguridad del contenedor de residuos es relevante. En la actualidad, no se
comprende bien como diferentes microorganismos pueden afectar la esmectita mineral arcillosa cuando
entran en contacto con diferentes soluciones acuosas. Numerosos estudios investigaron el comportamiento
de hinchamiento de las arcillas bentoniticas en contacto con diferentes soluciones salinas o alcalinas de
composicion simple (p. €j., [19,26,38—40]). Sin embargo, el hinchamiento en soluciones salinas mixtas, como puede s



Machine Translated by Google

Aplica. Microbiol. 2024, 4

1093

encontrado en aguas subterraneas de rocas hospedantes circundantes que estan mezclados con una
variedad de componentes quimicos, esta poco estudiado [22].

El presente estudio tuvo como objetivo investigar los efectos microbianos y termohidrogeoquimicos
combinados sobre la capacidad de hinchamiento de la bentonita no compactada MX-80 cuando se expone a
fluidos de diferente fuerza i6nica y a la bacteria Stenotrophomonas bentonitica BII-R7T que habita en la
bentonita.

2. Materiales y métodos

2.1. Bentonita MX-80 Wyoming

La bentonita utilizada en este estudio es una bentonita de Wyoming MX-80 (Na-montmorillonita),
obtenida de American Colloid Company (Volclay MX-80, arcilla de Wyoming, numero de lote 17912; Figura
1a, Hoffman Estates, IL, EE. UU.). La bentonita MX-80 esta compuesta por ~76% de montmorillonita
(esmectita) y los minerales accesorios mica (2,8—
3,8%), feldespato (4,5%), cuarzo (5-6%), calcita (0,3-0,4%) y pirita (0,5%) [41,42].

La bentonita se esterilizé6 mediante irradiacion con haz de electrones (10 mEV, 30 kGy) utilizando el
STERIS Herotron E-Beam Service GmBH (Bitterfeld-Wolfen, Alemania). La esterilizacién aumento ligeramente
la intensidad del pico de montmorillonita (001) (Figura S1). EI MX-80 esterilizado se almaceno en contenedores

esterilizados en autoclave y se manej6 asépticamente durante todos los experimentos.

Figura 1. Imagenes de microscopia electronica de barrido de (a) bentonita MX80 de Wyoming; (b) Bacteria
anaerobia facultativa Gram negativa Stenotrophomonas bentonitica BII-R7T.

2.2. Stenotrophomonas bentonitica BII-R7T

La cepa tipo utilizada en este estudio fue Stenotrophomonas bentonitica BII-R7T (DSM 103927). Se
obtuvo de la Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares GmbH (DSMZ, Braunschweig,
Alemania). La pureza de la cepa se verifico mediante secuenciacion del gen 16S rRNA.

Stenotrophomonas bentonitica BII-R7T (Figura 1b) se aisl6 originalmente de formaciones de bentonita
en el sur de Espafa (Cabo de Gata, Almeria, Espafia) [43]. Es una bacteria anaerobia facultativa que es
capaz de crecer a temperaturas entre 15y 37 °C, con un crecimiento éptimo a 28 °C y un pH éptimo de 7.
También es capaz de crecer en concentraciones de NaCl de hasta el 5% [ 44].

Esta especie en particular fue elegida como organismo modelo para el presente estudio sobre la
bentonita MX-80, tal como ocurre en las formaciones naturales de bentonita, que son un material de referencia
excelente y adecuado para barreras disefiadas en DGR para el almacenamiento de desechos nucleares.
Ademas de la respiracion aerdbica, S. bentonitica es capaz de reducir el nitrato a nitrito, lo que indica que
también es posible el crecimiento anaerdbico [44]. Segun su origen y estilo de vida, asumimos que S.
bentonitica tiene la capacidad de crecer activamente en y sobre arcillas de bentonita. Ademas, se demostro
que S. bentonitica BII-R7T influye en la especiacién quimica y la movilidad de
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radionucleidos como el selenito (SelV) y el uranio (UVI) [43,45], asi como el europio (Eulll) y el curio (Cmlll) [46].

2.3. Soluciones experimentales y medios de crecimiento

Antes de la experimentacion, S. bentonitica se incubd en caldo nutritivo estandar |, mientras que las pruebas
de recuento en placa se realizaron en agar nutritivo estandar | (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Alemania).

Los experimentos por lotes se realizaron en tres soluciones acuosas de composicion diferente que cubren
una variedad de salinidades (fuerzas iénicas de 0 a 0,38 M): (i) agua MilliQ (H20), que se us6 como solucién de
control y da como resultado la formacién de agua de poro de bentonita. (ii) solucion de NaCl al 0,9% (en adelante
NaCl), que es una solucién salina fisioldgica e imita las aguas de formacién en arcilla o rocas cristalinas, (iii) agua
de poro artificial de Opalinus Clay (en adelante OPW), que es la composicion del agua de poro de la formacion
arcillosa Arcilla Opalinus en el Laboratorio de Rocas de Mont Terri en Suiza (compuesta por NaCl 212 mM, CaCl2
26 mM, Na2S04 14 mM , KCI 1,6 mM, MgCI2 17 mM, SrCI2 0,51 mM y NaHCO3 0,47 mM) [47,48]. Todas las
soluciones se prepararon en agua MilliQ esterilizada en autoclave y finalmente se esterilizaron por filtracién (0,2
um, filtro de membrana Whatman, GE Healthcare Life Sciences, Chicago, lllinois, EE. UU.). Debido a la
contaminacion, los resultados obtenidos con H20 fueron excluidos del estudio. Estos (Resultados S1, S2) y otras
cifras adicionales se pueden examinar en los materiales complementarios, y los datos brutos estan disponibles en
la publicacion de datos de GFZ [49].

Cada una de las soluciones se modificé con acetato como fuente de carbono. Usamos un

concentracion de acetato de 200 yM segun la concentracion en el agua de los poros de Opalinus Clay encontrada
en el laboratorio de rocas de Mont Terri [50]. Para proporcionar una fuente de nitrégeno, agregamos NH4Cl a una

concentracion final de 2 g L-1 a un conjunto de cultivos discontinuos antes de la inoculacién. La solucién madre de
NH4CI se preparé por separado y se esteriliz6 por filtracion.

2.3.1. Experimentos con soluciones

discontinuas Antes de inocular los mesocosmos, se cultivé S. bentonitica en caldo nutritivo estandar | durante
24 h. Las células se recogieron en la fase de crecimiento exponencial y se lavaron en la solucién respectiva
utilizada para el experimento (3 lavados usando centrifugacion a 8000 x g
durante 10 minutos). La densidad celular se determiné con una camara de Neubauer (profundidad 0,005 mm) con
un aumento de 40. La microscopia se realizé con un microscopio Leica DM2000 (Leica Camera AG, Wetzlar,
Alemania).

Para cada condicion, preparamos un mesocosmos con 3 g de MX-80 esterilizado que se dispenso en
100 ml de solucién acuosa en matraces de cultivo Erlenmeyer de 300 ml. Las suspensiones se inocularon con
los cultivos bacterianos lavados a una densidad celular inicial de 105 células ml-1. Los controles negativos no
fueron inoculados con células bacterianas y los controles positivos contenian células bacterianas pero no
bentonita MX-80. Los mesocosmos se incubaron durante al menos

61 dias a 28 °C bajo agitacion continua a 50 rpm.

2.3.2. Prueba de recuento en

placa La densidad celular en los cultivos discontinuos se controlé durante el transcurso del experimento
mediante la prueba de recuento en placa. Se expresé como unidades formadoras de colonias (UFC) por ml.
Segun el procedimiento de Miles et al. [51], diluimos muestras de suspension usando diluciones en serie (1:101—
1:108) y aplicamos un volumen de 20 pL de cada dilucién por triplicado a placas de agar. Antes del muestreo, la
bentonita sedimentada se resuspendié agitando vigorosamente para obtener una suspensién homogénea.

La pureza de S. bentonitica en los mesocosmos se evaluo periddicamente mediante un control visual de la
morfologia de la colonia en placas de agar durante la prueba de recuento en placa. Asi, se obtuvieron resultados
importantes sobre las propiedades mineralégicas del NaCl y OPW con cultivos puros de S. bentonitica.
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2.3.3. Andlisis de difraccion de rayos X in situ

Después de 2, 5, 15, 35 y 61 dias de incubacién, tomamos muestras de los mesocosmos para el
analisis de difraccion de rayos X (DRX) de bentonita. Se aplicé un volumen de 150 ul de la suspension
experimental a un portaobjetos de vidrio y se seco al aire a temperatura ambiente en una caja de flujo
laminar durante la noche. El portaobjetos de vidrio se mont6 en una camara de humedad unida a un
dispositivo de difracciéon de rayos X PANalytical Empyrean con radiacion CuKa, rendijas automaticas
divergentes y antidispersion y un detector PIXel3D. Los datos se registraron de 2 a 50 °2theta mediante
escaneo continuo con un tamafio de paso de 0,00131 °2theta y un tiempo de escaneo de 120 s por paso
para configuraciones del generador de 40 kV y 40 mA.

Para evaluar los efectos de la humedad y la temperatura sobre el comportamiento de hinchamiento
de la bentonita después de la interaccion con bacterias y soluciones, utilizamos una camara de humedad
alimentada por gas (“CHC plus” Cryo & Humidity chamber, Anton Paar GmbH, Tokio, Japon) conectada
a el instrumento XRD. La camara de reaccion estaba equipada con una unidad de control de temperatura
"TCU 110", disefiada para controlar la temperatura directamente en el portamuestras. Se logré un caudal
de gas controlado y una humedad regulada utilizando un sensor de temperatura’humedad colocado
dentro de la cdmara. Los analisis XRD se realizaron a diferentes temperaturas (27 °C, 55 °C, 80 °C) y
humedad relativa (RH = 0, 50, 80%).

Cuando se monté el portamuestras en el escenario, la cdmara se cerrd y se lavo con gas seco a una
temperatura determinada, hasta que la humedad relativa se mantuvo en valores constantes de
aproximadamente 2 (+0,5) % RH. Todas las mediciones de XRD se realizaron en estas condiciones.

2.3.4. Lavado de bentonita

Para probar si la eliminacion de soluciones saladas da como resultado la restauracion de la
capacidad de hinchamiento, la bentonita MX-80 se traté de la siguiente manera: 2 ml de los cultivos
discontinuos con y sin bacterias en NaCl y OPW se centrifugaron a 10,300 x g durante 5 minutos. Se
descartd el sobrenadante y se agregaron 2 mL de MilliQ. El sedimento de arcilla se resuspendié agitando
vigorosamente durante 5 a 10 minutos y se centrifugé nuevamente. El procedimiento se repitio tres
veces. Finalmente, se montaron 150 pl de muestras de arcilla resuspendidas en un portaobjetos de
vidrio y se analizaron mediante XRD.

2.3.5. Andlisis de cromatografia i6nica (concentracion de acetato)

La concentracion de acetato en todos los mesocosmos en comparacion con la concentracion inicial
se determind después de 29 dias de incubacion. Se sedimenté una alicuota de 2 ml a 17.000 x g durante
5 min. El sobrenadante se filtro a través de filtros de jeringa Minisart® (poliéter sulfona de 0,22 ym,
Sartorius, Gottingen, Alemania) y la concentracién de acetato se determind mediante cromatografia
iénica (ICS 3000 lon Chromatography System, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.),
utilizando un Cartucho DionexTM OnGuardTM Il AG/H (EMD Millipore, Billerica, MA, EE. UU.) para
eliminar cloruro, una columna de As11-HC (precolumna de Ag11-HC) y un detector de conductividad. El
eluyente fue un gradiente de solucion de KOH. El caudal se fijé en 0,38 ml min-1. La temperatura del
horno de la columna fue de 15 °C y se inyectaron 10 pl de la muestra en la corriente de eluyente.

2.3.6. Analisis de microscopia electronica

Las imagenes SEM se realizaron con un microscopio electronico de barrido de emisién de campo
Zeiss Merlin VP Compact (Carl Zeiss Microscopy, Oberkochen, Alemania) en UFZ Leipzig. Para ser
suficientemente sensible a la superficie y al mismo tiempo lograr una resolucién lateral mejor que 5 nm,
el voltaje de aceleracion de electrones se ajustd a 2 kV y una apertura de 30 ym. La corriente del haz
resultante ascendio a aproximadamente 250 pA. Las imagenes se adquirieron en modo de deteccién de
electrones secundarios utilizando un detector tipo Everhard-Thornley. Para mejorar 10 veces la relacion
sefal-ruido, se empled un promedio de lineas para la adquisicion.
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2.3.7. Analisis Quimico ICP-OES Para

analizar la composicion elemental de la arcilla asi como de los fluidos, después de 7, 15, 35y 61 dias de
incubacion, se centrifugd a 20.000x una alicuota de 5 mL de cada solucidon experimental que contenia bentonita.
g durante 15 min. El sobrenadante se filtr6 a través de filtros de jeringa Minisart® (0,22 ym, filtro de poliéter
sulfona, Sartorius, Géttingen, Alemania) para obtener 2 a 3 ml de solucion. El pellet de bentonita se secé a 50
°C durante varios dias. La composicion elemental principal se analizé mediante espectrometria de emision
Optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) utilizando un instrumento Agilent 5110 ICP-OES (Santa
Clara, CA, EE. UU.). La precisién analitica y la reproducibilidad son generalmente mejores que el 2% y se
prueban periddicamente utilizando material de referencia certificado y estandares internos.

El pH de los fluidos se analizé por duplicado o triplicado con el medidor de bolsillo LAQUAtwin pH-11
(Horiba Scientific, Piscataway, Nueva Jersey, EE. UU.).

2.4. Estadisticas

Para los analisis estadisticos de los patrones de difraccion de rayos X, utilizamos los valores de
intensidad medidos en valores d que van de 0 a 11 °2theta que cubren el rango del pico de Montmorillonita
en 001. Los analisis se realizaron con el software Past 4.01 [52].

Se utilizé el analisis de correspondencia candénica (CCA) para evaluar la variacion en la intensidad maxima y
los valores d causados por el tiempo de incubacion, la fuerza iénica de la solucion, la humedad relativa y la
temperatura. Estos factores, asi como los recuentos bacterianos, se incluyeron en el grafico de ordenacion.
Los triplots mostrados en el ACC tenian un tipo de escala de 0,5. Los factores que contribuyen a los cambios
en la intensidad y la ubicacion del pico se determinaron mediante pruebas de Mantel. Antes de las pruebas,
los factores se estandarizaron mediante la transformacion de puntuacién z. La influencia de las bacterias en
la capacidad de hinchamiento, es decir, la intensidad del pico de esmectita y el espaciado d , se evalué
utilizando un enfoque permutacional de un analisis de varianza multivariado (PerMANOVA).

La fuerza ionica de cada solucidn experimental se calcul6 segun la composicién y concentracion de las
enmiendas antes de entrar en contacto con la bentonita. Cuantificamos la fuerza iénica molar |, que es funcién
de la concentracién de todos los iones presentes en una solucion, aplicando la siguiente férmula [53]:

1
2
donde ci es la concentracion molar del ion i (en M, mol/L) y zi es la carga de ese ion.

3. Resultados

3.1. Crecimiento bacteriano con bentonita

La abundancia de células de S. bentonitica en los mesocosmos se determiné durante un periodo de 63
dias. En solucién de NaCl con bentonita MX-80, la cantidad de UFC disminuy® lenta pero constantemente de
8 x 104 ml-1 a 1 en 55 dias (Figura 2a). Por el contrario, el numero de UFC en NaCl sin bentonita MX-80
disminuy6 rapidamente de casi 104 UFC ml-1 después de la inoculacién a 0 después de 2 dias de incubacion.

De manera similar al NaCl, el numero de UFC en OPW con bentonita MX-80 disminuy6 constantemente
de 105 a 0 en 55 dias (Figura 2b). A diferencia de los mesocosmos de NaCl sin MX-80, las UFC en OPW sin
MX-80 inicialmente disminuyeron en 5 dias a menos de 103 UFC ml-1 , pero aumentaron nuevamente a 104
ml-1 después de 9 dias. La abundancia de UFC se mantuvo mas o menos estable en 104 ml-1 hasta los 26
dias de incubacion. A esto le siguié una disminucion a 0 después de 54 dias, similar a OPW con MX-80.
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—e—NaCl + MX-80 —e— OPW + MX-80
—e—NaCl ' —e—OPW

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
time [d] time [d]

Figura 2. Crecimiento de S. bentonitica determinado como UFC mL-1 en soluciones de diferente composiciéon con
MX-80 (+MX-80) y sin la adicion de bentonita MX-80. (a) Abundancia de UFC en NaCl, y (b)
Abundancia de UFC en OPW.

3.1.1. Capacidad de hinchamiento de la bentonita MX-80 con/sin S. bentonitica

Para investigar si la presencia de S. bentonitica afecta la capacidad de hinchamiento de la
bentonita MX-80, se analiz6 el material disperso en las soluciones acuosas con la camara de
humedad/temperatura conectada al XRD. A pesar de la presencia de S.
bentonitica durante 54 dias en NaCl y OPW, no se observaron diferencias significativas en las
posiciones de los picos debido a la ingesta de solucion acuosa en las laminas intermedias (Figura
3). De hecho, con y sin presencia de bacterias, los valores d de los picos de montmorillonita d001 se
correlacionaron bien, y en todas las temperaturas y humedades investigadas, las posiciones de los
picos d001 mostraron un cambio similar en presencia de S. bentonitica en comparacioén con las
bacterias libres. bentonita (Tabla S1). La aparicion de S. bentonitica no influyé significativamente en
el comportamiento de hinchamiento a todas las diferentes temperaturas y humedades después de
61 dias en todas las soluciones, como lo confirma un MANOVA permutacional por pares (Tabla S2).
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Figura 3. Curva de correlacion de los valores d(001) de montmorillonita con (eje x) y sin bacterias (eje
y) en NaCl y soluciones OPW a diferentes temperaturas y humedades (consulte también la Tabla S1).

3.1.2. Cambios in situ de temperatura, humedad y salinidad en presencia de S. bentonitica

Para limitar el rango de temperatura y humedad de un depésito de HLW, nos centramos en la
capacidad de hinchamiento de la bentonita MX-80 a 0, 50 y 80 % de HR, y a 27 °C, 55 °C y 80 °C (Figura
4).). Esto es importante porque a temperaturas de 80 °C y superiores pueden ocurrir transformaciones
minerales que conducen a una pérdida de la capacidad de hinchamiento y sorcion [54-57]. Dependiendo del
concepto y la simulacion del DGR, 80 °C se encuentra en el rango mas bajo de temperaturas maximas que
se pueden esperar en las proximidades del contenedor de combustible gastado [7,8,58].

El impacto de la salinidad en la capacidad de hinchamiento de la bentonita se evalué dispersando
bentonita MX-80 en soluciones de diferente fuerza iénica. La fuerza ionica | calculada de las soluciones fue
menor en la solucién de NaCl (I = 0,1542) y mayor en OPW (I = 0,3868, Tabla S3). Se investigaron los
cambios en el espaciado d de la montmorillonita en la bentonita después de 2, 35 y 61 dias de exposicién a
la solucion respectiva. Al incubar la bentonita con S. bentonitica en NaCl (Figura 4a-d) y OPW (Figura 4e-h)
durante 61 dias, la intensidad del pico 001 disminuyé drasticamente en las soluciones saladas con el tiempo
(Figura S2y, por lo tanto, el pico Los cambios fueron dificiles de evaluar. Si bien el pico de montmorillonita
001 estuvo ausente en la solucion OPW, en NaCl la intensidad se redujo después de 2 dias y disminuy6 aun
mas con el tiempo de incubacion en NaCl (Figura S2; Figura 4a, b, e, f). Por lo tanto, para analizar la
capacidad de hinchamiento después de tener contacto con soluciones salinas, la bentonita se enjuagé con
agua y se analizoé nuevamente (Figura 4c,d,g,h).

Las muestras saturadas de NaCl a 27 °C mostraron un cambio en el valor d001 de 10,2 A (8,7 °2theta)
a 0% RH a 15,0 A (5,9 °2theta) a 80% RH (aprox. 15% en peso de agua; Figura 4c ). A 80 °C, se reconocié
un cambio de 10 A (8,8 °2theta) a 0% RH a 12,0 A (7,35 °2theta) a 80% RH (aprox. 7% en peso de agua;
Figura 4d). Esto refleja una pérdida de agua entre capas de un minimo del 9% en peso.
Después de incubar bentonita en OPW durante 61 dias, la entrada de agua en la esmectita
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Las capas intermedias se redujeron en comparacion con el NaCl (Figura 4 g, h). A 27 °C, el valor
d001 cambio de 10,2 A (8,7 °2theta) a 0% RH a 13,2 A (6,7 °2theta) a 80% RH (aprox. 10% en peso
de agua; Figura 4g). A 80 °C, el cambio del valor d oscil6 entre d001 10,0 Aa 0% RHy 12,4 A (7,25
°2theta) a 80% RH (aprox. 8,7% en peso de agua; Figura 4h).
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Figura 4. Espectros XRD de MX-80 después de 61 dias de exposicion a S. bentonitica en NaCl y OPW determinados a 27
°C (panel izquierdo) y 80 °C (panel derecho) a 0% y 80% de humedad relativa. (a,b), en NaCl, (c,d) después de lavar la
solucion de NaCl, (e,f) en OPW, (g,h) después de lavar la soluciéon de OPW.

Para analizar el efecto multidimensional de la fuerza i6nica (salinidad), el tiempo, la humedad y
la temperatura sobre el comportamiento de hinchamiento del MX-80, se utilizaron los difractogramas.



Machine Translated by Google

Aplica. Microbiol. 2024, 4

1100

visualizado en una ordenaciéon CCA (Figura 5). Juntos, ambos ejes del CCA explicaron mas del 88% de la
varianza de los puntos de muestra, que representan difractogramas Unicos (valores d que oscilan entre 2 'y
11 ° 2 theta). La longitud de los vectores indica que el tiempo y la temperatura tuvieron la mayor influencia
en la varianza a lo largo del eje x y, por lo tanto, el mayor impacto en general, ya que el eje x explicé >62%
de la variacion. La fuerza ionica y la humedad explicaron >25% de la varianza a lo largo del eje y.

La fuerza i6nica fue responsable de la separacién de las muestras de NaCl y OPW a lo largo del eje vy,
mientras que la humedad causo la variaciéon dentro de cada grupo de muestras. Los grupos de muestras de
NaCl con menor fuerza iénica se ubicaron en la parte inferior izquierda del grafico, mientras que los grupos
de muestras de OPW con fuerza iénica elevada se colocaron en el lado superior derecho del grafico. El
tiempo separo los grupos de muestras a lo largo del eje x y el aumento del tiempo dio como resultado un
desplazamiento de los grupos de muestras hacia el lado derecho de la grafica. La temperatura provoco la
variacion de las muestras dentro de cada grupo de muestras a lo largo del eje x.

De acuerdo con el aumento de la fuerza iénica y el tiempo que MX-80 permanecié en la solucién
respectiva, la varianza dentro de un grupo a lo largo del eje y disminuy6 a medida que disminuy®¢ la intensidad
de los picos de montmorillonita.

Segun una prueba de Mantel, los factores de fuerza idnica, tiempo, temperatura y humedad en conjunto
se correlacionaron significativamente con los difractogramas (p = 0,0001, R = 0,48).

Las pruebas de Mantel de los factores individuales revelaron que el tiempo (p = 0,0001), la fuerza iénica (p
=0,0015) y la temperatura (p = 0,0130) se correlacionaban significativamente, teniendo el tiempo el mayor
impacto (R = 0,65) en los difractogramas del MX-80. bentonita, incluido el cambio maximo y la altura (Tabla
S4). Segun los difractogramas (Figura S2), la varianza decreciente de los grupos a lo largo del eje y
observada en el CCA podria explicarse por intensidades generalmente mas bajas y cambios mas pequefos
del pico de montmorillonita. La disminucion de las intensidades de los picos y los espacios d se debieron al
tiempo que la bentonita permanecié en solucion. Dentro de los grupos individuales, la variacion, es decir, la
capacidad de hinchamiento en un determinado momento, se explicd principalmente por la temperatura en el
eje x y por la humedad a lo largo del eje y, aunque la humedad no tuvo un impacto significativo en los
difractogramas a nivel general.
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Figura 5. Anadlisis de correspondencia canénica (CCA) de espectros XRD de bentonita MX-80. Cada grupo
representa una muestra analizada a diferentes temperaturas (27, 55, 80 °C) y humedad relativa (0, 50,
80%). Los puntos representan muestras después de 2 dias, los triangulos después de 35 dias y los
diamantes después de 61 dias de incubacién en cada solucion (marréon = NaCl, verde = OPW).

4. Discusion

El presente estudio tuvo como objetivo investigar los efectos microbianos y termohidrogeoquimicos

sobre la capacidad de hinchamiento de la bentonita MX-80 y, por tanto, sobre la integridad de la bentonita
como material amortiguador en un DGR.

4.1. Influencia de la bentonita y la composicién de la solucién en el crecimiento de S. bentonitica

En este estudio, se utilizé S. bentonitica como organismo modelo de la poblacién microbiana de
bentonita. Se cultivo a la temperatura 6ptima de crecimiento de 28 °C en mesocosmos aireados que contenian
bentonita MX-80 y fluidos de diferente fuerza iénica (salinidad), pero con concentraciones de NaCl muy por
debajo del maximo al que este organismo es capaz de crecer [44]. . De hecho, una sola especie no pudo
sobrevivir en las condiciones de control sin MX-80 en soluciones de NaCl. Los recuentos celulares que
disminuyeron lentamente en NaCl y OPW en presencia de MX-80, asi como en OPW sin MX-80, indicaron
que S. bentonitica puede haberse beneficiado de los nutrientes metalicos o cationes proporcionados por los
minerales de MX-80 y los componentes de la solucion. de la OPW. Los nutrientes y cationes metalicos que
puede proporcionar la bentonita MX-80 incluyen Si, Al, Ti, Fe, Mg, Ca, Na, K, P y S [41,42], mientras que los
iones metalicos proporcionados por OPW incluyen Na, Ca, K, Mg y Sr. Dado que S. bentonitica

murié inmediatamente en una solucidon de NaCl, no se supone que el Na tenga un efecto beneficioso, dejando
Ca, K y/o Mg como nutrientes metalicos que pueden haber ayudado a S. bentonitica en OPW y en MX-80. Ca,
K'y Mg pertenecen a los cationes intercapa en minerales arcillosos que pueden liberarse mas facilimente
mediante intercambio catiénico [37]. Aunque solo Na y Ca son los cationes intermedios tipicos de la bentonita
MX-80, K'y Mg también estuvieron presentes en cada una de las soluciones con concentraciones crecientes
a lo largo del experimento (Figura S3). Algunos cationes como Zn y Mg son universalmente esenciales para la
vida e indispensables para casi todos los aspectos del metabolismo [59,60]. Asi, la falta de Mg en NaCl sin
MX-80 supuestamente causoé la muerte inmediata de S. bentonitica, mientras que su presencia en OPW y con
MX-80 puede haber facilitado la supervivencia de S. bentonitica.

Sin embargo, S. bentonitica no pudo crecer durante periodos prolongados en NaCl u OPW con MX-80.
La falta de macronutrientes como el nitrogeno (N) en este experimento podria haber sido un factor limitante
del crecimiento. EI N es uno de los elementos basicos esenciales para la produccion de aminoacidos y acidos
nucleicos [61]. Si bien el N en forma de nitrato se puede utilizar como aceptor de electrones opcional si no hay
oxigeno disponible, el amoniaco/amonio es un nutriente esencial y una fuente de energia [62]. En un DGR, la
introduccion de compuestos de N durante la construccién podria tener implicaciones significativas para la
seguridad a largo plazo de los residuos nucleares almacenados, ya que el amonio o el nitrato pueden aumentar
la actividad microbiana. Algunos minerales como la illita pueden aportar N en forma de amonio [63]. Sin
embargo, la illita no es un mineral importante en la bentonita MX-80 [41,42] y, por lo tanto, la falta de N podria
haber sido la razén de la muerte final de S. bentonitica en este experimento. Sin embargo, la adicién de NH4CI
a los mesocosmos no tuvo ningun efecto beneficioso (Figura S5).

Se sabe que los minerales arcillosos adsorben materia organica a través de diferentes interacciones
que pueden reducir su disponibilidad para los microorganismos [37,64,65]. Sin embargo, los compuestos de
bajo peso molecular como el acetato, que se afiadié al mesocosmos como fuente de carbono, pueden no
haber sido susceptibles a la adsorcion, ya que se adsorbe preferentemente materia organica con alto peso
molecular [66]. Dado que el contenido de acetato de los mesocosmos se determiné en la fase liquida,
supuestamente estaba disponible para la degradacion microbiana.

No obstante, como la adsorcién esta relacionada con la fuerza i6nica de la solucién circundante y con el pH
[67-69], el bajo pH en NaCl y OPW (7,5-8,5; Figura S8) puede haber impedido la accesibilidad del acetato en
esas soluciones. En general, los valores de pH determinados se encuentran en el rango de pH en el que S.
bentonitica puede crecer [44] y, por lo tanto, no se asumen como
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factores limitantes. Los valores de pH mas bajos de NaCl y OPW son bastante favorables para S. bentonitica ya
que un pH neutro es 6ptimo para su crecimiento [44].

En general, la falta de crecimiento de S. bentonitica por si sola indicé que las condiciones de incubacion
no eran favorables. Aunque S. bentonitica puede crecer aerébicamente en condiciones ricas en nutrientes, la
agitacion y aireacion de los mesocosmos parecia ser desventajosa en condiciones limitadas en nutrientes. En
comparacion, en los precultivos que se usaron para inocular los mesocosmos, el acetato se agotd después de 4
semanas (Figura S6) y S. bentonitica crecio de 108 o 109 células ml-1 a aproximadamente 1011 células ml-1 en
8 semanas ( Figura S7). Los precultivos se almacenaron sin agitacion y se tomaron muestras a intervalos
mayores que los mesocosmos, creando condiciones microaerdfilas. S. bentonitica es capaz de realizar respiracion
anaerobica mediante la reduccion de nitratos [44]. Las bacterias desnitrificantes son en su mayoria heterétrofas
y, a menudo, anaerdbicas facultativas, con la capacidad de cambiar entre la respiracion de oxigeno y nitrato
dependiendo de las condiciones ambientales [70]. Ademas, la capacidad de especies estrechamente relacionadas,
como S. pavanii y S. maltophilia, para fijar nitrégeno [71, 72] sugiere que S. bentonitica puede tener la misma
capacidad.

En resumen, los resultados indican que a pesar de la presencia de una fuente de carbono y nitrégeno, y
aunque MX-80 favorece la supervivencia de microorganismos al proporcionar potencialmente nutrientes
metalicos, S. bentonitica sola y en condiciones aireadas no puede crecer en MX- 80 bentonita en soluciones
salinas moderadas.

4.2. Influencia de S. bentonitica en el hinchamiento de MX-80

Como consecuencia, patrones XRD similares de bentonita incubada con y sin S. bentonitica (Figura 3)
indican fuertemente que esta bacteria no alteré la montmorillonita ni afecté la capacidad de hinchamiento de la
bentonita. Esto se ve subrayado por la falta de cambios significativos en la composicion elemental de la arcilla
y el fluido (Figuras S3 y S4). De manera similar a nuestra observacion, Perdrial et al. [42] observaron un
crecimiento reducido de la bacteria S. putrefaciens y ninguna alteracién quimica de la bentonita MX-80, y lo
atribuyeron a un exceso del catién monovalente Na+ de la montmorillonita Na. Mientras que cationes divalentes
como Ca2+ pueden
Al facilitar la adhesioén bacteriana y mejorar el acceso a los nutrientes en la superficie mineral, los cationes
monovalentes reducen el efecto puente entre las particulas de arcilla cargadas negativamente y las bacterias
cargadas negativamente [73]. Esto esta respaldado por el hecho de que no pudimos observar una unién o
interaccion de células de S. bentonitica con bentonita MX-80 mediante microscopia electrénica (Figura 1).
Aunque S. bentonitica es conocida por la formacién de biopeliculas [46,74], no encontramos evidencia de
biopeliculas en la superficie de la bentonita MX-80 en las condiciones dadas en este estudio. Ademas del
exceso de Na+, el acceso de las bacterias a las particulas minerales puede verse restringido debido al
hinchamiento osmético de la montmorillonita de Na. La libre circulacion y la supervivencia de las bacterias
pueden inhibirse significativamente mediante la hidratacion del Na y la formacién de una doble capa difusa, que
conduce a la formacién de un gel [73,75,76]. Observamos dicho gel principalmente en el mesocosmos de NaCl
con bentonita MX-80.

Aunque no pudimos observar un impacto de S. bentonitica en el desempefio de la arcilla bentonita MX-80,
esta especie microbiana como parte de una comunidad compleja o en diferentes condiciones en un ambiente
natural puede comportarse de manera diferente que una sola especie en condiciones de laboratorio [77 ].
Estudios recientes demostraron que las arcillas estan habitadas por diversas comunidades microbianas
[27,78,79]. El agotamiento del oxigeno varias semanas después del cierre de un DGR cambiara inevitablemente
los procesos metabdlicos y respiratorios de este organismo.

Por lo tanto, no podemos excluir que S. bentonitica pueda afectar la capacidad de hinchamiento de la bentonita
MX-80 en condiciones diferentes a las probadas en este estudio.

4.3. Influencia de los Parametros Hidrogeoquimicos en el Hinchamiento de la Bentonita MX-80
4.3.1. Capacidad de hinchamiento de la bentonita

Ademas del posible impacto microbiano en la capacidad de hinchamiento de la bentonita MX-80,
investigamos el efecto de las condiciones termohidrogeoquimicas cambiantes.
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como la temperatura y la humedad aumentan después del contacto con diferentes soluciones. Se sabe que la
capacidad de hinchamiento de la bentonita disminuye con el aumento de la fuerza iénica de las soluciones
circundantes [22,80-87]. Estas soluciones salinas provocan un aumento en la concentracion de electrolitos
dentro del fluido de los poros y cerca de las superficies de las particulas de arcilla, disminuyendo el espesor de
la doble capa y el potencial de hinchamiento [82]. Después de estar en contacto con soluciones de diferente
fuerza ionica, descubrimos que una fuerza idnica aumentada, como en las soluciones de NaCl y OPW,
perjudicaba la capacidad de hinchamiento de la bentonita. Esto se expresé mediante cambios reducidos del
pico de montmorillonita con el aumento de la humedad, asi como una varianza decreciente de los grupos de
muestras a lo largo del eje y de un CCA (Figura 5). Como antes de la XRD soélo se evapor6 el agua de las
respectivas soluciones, los componentes quimicos todavia estaban presentes y afectaron definitivamente el
comportamiento de hinchamiento. Como consecuencia, se supone que el contacto de la bentonita con las
aguas salinas de los poros, como el agua de los poros de Opalinus Clay en un DGR con Opalinus Clay como
roca huésped, aun perjudica el hinchamiento de la montmorillonita, aunque la solucion ya se haya evaporado.

Cuanto mas tiempo estuvo la bentonita en contacto con volimenes excesivos de solucién, mas fuerte fue
la disminucion del hinchamiento (Figura 5, Figura S2). Las concentraciones crecientes principalmente de Na,
Cay Mg a lo largo del tiempo en las tres soluciones (Figura S3) indican que esos cationes tipicos entre capas
[88] se lixiviaron de la montmorillonita. Sin embargo, también pueden tener su origen en la disolucion de otros
minerales accesorios, como el Ca de la calcita o el K de los feldespatos. El aumento de las concentraciones de
elementos en las soluciones podria dar como resultado concentraciones mas altas de electrolitos alrededor de
las particulas de arcilla y, por lo tanto, disminuir el espesor de las capas dobles. Esto esta en linea con el
estudio de Herbert et al. [22] quienes demostraron que el Na intercambiable, la suma de cationes intercambiables
y la capacidad total de intercambio catidnico (CIC) disminuian con el tiempo de reaccién en una solucion.
Mayores concentraciones de contraiones entre cuasicristales reducen el volumen de los agregados y, por tanto,
la capacidad de hinchamiento de la montmorillonita.

La capacidad de la montmorillonita para incorporar varios cationes en la capa intermedia (CEC) esta
impulsada por una sustitucién isomorfica de cationes en las laminas octaédricas [89]. Esto conduce al desarrollo
de una carga neta negativa de las capas de silicato. Las esmectitas son conocidas por su sustitucién isomaérfica
irregular de cationes, tanto en laminas octaédricas como tetraédricas. La consiguiente gran variabilidad de las
cargas de las capas negativas es arbitraria y se equilibra con los cationes entre capas disponibles en el entorno
[15].

Las sustituciones en las laminas tetraédrica y octaédrica con cationes de menor valencia aumentan la

carga de capa, que esta preferentemente equilibrada por cationes entre capas con valencias mas altas.

En el caso de cationes de la misma valencia, se prefieren aquellos con mayor nimero atémico [76]. La
incorporacion de cationes divalentes como Ca2+ conduce a un menor potencial de hinchamiento como
consecuencia de las correlaciones ion-ion [90,91]. Entre todos los demas cationes, se cree que el K+ desempefia
un papel especial en contacto con las esmectitas. Incluso se cree que las trazas de iones K+ , como se pueden
observar en concentraciones de ~20 y ~100 mg L-1 en NaCl y OPW (Figura S3), respectivamente, causan una
transformacion mineral que puede provocar un colapso del espacio entre capas (p. €j. , [11,92,93] y degradar
el rendimiento de la bentonita. Kaufhold y Dohrmann (2010) [38] informaron que la pérdida de hinchazén y
absorcion de agua debido al K+ no estaba relacionada con la ilitizacion, sino mas bien con la esmectita de K+
colapsada que no se hinchaba. Aunque la salinidad (fuerza iénica) de una solucion afecta el hinchamiento
(presion) mas que el tipo de cation principal en el intercambio [22], tanto la fuerza idnica de la solucién como la
composicién de la solucién son factores que controlan la capacidad de hinchamiento. Asi, ademas de la fuerza
i6nica ligeramente mayor de OPW en comparacion con la solucion de NaCl, también se destaca la presencia
de K+.

y/o la presencia de cationes divalentes como Ca2+ y Mg2+ puede ser la razén de la mayor reduccién en la
capacidad de hinchamiento de MX-80 en OPW que en solucion de NaCl. Esto esta respaldado por un estudio
realizado por Herbert (2008) [22], quien encontré que la presion de hinchamiento de la bentonita disminuia con
el aumento de la salinidad de una solucién. Describieron una ligera disminucion en la presion de hinchamiento
en el agua de los poros de Opalinus Clay con un minimo después de uno o dos afios en la solucion.
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4.3.2. Intensidad maxima reducida

La intensidad del pico de difracciéon fuertemente reducida observada en las muestras de OPW
dificulté la evaluacion de los cambios de pico y, por tanto, la capacidad de hinchamiento de la
montmorillonita en OPW. La intensidad maxima no solo se redujo en OPW sino también en NaCl al final
del experimento (Figura S2). La reduccion se correlacioné con el tiempo que la bentonita permanecié en
la solucién y con la fuerza iénica de la solucion. El alcance de ambos factores que influyen en la
disminucion de la intensidad maxima se concluyé a partir del ACC (Figura 5). Los cambios de los grupos
de muestras, que reflejan la disminucién de la intensidad maxima, se correlacionan principalmente con el
tiempo y, en menor medida, con la fuerza iénica.

La intensidad de un pico de difraccion esta determinada por diversos factores. Puede depender de
la distribucion de los atomos en la estructura cristalina y, por tanto, esta relacionado tanto con la estructura
cristalina como con la composicion atomica. Sin embargo, Hofmann (2003) [15] no encontré indicios de
cambios en la estructura cristalina de la arcilla causados por sustituciones de los cationes centrales en
las capas tetraédricas u octaédricas en soluciones salinas (NaCl, KCI, solucién Q).

Por lo tanto, asumimos que esta tampoco fue la razén de la disminucién de la intensidad maxima de
MX-80 en soluciones de NaCl y OPW. Lo mas probable es que sdlo se intercambiaran los cationes de

las capas intermedias débilmente unidos al cambiar la composicion de las soluciones. Ademas de otros
factores como la polarizacion, el factor de multiplicidad, el factor de Lorentz y el factor de absorcion, la
naturaleza cristalina puede influir en la intensidad del haz disperso. Si aumenta la naturaleza cristalina
(numero de planos orientados en una direccion particular), aumenta la intensidad. Por tanto, la disminucion
observada en la intensidad de XRD podria deberse a un cambio en la morfologia del cristal.

La valencia de los cationes en solucion, asi como la carga de las capas de las esmectitas, pueden influir
en la formacion de agregados. Los cationes bivalentes en la solucién pueden conectar capas y bordes
cargados negativamente, lo que da como resultado la llamada estructura en forma de escalera y cartén [94].
Bauer et al. [24] dedicaron una intensidad maxima decreciente de esmectita Ceca (una montmorillonita
casi pura) en soluciones salinas acidas (NaCl y KCI) a una morfologia en blogues creciente. Sugirieron
que las escamas planas de esmectita no se pueden apilar para formar un pseudocristal en el portaobjetos
de vidrio con un dominio de difraccion de alta coherencia. Se concluyé que el creciente desorden en la
disposicién de las particulas era responsable de la disminucién de la intensidad de XRD en funcion del
tiempo. Ademas, Bauer y Velde (1999) [13] observaron un cambio en el tamafio del dominio de difraccion
de la esmectita en contacto con la solucién de KOH, que disminuy6 con el tiempo. Atribuyeron esta
observacion a un cambio en la forma del cristal. Por lo tanto, el hinchamiento no sélo es sensible a la
cantidad de capas de esmectita de K+ colapsadas que no se hinchan o a la presencia de cationes
divalentes, sino también a la disposicion de las capas de esmectita. Esto esta respaldado por nuestra
observacion de una intensidad maxima creciente después de enjuagar las muestras con agua pura.
Sugiere que los cambios en la morfologia pueden restaurarse después de eliminar los cationes.

Como consecuencia, una menor hinchazon de la bentonita y cambios en la morfologia reducirian la
integridad de la bentonita como barrera técnica en un DGR y pueden facilitar que los microorganismos
accedan mejor a las particulas minerales, asi como permitir la alteracién o migracion del mineral. Esto se
aplicaria al menos a la bentonita no compactada que se encuentra en entornos interfaciales menos
densos y en areas de perturbacion, como fracturas y fallas.

Aqui es exactamente donde es probable que se produzca la intrusién de liquido.

4.3.3. Influencia de la temperatura

Ademas de la fuerza iénica de una solucién y el tiempo que la bentonita permanece en esa solucion,
se pudo demostrar que la temperatura reducia ligeramente la capacidad de hinchamiento (Figura 4). Sin
embargo, el tiempo del experimento fue limitado. Es posible que la influencia de la temperatura alta (>80
°C) tenga un efecto mas significativo en la reduccion de la capacidad de hinchamiento con tiempos de
exposicion mas prolongados. Desde las primeras publicaciones de Hofmann y Klemen [9], Greene-Kelly
[10] y Weiss y Koch [11], se ha aceptado que a altas temperaturas, pequefios cationes como el Li+
pueden migrar a través de la lamina tetraédrica hacia las laminas octaédricas. , donde pueden neutralizar
la carga de la capa. Este proceso conduce a una
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disminucion de la CIC, y por tanto a una reduccién de cationes que pueden hidratar y provocar
hinchazon. La deshidratacion de la capa intermedia comienza a temperaturas entre 70 y 109 °C [95],
mientras que se produce una pérdida completa del hinchamiento intercristalino a temperaturas
superiores a 105-125 °C [9]. Sin embargo, hasta una temperatura de 80 °C, normalmente se mantienen
propiedades como baja permeabilidad, capacidad de retencion de agua y capacidad de autocuracion [96].

5. Conclusiones

La seguridad de un sistema DGR ha sido bien estudiada desde un punto de vista geolégico,
quimico y fisico, pero muy pocos estudios han investigado el efecto combinado de las condiciones
termo-hidro-geoquimicas cambiantes y los procesos microbianos sobre la seguridad de esta opcién de
eliminacion. El enfoque multidisciplinario de este estudio tuvo como objetivo evaluar el riesgo de
transformacion y alteracion de los minerales arcillosos de bentonita asociados con la actividad
microbiana, el cambio en la composicion de los fluidos de los poros y el aumento de la temperatura.

El estudio destaca que la bentonita se ve afectada en diferentes grados por procesos
termohidrogeoquimicos y microbianos. Mostramos que la fuerza iénica de una solucién invasora y la
composicion de la solucidn son factores que controlan el comportamiento de hinchamiento de la
bentonita MX-80. El hinchamiento de la arcilla bentonita no compactada se reduce drasticamente
después de la exposicion a soluciones de poros moderadamente salinas y este efecto aumenta con el tiempo de
Especificamente, las areas de perturbacion, donde ocurre bentonita no compactada y es probable la
intrusion de agua, son por lo tanto un riesgo de seguridad para la integridad de un depdsito final.
Ademas, mostramos que la actividad del organismo modelo S. bentonitica en las condiciones probadas
no afecta significativamente la capacidad de hinchamiento ni altera los minerales arcillosos.

Se necesita mas trabajo para aclarar si esto se aplica también a la bentonita compactada y si
otras especies microbianas o comunidades mas complejas en las condiciones encontradas en un
deposito tienen el potencial de alterar los minerales arcillosos y afectar el hinchamiento.

Materiales complementarios: La siguiente informacion de respaldo se puede descargar en: https://www.mdpi.com/article/
10.3390/applmicrobiol4030074/s1, Resultado S1: Crecimiento bacteriano con bentonita en H20; Resultado S2:
Comportamiento de hinchamiento de la bentonita en H20; Figura S1: Espectros XRD de bentonita MX-80 antes y después
de la esterilizacion mediante irradiacién con haz de electrones; Figura S2: Espectros XRD de MX-80 después de 2, 35y
61 dias de incubacion en soluciones de H20, NaCl u OPW, y después de lavar con agua ultrapura; Figura S3: Composicion
elemental de las soluciones H20, NaCl y OPW determinada después de 7, 35 y 61 dias de contacto con bentonita MX-80;
Figura S4: Composicion de elementos de bentonita MX-80 después de 7, 35y 61 dias en H20, NaCl y OPW; Figura S5:
Crecimiento de S. bentonitica

determinado como UFC ml-1 en diferentes soluciones con y sin adicién de bentonita MX-80.

Todos los cultivos se complementaron con NH4CI como fuente adicional de N; Figura S6: Concentraciones de acetato de
H20, NaCl y OPW determinadas después de 4 semanas en las soluciones iniciales utilizadas para los experimentos por
lotes, en el control que contiene MX-80 pero no S. bentonitica (+MX-80), en los precultivos utilizados inocular los
mesocosmos (+Sb) y en los mesocosmos experimentales que contienen S. bentonitica y bentonita MX-80 (+Sb + MX-80);
Figura S7: Crecimiento de S. bentonitica determinado como UFC ml-1 en diferentes soluciones sin bentonita MX-80,
incubadas a temperatura ambiente, sin agitacion ni aireacion; Figura S8: pH de las soluciones iniciales filtradas estériles
utilizadas para los microcosmos, precultivos que no se agitaron, microcosmos que contienen MX-80 y microcosmos que
contienen S. bentonitica y MX-80 después de 69 dias; Tabla S1: valores d001 de montmorillonita después de la exposicion
a soluciones de NaCl y OPW en presencia o ausencia de bacterias determinados a diferentes temperaturas y humedad
relativa. Tabla S2: PerMANOVA por pares utilizado para analizar la diferencia en los espectros XRD de MX-80 incubados
con (Bac) y sin bacterias (NC) en H20, NaCl y OPW, Tablas S3: Calculo de la fuerza iénica molar | de las soluciones

H20 , NaCl y OPW; Tabla S4: Prueba de Mantel de diferentes factores que controlan la posicién del pico y la intensidad
de la bentonita MX80 en soluciones de diferente fuerza i6nica.

Contribuciones de los autores: Conceptualizacion, JM, AMS y DW; metodologia JM, SG y MB; analisis formal, JM y AMS;
investigacion, JM y AMS; visualizaciéon, JM y AMS; curacion de datos, AMS y JM; redaccion: preparacion del borrador
original, JM; redaccion: revision y edicion, AMS, DW y SG; administracion del proyecto, AMS y DW Todos los autores han
leido y aceptado la versién publicada del manuscrito.
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