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Zusammenfassung: Aufgrund seiner Quellfahigkeit ist verdichteter Bentonitton ein geeignetes Puffermaterial in
tiefen geologischen Endlagern fur hochradioaktiven Atommdll. Dies gilt jedoch nur, wenn die Quellfahigkeit
erhalten bleibt. Dementsprechend mussen Bentonite gegentiber Temperaturschwankungen, Feuchtigkeit,
eindringenden Flussigkeiten oder mikrobieller Aktivitat stabil sein. In Batch-Experimenten untersuchten wir
kombinierte mikrobielle und thermo-hydro-geochemische Effekte auf die Quellfahigkeit von unverdichtetem
Bentonit MX-80. Bentonit wurde Flussigkeiten unterschiedlicher lonenstérke und dem Bakterium
Stenotrophomonas bentonitica ausgesetzt. Das Bakterienwachstum wurde durch Zahlen der koloniebildenden
Einheiten Uberwacht, wéahrend die Quellfahigkeit von Bentonit mithilfe von in situ XRD bei unterschiedlichen
Temperaturen und Feuchtigkeiten bewertet wurde. Die Anwesenheit von Bentonit verlangerte das Uberleben
von S. bentonitica. Elektronenmikroskopie, XRD und ICP-OES-Analysen zeigten jedoch weder eine
Wechselwirkung von S. bentonitica mit Bentonit noch signifikante Veranderungen der Quellfahigkeit oder der
Elementzusammensetzung. Die Quellfahigkeit und die Intensitat der Beugungsspitzen wurden jedoch durch die
lonenstarke der Flussigkeit und die Einwirkzeit stark reduziert. Die Studie unterstreicht, dass Bentonit in
unterschiedlichem Ausmal3 von thermo-hydro-geochemischen und mikrobiellen Prozessen beeinflusst wird und

dass die Komplexitat verschiedener gleichzeitig auftretender Faktoren in potenziellen Endlagern fir Atommdill bei der Siche

Einschatzungen.

Schlusselwdrter: Bentonit; Schwellung; MX-80; thermo-hydro-chemisches Verhalten; Stenotrophomonas
bentonitica; technische Barriere; geologisches Tiefenlager; Atommuill

1. Einleitung

Als Teil eines Mehrbarrierensystems ist Ton ein wichtiges Material in vielen Entwirfen fur tiefe
geologische Endlager (DGR) fiir hochradioaktive Abféalle (HLW) [1,2]. Hochverdichteter Ton auf Bentonitbasis
wird nicht nur als Wirtsgestein betrachtet, sondern ist auch der Hauptkandidat fiir Puffermaterialien, da er
eine hohe Sorptionskapazitét fur Radionuklide [3,4], ein gunstiges Quellvermdgen, das eine Abdichtung
durch einen hohen Quelldruck erméglicht [5] und eine geringe Wasseraktivitat aufweist, die nachweislich
mikrobielles Wachstum unterdruckt [6].

Bentonite sind jedoch nur dann geeignete Baustoffe fir die Herstellung geotechnischer Barrieren, wenn die
Quellfahigkeit unter den zu erwartenden Bedingungen erhalten bleibt. Dementsprechend miissen Bentonite
gegeniiber Temperatur- und Feuchtigkeitsschwankungen sowie gegeniiber méglichen Einflissen
eindringender Flissigkeiten und/oder Mikroorganismen stabil sein.
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Die Auswirkung der Temperatur auf die hydromechanische Reaktion von Bentonitbarrieren ist ein
wichtiger Aspekt bei einem DGR nach der Einlagerung des hochradioaktiven Atommidills in das Endlager.
Je nach DGR-Konzept kénnen die Spitzentemperaturen an der Grenzflache zwischen Behalter und
Bentonit 80 bis 160 °C erreichen [7,8]. Eine solche Erhitzung verringert die Quellung und
Adsorptionskapazitat des Bentonittons durch Neutralisierung permanenter Ladungen. Das wichtigste
Tonmineral in Bentonit ist Montmorillonit (ein Smektit), das durch eine Schichtstruktur aus tetraedrischen
und oktaedrischen Schichten und eine negative Ladung gekennzeichnet ist. Durch die Erhitzung kénnen
kleine Kationen durch die tetraedrische Schicht in die oktaedrischen Leerstellen der 2:1-Schicht wandern
[9-11] — ein Mechanismus, der zur Zersetzung des Smektits fihren kann.

Die Eigenschaften der austauschbaren Kationen im Bentonit wie Ladung, Hydratationsenergie
und Grofe beeinflussen die Fahigkeit zur Adsorption und Dampfung von Wasser erheblich [12].

Der Salzgehalt eindringender Losungen kann mdglicherweise auch die Struktur von Bentonit aufgrund
von Kationenaustauschreaktionen, Lésungs- und Niederschlags- oder Rekristallisationsprozessen
beeinflussen (z. B. [13-18]). Porenwasser aus Portlandzement aus der technischen Barriere sind
beispielsweise Ca2+-reich und alkalisch [19], wahrend Formationswasser in Ton oder kristallinem
Wirtsgestein haufig von NaCl bei moderatem pH-Wert dominiert werden [20,21]. Insbesondere das
Vorhandensein von Kationen mit hoherer Valenz, d. h. einer héheren Ladungsdichte in der
Zwischenschicht, verringert die Quellfahigkeit von Bentonit [22]. Einige Studien berichten von
Veranderungen der Bentoniteigenschaften bei der Reaktion mit NaCl-Ldsungen, wie etwa der Auflésung
von Smektit und der Bildung anderer Minerale [14], einer Abnahme der Kationenaustauschkapazitat
[15,16,18,23], einer Verringerung der Quellung und einer Verbreiterung der XRD-Reflexion
(Rontgenbeugung) mit zunehmender Zeit [24] oder einer Asymmetrie- und Reflexionsverschiebung zu
niedrigeren d-Werten aufgrund von Hydratationsheterogenitaten [25]. Kaufhold et al. [26] beobachteten
jedoch nur Kationenaustausch, aber keine Strukturanderungen in NaCl-Losungen mit moderatem pH-Wert bis 60

Trotz der unwirtlichen Bedingungen in Tonformationen wie geringer Porositat [28], geringer
Wasserverfugbarkeit [29] und einem Mangel an leicht zuganglichen und leicht abbaubaren Energiequellen
[30,31] wurden Mikroorganismen in nattrlichen Bentonithorizonten nachgewiesen [27]. Physikalisch-
chemische Veranderungen durch den Bau und Betrieb des DGR konnten diese einheimischen
Mikroorganismen stimulieren. AuRBerdem kénnen fremde Mikroorganismen durch eindringendes Wasser
entlang von Rissen oder wahrend des Baus des DGR eingefiihrt werden. Mikrobielle Aktivitat wird in
weniger dicht gepackten Grenzflachenumgebungen und Stérungsbereichen wie Rissen und
Verwerfungen erwartet, in denen die Bentonitbarriere zumindest voribergehend zerstort ist [6]. In
diesen Umgebungen sind die physikalischen Bedingungen, die zur Unterdriickung mikrobieller Aktivitat
notwendig sind, nicht immer erfiillt. Mikrobielle Aktivitat in unmittelbarer N&éhe von Abfallbehaltern oder
im Nahfeld (einschlief3lich der technischen Barrieren und Teilen des Wirtsgesteins, die mit den
technischen Barrieren in Kontakt stehen) kann zur Korrosion der Behélter, zur mikrobiellen
Gasproduktion, zur Auflésung von Tonmineralien oder zur Auslaugung bestimmter Elemente aus diesen
Mineralien fihren. Andererseits konnen Mikroorganismen Radionuklide adsorbieren oder die
Verringerung des Gasdruckaufbaus vermitteln, wodurch das Gasvolumen verringert wird [32]. Die
mikrobielle Gasproduktion kann die Wirksamkeit der Bentonit-basierten Barrieren und/oder natiirlichen
Barrieren verringern. Die mikrobielle Adsorption von Radionukliden kann entweder zu ihrer
Immobilisierung in Biofilmen oder zu ihrer verstarkten Migration durch Risse durch Mikroben fuhren, die
als Kolloide wirken. Abgesehen vom Austausch von Zwischenschichtkationen kann das Auslaugen und
die Aufldsung der Tonmineralien durch mikrobielle Aktivitat jedoch auch den Mineralangriff auf
verschiedene Weise verzogern oder das Mineralwachstum férdern [33—36]. Ob Mikroorganismen die
Mineralveranderung fordern oder Mineralien schiitzen, hédngt vom System ab [37].

Die komplexe Wechselwirkung zwischen Mineralien, Lésungen und Bakterien hat zunehmend an
Bedeutung gewonnen, da jede Reaktion, die zur Verringerung der Quellfahigkeit von Smektit und damit
zu einem Verlust der Sicherheit des Abfallbehalters fiihrt, von Bedeutung ist. Gegenwartig ist nicht gut
verstanden, wie verschiedene Mikroorganismen das Tonmineral Smektit beeinflussen kdnnen, wenn sie
mit verschiedenen wéssrigen Lésungen in Kontakt kommen. Zahlreiche Studien untersuchten das
Quellverhalten von Bentonit-Tonen im Kontakt mit verschiedenen salzhaltigen oder alkalischen Losungen
einfacher Zusammensetzung (z. B. [19,26,38-40]). Das Quellverhalten in gemischten Salzlésungen, wie es
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Die in Grundwassern der umgebenden Wirtsgesteine vorkommenden und mit einer Vielzahl chemischer Komponenten
vermischten Stoffe sind nur unzureichend erforscht [22].

Ziel der vorliegenden Studie war es, die kombinierten mikrobiellen und thermo-hydro-geochemischen
Auswirkungen auf das Quellvermégen von unverdichtetem Bentonit MX-80 bei Kontakt mit Flissigkeiten
unterschiedlicher lonenstérke und dem Bentonit-bewohnenden Bakterium Stenotrophomonas bentonitica BII-R7T zu
untersuchen.

2. Materialien und Methoden

2.1. MX-80 Wyoming Bentonit

Der in dieser Studie verwendete Bentonit ist ein Wyoming-Bentonit MX-80 (Na-Montmorillonit), der von der
American Colloid Company bezogen wird (Volclay MX-80, Wyoming-Ton, Chargennummer 17912; Abbildung 1a,
Hoffman Estates, IL, USA). MX-80-Bentonit besteht zu ~76 % aus Montmorillonit (Smektit) und den Nebenmineralien
Glimmer (2,8—

3,8 %), Feldspat (4,5 %), Quarz (5-6 %), Kalzit (0,3-0,4 %) und Pyrit (0,5 %) [41,42].

Der Bentonit wurde mittels Elektronenbestrahlung (10 mEV, 30 kGy) mit der STERIS Herotron E-Beam Service
GmBH (Bitterfeld-Wolfen, Deutschland) sterilisiert. Durch die Sterilisation wurde die Intensitéat des (001) Montmorillonit-
Peaks leicht erh6ht (Abbildung S1). Das sterilisierte MX-80 wurde in autoklavensterilisierten Behéaltern gelagert und
wahrend aller Experimente aseptisch gehandhabt.

Abbildung 1. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von (a) Wyoming-Bentonit MX80; (b)
Gramnegativem, fakultativ anaeroben Bakterium Stenotrophomonas bentonitica BII-R7T.

2.2. Stenotrophomonas Bentonitica BII-R7T

Der in dieser Studie verwendete Typstamm war Stenotrophomonas bentonitica BII-R7T (DSM 103927). Er
wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig,
Deutschland) bezogen. Die Reinheit des Stammes wurde mittels 16S rRNA-Gensequenzierung verifiziert.

Stenotrophomonas bentonitica BII-R7T (Abbildung 1b) wurde urspriinglich aus Bentonitformationen in
Sidspanien (Cabo de Gata, Almeria, Spanien) isoliert [43]. Es handelt sich um ein fakultativ anaerobes Bakterium,
das bei Temperaturen zwischen 15 und 37 °C wachsen kann, mit einem Wachstumsoptimum bei 28 °C und einem
optimalen pH-Wert von 7. Es kann auch bei NaCl-Konzentrationen von bis zu 5 % wachsen [44].

Diese besondere Art wurde als Modellorganismus fiir die vorliegende Studie tber MX-80-Bentonit ausgewahilt,

da sie in nattrlichen Bentonitformationen vorkommt, die ein ausgezeichnetes und geeignetes Referenzmaterial fur
konstruierte Barrieren in DGRs zur Lagerung von Atommdill darstellen.
Neben der aeroben Atmung ist S. bentonitica in der Lage, Nitrat zu Nitrit zu reduzieren, was darauf hindeutet, dass
auch anaerobes Wachstum mdglich ist [44]. Aufgrund seiner Herkunft und Lebensweise gehen wir davon aus, dass
S. bentonitica die Fahigkeit besitzt, aktiv in und auf Bentonittonen zu wachsen. Dartiber hinaus wurde gezeigt, dass
S. bentonitica BII-R7T die chemische Speziation und Mobilitat von
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Radionuklide wie Selenit (SelV) und Uran (UVI) [43,45] sowie Europium (Eulll) und Curium (Cmlll) [46].

2.3. Experimentelle Lésungen und Wachstumsmedien

Vor dem Experiment wurde S. bentonitica in Standard-Nahrbouillon | inkubiert, wahrend die Plattenzahltests
auf Standard-Nahragar | (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) durchgefiihrt wurden.

Es wurden Batch-Experimente in drei unterschiedlich zusammengesetzten wassrigen Lésungen
durchgefihrt, die einen Bereich von Salzgehalten (lonenstéarke 0-0,38 M) abdeckten: (i) MilliQ-Wasser (H20),
das als Kontrolllésung verwendet wurde und zur Bildung von Bentonitporenwasser fuhrt, (ii) 0,9%ige NaCl-
Lésung (im Folgenden NacCl), eine physiologische Salzlésung, die Formationswésser in Ton oder kristallinem
Gestein nachahmt, (iii) kinstliches Opalinuston-Porenwasser (im Folgenden OPW), das die
Porenwasserzusammensetzung der tonhaltigen Formation Opalinuston im Mont Terri Felslabor in der Schweiz
darstellt (bestehend aus 212 mM NacCl, 26 mM CaCl2, 14 mM Na2S04, 1,6 mM KCI, 17 mM MgCl2, 0,51 mM
SrCI2 und 0,47 mM NaHCO3) [47,48]. Alle Lésungen wurden in autoklaviertem MilliQ-Wasser hergestellt und
abschliel3end filtersterilisiert (0,2 um, Whatman Membranfilter, GE Healthcare Life Sciences, Chicago, lllinois,
USA). Aufgrund von Kontamination wurden die mit H20O erzielten Ergebnisse von der Studie ausgeschlossen.
Diese (Ergebnisse S1, S2) und weitere zuséatzliche Zahlen kénnen in den ergdnzenden Materialien eingesehen
werden, und Rohdaten sind in der GFZ-Datenpublikation verfugbar [49].

Jede der Losungen wurde mit Acetat als Kohlenstoffquelle angereichert. Wir verwendeten eine

Acetatkonzentration von 200 uM entsprechend der Konzentration im Porenwasser aus Opalinuston, das im
Mont Terri Felslabor gefunden wurde [50]. Um eine Stickstoffquelle bereitzustellen, fugten wir vor der Inokulation
NHA4CI in einer Endkonzentration von 2 g Ly1 zu einer Reihe von Batch-Kulturen hinzu. Die Stammlésung von
NH4CI wurde separat hergestellt und filtersterilisiert.

2.3.1. Batch-Ldsungsexperimente Vor der

Inokulation der Mesokosmen wurde S. bentonitica 24 Stunden lang in Standard-N&hrlésung | geziichtet.
Die Zellen wurden in der exponentiellen Wachstumsphase geerntet und in der jeweiligen fiir das Experiment
verwendeten Lsung gewaschen (3 Waschvorgange unter Verwendung einer Zentrifugation bei 8000 x g
fur 10 min). Die Zelldichte wurde mit einer Neubauer-Kammer (Tiefe 0,005 mm) bei 40-facher Vergrof3erung
bestimmt. Die Mikroskopie wurde mit einem Leica DM2000-Mikroskop (Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland)
durchgefihrt.

Fur jede Bedingung haben wir einen Mesokosmos mit 3 g sterilisiertem MX-80 vorbereitet, der in 100 mL
wassriger Losung in 300 mL Erlenmeyer-Kulturkolben verteilt wurde. Die Suspensionen wurden mit den
gewaschenen Bakterienkulturen bei einer Ausgangszelldichte von 105 Zellen mLy1 beimpft. Negative Kontrollen
wurden nicht mit Bakterienzellen beimpft und positive Kontrollen enthielten Bakterienzellen, aber kein MX-80-
Bentonit. Die Mesokosmen wurden mindestens

61 Tage bei 28 °C unter standigem Rihren bei 50 U/min.

2.3.2. Plattenzéhltest Die

Zelldichte in den Batch-Kulturen wurde im Verlauf des Experiments mithilfe von Plattenzéhltests
Uberwacht. Sie wurde als koloniebildende Einheiten (CFU) pro ml ausgedriickt.
Nach dem Verfahren von Miles et al. [51] verdiinnten wir die Schlammproben mittels serieller Verdiinnung
(1:101-1:108) und gaben ein Volumen von 20 pL jeder Verdunnung in dreifacher Ausfertigung auf Agarplatten.
Vor der Probenentnahme wurde sedimentierter Bentonit durch kréftiges Schiitteln resuspendiert, um eine
homogene Suspension zu erhalten.

Die Reinheit von S. bentonitica in den Mesokosmen wurde regelméafig durch eine visuelle Kontrolle der
Koloniemorphologie auf Agarplatten wahrend der Plattenzéhltests Gberpriuft. So wurden mit Reinkulturen von
S. bentonitica wichtige Ergebnisse zu mineralogischen Eigenschaften in NaCl und OPW erzielt.
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2.3.3. In-situ-Réntgenbeugungsanalyse

Nach 2, 5, 15, 35 und 61 Tagen Inkubation haben wir Proben aus den Mesokosmen fiir die
Rontgenbeugungsanalyse (XRD) von Bentonit entnommen. Ein Volumen von 150 pL der experimentellen
Aufschlammung wurde auf einen Objekttrager aufgetragen und tiber Nacht bei Raumtemperatur in einer
Laminar-Flow-Box luftgetrocknet. Der Objekttrager wurde in einer Feuchtigkeitskammer montiert, die an ein
PANalytical Empyrean-Réntgenbeugungsgerat mit CuKy-Strahlung, automatischen divergierenden und
streuungsfreien Schlitzen und einem PIXel3D-Detektor angeschlossen war. Die Daten wurden von 2 bis 50
°2theta durch kontinuierlichen Scan mit einer Schrittweite von 0,00131 °2theta und einer Scanzeit von 120 s
pro Schritt fir Generatoreinstellungen von 40 kV und 40 mA aufgezeichnet.

Um die Auswirkungen von Feuchtigkeit und Temperatur auf das Quellverhalten des Bentonits nach der
Interaktion mit Bakterien und Lésungen zu bewerten, verwendeten wir eine gasgespllte Feuchtigkeitskammer
(,CHC plus” Kryo- und Feuchtigkeitskammer, Anton Paar GmbH, Tokio, Japan), die an das XRD-Gerat
angeschlossen war. Die Reaktionskammer war mit einer Temperaturkontrolleinheit ,TCU 110" ausgestattet,
die die Temperatur direkt am Probenhalter regelt. Eine kontrollierte Gasflussrate und regulierte Feuchtigkeit
wurden mithilfe eines in der Kammer angebrachten Temperatur-/Feuchtigkeitssensors erreicht. XRD-Analysen
wurden bei unterschiedlichen Temperaturen (27 °C, 55 °C, 80 °C) und relativer Feuchtigkeit (RH = 0, 50, 80
%) durchgefuhrt.

Nachdem der Probenhalter auf dem Objekttisch montiert war, wurde die Kammer geschlossen und mit
trockenem Gas bei der bestimmten Temperatur gespiilt, bis die relative Luftfeuchtigkeit konstant bei etwa 2
(£0,5) % RH lag. Alle XRD-Messungen wurden unter diesen Bedingungen durchgefihrt.

2.3.4. Waschen von Bentonit

Um zu testen, ob das Entfernen der Salzlésungen zur Wiederherstellung der Quellféhigkeit fihrt, wurde
der MX-80-Bentonit wie folgt behandelt: 2 mL der Batch-Kulturen mit und ohne Bakterien in NaCl und OPW
wurden 5 min bei 10.300% g zentrifugiert . Der Uberstand wurde verworfen und 2 mL MilliQ hinzugefiigt. Das
Tonpellet wurde durch kraftiges Schitteln 5 bis 10 min lang resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der
Vorgang wurde dreimal wiederholt. Schlie3lich wurden 150 pL der resuspendierten Tonproben auf einen
Objekttrager aufgebracht und mittels XRD analysiert.

2.3.5. lonenchromatographische Analyse (Acetatkonzentration)

Die Acetatkonzentration in allen Mesokosmen im Vergleich zur Anfangskonzentration wurde nach 29
Tagen Inkubation bestimmt. Ein Aliquot von 2 ml wurde 5 Minuten lang bei 17.000 x g sedimentiert. Der
Uberstand wurde durch Minisart® Spritzenfilter (0,22 pm Polyethersulfon, Sartorius, Géttingen, Deutschland)
gefiltert und die Acetatkonzentration mittels lonenchromatographie (ICS 3000 lon Chromatography System,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt. Zur Entfernung von Chlorid wurde eine DionexTM
OnGuardTM Il AG/H-Kartusche (EMD Millipore, Billerica, MA, USA), eine As11-HC-Saule (Agl1-HC-Vorsaule)
und ein Leitfahigkeitsdetektor verwendet. Als Eluent diente ein Gradient einer KOH-L&sung. Die Flussrate
wurde auf 0,38 ml miny1 eingestellt. Die Saulenofentemperatur betrug 15 °C und 10 pL der Probe wurden in
den Eluentenstrom injiziert.

2.3.6. Elektronenmikroskopische Analyse

Die SEM-Bildgebung wurde mit einem Feldemissions-Rasterelektronenmikroskop Zeiss Merlin VP
Compact (Carl Zeiss Microscopy, Oberkochen, Deutschland) am UFZ Leipzig durchgefiihrt. Um eine
ausreichende Oberflachenempfindlichkeit zu erreichen und gleichzeitig eine laterale Auflésung von besser
als 5 nm zu erreichen, wurde die Elektronenbeschleunigungsspannung auf 2 kV und eine 30 um grof3e
Blende eingestellt. Der resultierende Strahlstrom betrug etwa 250 pA. Die Bilder wurden im Sekundarelektronen-
Erkennungsmodus mit einem Detektor vom Typ Everhard—Thornley aufgenommen. Um das Signal-Rausch-
Verhaltnis um das Zehnfache zu verbessern, wurde fir die Aufnahme eine Zeilenmittelung verwendet.
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2.3.7. Chemische ICP-OES-Analyse Um die

Elementzusammensetzung des Tons sowie der Flussigkeiten zu analysieren, wurde nach 7, 15, 35 und 61 Tagen Inkubation
ein Aliquot von 5 ml jeder Bentonit enthaltenden Versuchslésung 15 Minuten lang bei 20.000 x g zentrifugiert . Der Uberstand wurde
durch Minisart® -Spritzenfilter (0,22 pm, Polyethersulfonfilter, Sartorius, Goéttingen, Deutschland) gefiltert, um 2—3 ml Lésung zu
erhalten. Das Bentonitpellet wurde mehrere Tage lang bei 50 °C getrocknet. Die Hauptelementzusammensetzung wurde mittels
induktiv gekoppelter Plasma-optischer Emissionsspektrometrie (ICP-OES) unter Verwendung eines Agilent 5110 ICP-OES-Geréts
(Santa Clara, CA, USA) analysiert. Die analytische Prazision und Reproduzierbarkeit liegen im Allgemeinen tber 2 % und werden

regelmafig mit zertifiziertem Referenzmaterial und hauseigenen Standards berprift.

Der pH-Wert der Flussigkeiten wurde in Doppel- oder Dreifachbestimmung mit dem Taschenmessgerat
LAQUAtwin pH-11 (Horiba Scientific, Piscataway, NJ, USA) analysiert.

2.4, Statistik

Zur statistischen Analyse der Rontgenbeugungsmuster verwendeten wir die gemessenen
Intensitatswerte bei d-Werten von 0 bis 11 °2theta, die den Bereich des Montmorillonit-Peaks bei 001
abdecken. Die Analysen wurden mit der Software Past 4.01 [52] durchgefihrt.

Mithilfe der kanonischen Korrespondenzanalyse (CCA) wurde die Variation der Spitzenintensitat und der d-
Werte ermittelt, die durch Inkubationszeit, lonenstérke der Losung, relative Luftfeuchtigkeit und Temperatur
verursacht wurde. Diese Faktoren sowie die Bakterienzahlen wurden in das Ordinationsdiagramm
eingepasst. Die im CCA gezeigten Triplots hatten einen Skalierungstyp von 0,5. Faktoren, die zu
Anderungen der Spitzenintensitat und des Spitzenorts beitragen, wurden mithilfe von Mantel-Tests ermittelt.
Vor dem Test wurden die Faktoren mithilfe einer Z-Score-Transformation standardisiert. Der Einfluss von
Bakterien auf die Quellfahigkeit, d. h. die Spitzenintensitat und den d- Abstand des Smektits, wurde mithilfe
eines permutationalen Ansatzes einer multivariaten Varianzanalyse (PerMANOVA) ermittelt.

Die lonenstarke jeder Versuchslésung wurde in Abhéngigkeit von der Zusammensetzung und
Konzentration der Zusatzstoffe vor dem Kontakt mit Bentonit berechnet. Die molare lonenstérke |, die eine
Funktion der Konzentration aller in einer Lésung vorhandenen lonen ist, wurde durch Anwendung der
folgenden Formel quantifiziert [53]:

N -

wobei ci die Molarkonzentration des lons i (in M, mol/L) und zi die Ladung dieses lons ist.

3. Ergebnisse

3.1. Bakterienwachstum mit Bentonit

Die Zellhaufigkeit von S. bentonitica in den Mesokosmen wurde Uber einen Zeitraum von 63 Tagen
bestimmt. In NaCl-Losung mit MX-80-Bentonit sank die Anzahl der KBE langsam, aber stetig von 8 x 104
mLy1 auf 1 innerhalb von 55 Tagen (Abbildung 2a). Im Gegensatz dazu sank die Anzahl der KBE in NaCl
ohne MX-80-Bentonit schnell von fast 104 KBE mLy1 nach der Inokulation auf O nach 2 Tagen Inkubation.

Ahnlich wie bei NaCl sank die CFU-Zahl in OPW mit MX-80-Bentonit innerhalb von 55 Tagen stetig
von 105 auf 0 (Abbildung 2b). Im Gegensatz zu den NaCl-Mesokosmen ochne MX-80 sank die CFU in OPW
ohne MX-80 zun&chst innerhalb von 5 Tagen auf unter 103 CFU mLy1 , stieg aber nach 9 Tagen wieder
auf 104 mLy1 an . Die CFU-Haufigkeit blieb bis 26 Tage Inkubation mehr oder weniger stabil bei 104 mLy1 .
Danach folgte ein Riickgang auf O nach 54 Tagen, ahnlich wie bei OPW mit 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]

Abbildung 2. Wachstum von S. bentonitica , bestimmt als CFU mLy1 in Losungen unterschiedlicher
Zusammensetzung mit MX-80 (+MX-80) und ohne Zusatz von MX-80-Bentonit. (a) CFU-Haufigkeit in NaCl und (b)
KBE-Fille in OPW.

3.1.1. Quellvermégen von MX-80 Bentonit mit/ohne S. bentonitica

Um zu untersuchen, ob das Vorhandensein von S. bentonitica die Quellfahigkeit von MX-80-
Bentonit beeinflusst, wurde das in den wassrigen Losungen dispergierte Material mit der an das XRD
angeschlossenen Feuchtigkeits-/Temperaturkammer analysiert. Trotz des Vorhandenseins von S.
bentonitica fiir 54 Tage in NaCl und OPW wurden keine signifikanten Unterschiede in den
Peakpositionen aufgrund der Aufnahme der wassrigen Ldsung in die Zwischenschichtblatter beobachtet
(Abbildung 3). Tatsachlich korrelierten die d-Werte der d001- Montmorillonit-Peaks mit und ohne
Vorkommen von Bakterien gut, und bei allen untersuchten Temperaturen und Luftfeuchtigkeiten zeigten
die d001 -Peakpositionen eine ahnliche Verschiebung in Gegenwart von S. bentonitica im Vergleich zu
bakterienfreiem Bentonit (Tabelle S1). Das Vorkommen von S. bentonitica hatte nach 61 Tagen in allen
Lésungen bei allen verschiedenen Temperaturen und Luftfeuchtigkeiten keinen signifikanten Einfluss
auf das Quellverhalten, wie durch eine paarweise permutative MANOVA bestatigt wurde (Tabelle S2).
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Abbildung 3. Korrelationskurve der d(001)-Werte von Montmorillonit mit (x-Achse) und ohne Bakterien (y-Achse)
in NaCl- und OPW-L6sungen bei unterschiedlichen Temperaturen und Luftfeuchtigkeiten (siehe auch Tabelle S1).

3.1.2. Veranderungen von Temperatur, Feuchtigkeit und Salzgehalt vor Ort in Gegenwart von S.
bentonitica

Um den Temperatur- und Feuchtigkeitsbereich eines Endlagers fur hochgradige Abfélle einzugrenzen,
konzentrierten wir uns auf die Quellfahigkeit von MX-80-Bentonit bei 0, 50 und 80 % RH sowie bei 27 °C, 55 °C
und 80 °C (Abbildung 4). Dies ist wichtig, da bei Temperaturen von 80 °C und mehr Mineralumwandlungen
auftreten kdnnen, die zu einem Verlust der Quell- und Sorptionsfahigkeit fihren [54-57]. Je nach DGR-Konzept
und Simulation liegt 80 °C im unteren Bereich der maximal zu erwartenden Temperaturen in der Umgebung des
Brennelementbehalters [7,8,58].

Der Einfluss des Salzgehalts auf die Quellféahigkeit von Bentonit wurde durch Dispergieren von MX-80-
Bentonit in Lésungen mit unterschiedlicher lonenstérke untersucht. Die berechnete lonenstarke | der Losungen
war in NaCl-Lésung niedriger (1 = 0,1542) und in OPW héher (I = 0,3868, Tabelle S3). Anderungen im d-Abstand
des Montmorillonits im Bentonit wurden nach 2, 35 und 61 Tagen Einwirkung der jeweiligen Losung untersucht.
Bei der Inkubation des Bentonits mit S. bentonitica in NaCl (Abbildung 4a—d) und OPW (Abbildung 4e—h) tber 61
Tage nahm die Intensitat des 001-Peaks in den Salzlésungen mit der Zeit drastisch ab (Abbildung S2), weshalb
Peakverschiebungen schwer auszuwerten waren. Wahrend der Montmorillonit-Peak 001 in der OPW-Ldsung
fehlte, verringerte sich die Intensitat in NaCl nach 2 Tagen und nahm mit der Inkubationszeit in NaCl weiter ab
(Abbildung S2; Abbildung 4a,b,e,f). Um die Quellfahigkeit nach Kontakt mit Salzlésungen zu analysieren, wurde
der Bentonit daher mit Wasser gespult und erneut analysiert (Abbildung 4c,d,g,h).

Die mit NaCl gesattigten Proben zeigten bei 27 °C eine Verschiebung des d001- Werts von 10,2 A (8,7
°2theta) bei 0 % RH auf 15,0 A (5,9 °2theta) bei 80 % RH (ca. 15 Gew.-% Wasser; Abbildung 4c). Bei 80 °C
wurde eine Verschiebung von 10 A (8,8 °2theta) bei 0 % RH auf 12,0 A (7,35 °2theta) bei 80 % RH (ca. 7 Gew.-%
Wasser; Abbildung 4d) festgestellt. Dies spiegelt einen Verlust an Zwischenschichtwasser auf mindestens 9 Gew.-% wider.
Nach 61 Tagen Inkubation des Bentonits in OPW ist die Wasseraufnahme in den Smektit
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Zwischenschichten wurde im Vergleich zu NaCl reduziert (Abbildung 4 g,h). Bei 27 °C verschob sich der
d001- Wert von 10,2 A (8,7 °2theta) bei 0 % RH auf 13,2 A (6,7 °2theta) bei 80 % RH (ca. 10 Gew.-%
Wasser; Abbildung 4g). Bei 80 °C lag die d-Wert-Verschiebung zwischen d001 10,0 A bei 0 % RH und
12,4 A (7,25 °2theta) bei 80 % RH (ca. 8,7 Gew.-% Wasser; Abbildung 4h).
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Abbildung 4. XRD-Spektren von MX-80 nach 61 Tagen Exposition gegentiber S. bentonitica in NaCl und OPW, bestimmt bei
27 °C (linkes Feld) und 80 °C (rechtes Feld) bei 0 % und 80 % relativer Luftfeuchtigkeit. (a,b) in NaCl, (c,d) nach dem
Abwaschen der NaCl-Losung, (e,f) in OPW, (g,h) nach dem Abwaschen der OPW-L&sung.

Um den mehrdimensionalen Einfluss von lonenstarke (Salzgehalt), Zeit, Feuchtigkeit und Temperatur
auf das Quellverhalten von MX-80 zu analysieren, wurden die Diffraktogramme
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visualisiert in einer CCA-Ordination (Abbildung 5). Zusammen erklarten beide Achsen des CCA mehr als
88 % der Varianz der Stichprobenpunkte, die einzelne Diffraktogramme darstellten (d-Werte im Bereich
von 2 bis 11° 2 Theta). Die Lange der Vektoren zeigt, dass Zeit und Temperatur den gro3ten Einfluss auf
die Varianz entlang der x-Achse und damit den grof3ten Einfluss im Allgemeinen hatten, da die x-Achse
>62 % der Variation erklarte. lonenstérke und Feuchtigkeit erklarten >25 % der Varianz entlang der y-
Achse.

Die lonenstérke war fur die Trennung der NaCl- und OPW-Proben entlang der Y-Achse
verantwortlich, wahrend die Luftfeuchtigkeit die Varianz innerhalb jedes Probenclusters verursachte. Die
NaCl-Probencluster mit der geringeren lonenstéarke befanden sich unten links im Diagramm, wéahrend
OPW-Probencluster mit erhéhter lonenstérke oben rechts im Diagramm platziert waren. Die zeitlich
getrennten Probencluster entlang der X-Achse und eine zunehmende Zeit fihrten zu einer Verschiebung
der Probencluster auf die rechte Seite des Diagramms. Die Temperatur verursachte die Varianz der
Proben innerhalb jedes Probenclusters entlang der X-Achse.

Mit zunehmender lonenstarke und Verweildauer von MX-80 in der jeweiligen Losung nahm die
Varianz innerhalb eines Clusters entlang der y-Achse ab, wahrend die Intensitat der Montmorillonit-Peaks
abnahm.

Laut einem Mantel-Test korrelierten die Faktoren lonenstérke, Zeit, Temperatur und Luftfeuchtigkeit
insgesamt signifikant mit den Diffraktogrammen (p = 0,0001, R = 0,48).

Mantel-Tests der einzelnen Faktoren zeigten, dass Zeit (p = 0,0001), lonenstarke (p = 0,0015) und
Temperatur (p = 0,0130) signifikant korrelierten, wobei die Zeit den gréRten Einfluss (R = 0,65) auf die
Diffraktogramme von MX-80-Bentonit hatte, einschlie3lich Peakverschiebung und -héhe (Tabelle S4).
Laut den Diffraktogrammen (Abbildung S2) lief? sich die im CCA beobachtete abnehmende Varianz der
Cluster entlang der y-Achse durch allgemein niedrigere Intensitaten und kleinere Verschiebungen des
Montmorillonit-Peaks erklaren. Die abnehmenden Peakintensitéten und d-Absténde wurden durch die
Zeit verursacht, die der Bentonit in einer Losung verblieb. Innerhalb einzelner Cluster lieR sich die
Varianz, d. h. die Quellkapazitéat zu einem bestimmten Zeitpunkt, hauptséchlich durch die Temperatur auf
der x-Achse und durch die Luftfeuchtigkeit entlang der y-Achse erklaren, obwohl die Luftfeuchtigkeit auf
Gesamtebene keinen signifikanten Einfluss auf die Diffraktogramme hatte.
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Abbildung 5. Kanonische Korrespondenzanalyse (CCA) von XRD-Spektren von Bentonit MX-80. Jeder
Cluster stellt eine Probe dar, die bei unterschiedlichen Temperaturen (27, 55, 80 °C) und relativer
Luftfeuchtigkeit (0, 50, 80 %) analysiert wurde. Punkte stellen Proben nach 2 Tagen, Dreiecke nach 35
Tagen und Rauten nach 61 Tagen Inkubation in jeder Losung dar (braun = NacCl, griin = OPW).

4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war die Untersuchung mikrobieller sowie thermo-hydro-geochemischer

Auswirkungen auf die Quellfahigkeit von MX-80-Bentonit und damit auf die Integritat von Bentonit als
Puffermaterial in einem DGR.

4.1. Einfluss von Bentonit und Lésungszusammensetzung auf das Wachstum von S. bentonitica

In dieser Studie wurde S. bentonitica als Modellorganismus der Bentonit-Mikrobenpopulation verwendet.
Er wurde bei der optimalen Wachstumstemperatur von 28 °C in belufteten Mesokosmen geziichtet, die MX-80-
Bentonit und Flissigkeiten unterschiedlicher lonenstarke (Salzgehalt) enthielten, jedoch mit NaCl-
Konzentrationen weit unter dem Maximum, bei dem dieser Organismus wachsen kann [44]. Tatsachlich war
die einzelne Art unter den Kontrollbedingungen ohne MX-80 in NaCl-Lésungen nicht in der Lage zu Uberleben.
Langsam abnehmende Zellzahlen in NaCl und OPW in Gegenwart von MX-80 sowie in OPW ohne MX-80
deuteten darauf hin, dass S. bentonitica méglicherweise von Metallnéhrstoffen oder Kationen profitiert hat, die
durch Mineralien von MX-80 und die Lésungskomponenten von OPW bereitgestellt wurden. Zu den
Metallnahrstoffen und Kationen, die durch MX-80-Bentonit bereitgestellt werden kénnen, gehdren Si, Al, Ti, Fe,
Mg, Ca, Na, K, P und S [41,42], wahrend zu den Metallionen, die durch OPW bereitgestellt wurden, Na, Ca, K,
Mg und Sr gehorten. Da S. bentonitica
starben in NaCl-Losung sofort ab, man geht davon aus, dass Na keinen glinstigen Effekt hat, sodass Ca, K und/oder Mg als
metallische Nahrstoffe verbleiben, die S. bentonitica in OPW und auf MX-80 geholfen haben kénnten. Ca, K und Mg gehdren
zu den Zwischenschichtkationen in Tonmineralien, die am leichtesten durch Kationenaustausch freigesetzt werden kénnen [37].
Obwohl nur Na und Ca die typischen Zwischenschichtkationen von MX-80-Bentonit sind, waren auch K und Mg in jeder der
Losungen vorhanden, in steigenden Konzentrationen im Laufe des Experiments (Abbildung S3). Einige Kationen wie Zn und Mg
sind universell lebensnotwendig und fir fast alle Aspekte des Stoffwechsels unverzichtbar [59,60]. Somit verursachte der Mangel
an Mg in NaCl ohne MX-80 vermutlich den sofortigen Tod von S. bentonitica, wéhrend sein Vorhandensein in OPW und mit

MX-80 das Uberleben von S. bentonitica erleichtert haben kénnte .

S. bentonitica konnte jedoch Uber langere Zeitraume in NaCl oder OPW mit MX-80 nicht wachsen. Der
Mangel an Makronahrstoffen wie Stickstoff (N) in diesem Experiment kdnnte ein wachstumsbegrenzender
Faktor gewesen sein. N ist eines der Grundelemente, die fiir die Produktion von Amino- und Nukleinsauren
unerlasslich sind [61]. Wahrend N in Form von Nitrat als optionaler Elektronenakzeptor verwendet werden
kann, wenn Sauerstoff nicht verfligbar ist, ist Ammoniak/Ammonium eine wesentliche Nahrstoff- und
Energiequelle [62]. In einem DGR kdnnte die Einfiihrung von N-Verbindungen wahrend des Baus erhebliche
Auswirkungen auf die Langzeitsicherheit des gelagerten Atommiills haben, da Ammonium oder Nitrat die
mikrobielle Aktivitat erhdhen kdnnen. Einige Mineralien wie lllit kdnnen N in Form von Ammonium liefern [63].
Illit ist jedoch kein Hauptmineral in MX-80-Bentonit [41,42] und daher kénnte der Mangel an N der Grund fur
den endgliltigen Tod von S. bentonitica in diesem Experiment gewesen sein. Die Zugabe von NH4CI zu den
Mesokosmen hatte jedoch keinen positiven Effekt (Abbildung S5).

Es ist bekannt, dass Tonmineralien organische Stoffe durch verschiedene Wechselwirkungen adsorbieren,
was deren Verfligbarkeit fur Mikroorganismen verringern kann [37,64,65]. Niedermolekulare Verbindungen wie
Acetat, das dem Mesokosmos als Kohlenstoffquelle zugesetzt wurde, waren jedoch mdglicherweise nicht
adsorbierbar, da bevorzugt organische Stoffe mit hohem Molekulargewicht adsorbiert werden [66]. Da der
Acetatgehalt der Mesokosmen in der fliissigen Phase bestimmt wurde, stand er vermutlich fir den mikrobiellen
Abbau zur Verflgung.

Da die Adsorption jedoch mit der lonenstarke der umgebenden Lésung und dem pH-Wert [67—69]
zusammenhéngt, kdnnte der niedrige pH-Wert in NaCl und OPW (7,5-8,5; Abbildung S8) die Zuganglichkeit
von Acetat in diesen Lésungen beeintrachtigt haben. Im Allgemeinen liegen die ermittelten pH-Werte in dem
pH-Bereich, in dem S. bentonitica wachsen kann [44] und werden daher nicht als
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limitierende Faktoren. Die niedrigeren pH-Werte von NaCl und OPW sind fir S. bentonitica eher
glnstig , da ein neutraler pH-Wert optimal fur sein Wachstum ist [44].

Im Allgemeinen deutete das mangelnde Wachstum von S. bentonitica allein darauf hin, dass die
Inkubationsbedingungen nicht giinstig waren. Obwohl S. bentonitica unter néhrstoffreichen Bedingungen
aerob wachsen kann, schienen die Bewegung und Beliftung der Mesokosmen unter ndhrstoffarmen
Bedingungen nachteilig zu sein. Im Vergleich dazu war in den Vorkulturen, die zur Inokulation der
Mesokosmen verwendet wurden, das Acetat nach 4 Wochen aufgebraucht (Abbildung S6) und S.
bentonitica wuchs innerhalb von 8 Wochen von 108 oder 109 Zellen mLy1 auf etwa 1011 Zellen mLy1
(Abbildung S7). Die Vorkulturen wurden ohne Bewegung gelagert und in gréf3eren Abstanden als die
Mesokosmen beprobt, wodurch mikroaerophile Bedingungen geschaffen wurden. S. bentonitica ist zur
anaeroben Atmung durch Nitratreduktion fahig [44]. Denitrifizierende Bakterien sind meist heterotroph
und oft fakultativ anaerob mit der Fahigkeit, je nach Umweltbedingungen zwischen Sauerstoff- und
Nitratatmung zu wechseln [70]. Dartber hinaus lasst die Fahigkeit eng verwandter Arten wie S. pavanii
und S. maltophilia , Stickstoff zu fixieren [71,72], darauf schlieen, dass S. bentonitica Uiber dieselbe
Fahigkeit verfiigen konnte.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass S. bentonitica trotz der Anwesenheit einer
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle und obwohl MX-80 das Uberleben von Mikroorganismen durch die
potenzielle Bereitstellung von Metallndhrstoffen unterstitzt, nicht in der Lage ist, auf MX-80-Bentonit in
maRig salzhaltigen Lésungen zu wachsen.

4.2. Einfluss von S. bentonitica auf die Quellung von MX-80 Infolgedessen

deuten dhnliche XRD-Muster von Bentonit, der mit und ohne S. bentonitica inkubiert wurde (Abbildung 3), stark darauf hin,
dass dieses Bakterium Montmorillonit nicht verandert und die Quellfahigkeit von Bentonit nicht beeinflusst hat. Dies wird durch das
Fehlen signifikanter Anderungen in der elementaren Tonzusammensetzung und der Fliissigkeit unterstrichen (Abbildungen S3 und
S4). Ahnlich wie unsere Beobachtung beobachteten Perdrial et al. [42] ein reduziertes Wachstum des Bakteriums S. putrefaciens
und keine chemische Veranderung von MX-80-Bentonit und fiihrten dies auf einen Uberschuss des einwertigen Kations Na+ aus

dem Na-Montmorillonit zuriick . Wahrend zweiwertige Kationen wie Ca2+

erleichtern die Bakterienhaftung und verbessern den Zugang zu Nahrstoffen an der Mineraloberflache, monovalente Kationen
verringern den Briickeneffekt zwischen den negativ geladenen Tonpartikeln und den negativ geladenen Bakterien [73]. Dies wird
durch die Tatsache unterstitzt, dass wir mithilfe der Elektronenmikroskopie keine Anhaftung oder Interaktion von S. bentonitica
-Zellen mit MX-80-Bentonit beobachten konnten (Abbildung 1). Obwohl S. bentonitica fur die Bildung von Biofilmen bekannt ist
[46,74], fanden wir in dieser Studie unter den gegebenen Bedingungen keine Hinweise auf Biofilme auf der Oberflache von MX-80-
Bentonit. Zusatzlich zu tiberschiissigem Na+ kann der Zugang der Bakterien zu Mineralpartikeln durch die osmotische Schwellung
des Na-Montmorillonits eingeschrénkt sein. Die freie Bewegung und das Uberleben von Bakterien kénnen durch die Hydratisierung
von Na und die Bildung einer diffusen Doppelschicht, die zur Bildung eines Gels fuhrt, erheblich beeintrachtigt werden [73,75,76].

Wir beobachteten ein solches Gel hauptséchlich im NaCl-Mesokosmos mit MX-80-Bentonit.

Obwohl wir keinen Einfluss von S. bentonitica auf die Leistung von MX-80-Bentonitton beobachten
konnten, kann sich diese mikrobielle Art als Teil einer komplexen Gemeinschaft oder unter verschiedenen
Bedingungen in einer naturlichen Umgebung anders verhalten als die einzelne Art unter
Laborbedingungen [77]. Neuere Studien haben gezeigt, dass Tone von unterschiedlichen mikrobiellen
Gemeinschaften bewohnt werden [27,78,79]. Der Sauerstoffmangel mehrere Wochen nach der
SchlieBung eines DGR wird unweigerlich die Stoffwechsel- und Atmungsprozesse dieses Organismus verandern
Daher kénnen wir nicht ausschlieRen, dass S. bentonitica die Quellfahigkeit von MX-80-Bentonit unter
anderen als den in dieser Studie getesteten Bedingungen beeintrachtigen kann.

4.3. Einfluss hydro-geochemischer Parameter auf die Quellfahigkeit von MX-80-Bentonit
4.3.1. Quellvermbgen von Bentonit

Neben den mdéglichen mikrobiellen Auswirkungen auf die Quellfahigkeit von MX-80-Bentonit
untersuchten wir die Auswirkungen veranderter thermo-hydro-geochemischer Bedingungen
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wie Temperatur und Feuchtigkeit nehmen nach Kontakt mit verschiedenen Lésungen zu. Es ist bekannt, dass
das Quellvermégen von Bentonit mit zunehmender lonenstarke der umgebenden Lésungen abnimmt [22,80-87].
Solche Salzlésungen verursachen einen Anstieg der Elektrolytkonzentration innerhalb der Porenflissigkeit und
in der Nahe der Tonpartikeloberflachen, wodurch die Dicke der Doppelschicht und das Quellpotenzial verringert
werden [82]. Nach Kontakt mit Lésungen unterschiedlicher lonenstérke stellten wir fest, dass eine erhéhte
lonenstarke, wie in NaCl- und OPW-Ldsungen, das Quellvermégen von Bentonit beeintrachtigte. Dies aul3erte
sich in verringerten Verschiebungen des Montmorillonit-Peaks mit zunehmender Feuchtigkeit sowie in einer
abnehmenden Varianz der Probencluster entlang der y-Achse einer CCA (Abbildung 5). Da vor der XRD nur das
Wasser der jeweiligen Losungen verdampft wurde, waren die chemischen Komponenten noch vorhanden und
beeinflussten definitiv das Quellverhalten. Als Folge davon geht man davon aus, dass der Kontakt von Bentonit
mit salzhaltigem Porenwasser, wie beispielsweise Porenwasser aus Opalinuston in einem DGR mit Opalinuston
als Wirtsgestein, die Quellung des Montmorillonits immer noch beeintréachtigt, selbst wenn die Lésung
moglicherweise bereits verdunstet ist.

Je langer Bentonit Kontakt mit Uberschiissigen Lésungsvolumina hatte, desto starker war die Abnahme
der Quellung (Abbildung 5, Abbildung S2). Die mit der Zeit zunehmenden Konzentrationen hauptsachlich von
Na, Ca und Mg in allen drei Lésungen (Abbildung S3) weisen darauf hin, dass diese typischen
Zwischenschichtkationen [88] aus Montmorillonit ausgelaugt wurden. Sie kdnnen jedoch auch ihren Ursprung in
der Aufldsung anderer Begleitmineralien haben, wie Ca aus Kalzit oder K aus Feldspat. Zunehmende
Elementkonzentrationen in den Losungen kdnnten zu héheren Elektrolytkonzentrationen um die Tonpartikel
herum fuhren und dadurch die Dicke der Doppelschichten verringern. Dies steht im Einklang mit der Studie von
Herbert et al. [22], die zeigten, dass austauschbares Na, die Summe der austauschbaren Kationen und die
gesamte Kationenaustauschkapazitat (CEC) mit der Reaktionszeit in einer Lésung abnehmen. Héhere
Konzentrationen von Gegenionen zwischen Quasikristallen verringern das Volumen der Aggregate und damit
die Quellfahigkeit von Montmorillonit.

Die Fahigkeit des Montmorillonits, verschiedene Kationen in die Zwischenschicht einzubauen (CEC), wird
durch eine isomorphe Substitution von Kationen in den Oktaederschichten [89] gesteuert. Dies fihrt zur
Entwicklung einer negativen Nettoladung der Silikatschichten. Smektite sind fir ihre unregelmaRige isomorphe
Substitution von Kationen sowohl in den Oktaeder- als auch in den Tetraederschichten bekannt. Die daraus
resultierende grof3e Variabilitét der negativen Schichtladungen ist beliebig und wird durch aus der Umgebung
verfugbare Zwischenschichtkationen ausgeglichen [15].

Substitutionen in den Tetraeder- und Oktaederschichten durch Kationen niedrigerer Valenz erhéhen die
Schichtladung, die vorzugsweise durch Zwischenschichtkationen mit hdheren Wertigkeiten ausgeglichen wird.
Bei gleichwertigen Kationen werden diejenigen mit der héheren Ordnungszahl bevorzugt [76]. Der Einbau
zweiwertiger Kationen wie Ca2+ fuhrt aufgrund von lon—lon-Korrelationen zu einem geringeren Quellpotential
[90,91]. Unter allen anderen Kationen kommt K+ im Kontakt mit Smektiten eine besondere Rolle zu. Sogar
Spuren von K+ -lonen, wie sie bei Konzentrationen von ~20 und ~100 mg Ly1 in NaCl bzw. OPW (Abbildung S3)
beobachtet werden kdnnen, verursachen vermutlich eine Mineralumwandlung, die einen Kollaps des
Zwischenschichtraums (z. B. [11,92,93]) verursachen und die Bentonitleistung beeintrachtigen kann. Kaufhold
und Dohrmann (2010) [38] berichteten, dass ein Verlust an Quellung und Wasseraufnahme aufgrund von K+
nicht mit der lllitisierung zusammenhangt, sondern mit nicht quellendem, kollabiertem K+ -Smektit. Obwohl der
Salzgehalt (lonenstérke) einer Losung die Quellung (den Druck) starker beeinflusst als die Art des Hauptkations
im Austausch [22], sind sowohl die lonenstérke der Losung als auch die Lésungszusammensetzung Faktoren,
die die Quellkapazitat steuern. Neben der etwas héheren lonenstérke von OPW im Vergleich zur NaCl-Lésung
ist also die Anwesenheit von K+

und/oder die Anwesenheit zweiwertiger Kationen wie Ca2+ und Mg2+ kdnnen der Grund dafur sein, dass die
Quellféahigkeit von MX-80 in OPW stérker abnimmt als in NaCl-Ldsung. Dies wird durch eine Studie von Herbert
(2008) [22] unterstitzt, der herausfand, dass der Quelldruck von Bentonit mit zunehmendem Salzgehalt einer
Lésung abnimmt. Sie beschrieben einen leichten Riickgang des Quelldrucks in Opalinuston-Porenwasser mit
einem Minimum nach ein bis zwei Jahren in der Losung.
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4.3.2. Reduzierte Spitzenintensitat

Die stark reduzierte Beugungsspitzenintensitat, die in den OPW-Proben beobachtet wurde,
erschwerte die Bewertung der Spitzenverschiebungen und damit der Quellfahigkeit von Montmorillonit in
OPW. Die Spitzenintensitat war am Ende des Experiments nicht nur in OPW, sondern auch in NaCl
reduziert (Abbildung S2). Die Reduktion korrelierte sowohl mit der Zeit, die Bentonit in der Lésung
verblieb, als auch mit der lonenstérke der Lésung. Das Ausmaf beider Faktoren, die die abnehmende
Spitzenintensitat beeinflussten, wurde aus der CCA abgeleitet (Abbildung 5). Verschiebungen der
Probencluster, die die abnehmende Spitzenintensitat widerspiegeln, korrelierten hauptséchlich mit der
Zeit und in geringerem Mal3e mit der lonenstarke.

Die Intensitat eines Beugungspeaks wird von verschiedenen Faktoren bestimmt. Sie kann von der
Verteilung der Atome in der Kristallstruktur abhéngen und ist daher sowohl mit der Kristallstruktur als
auch mit der Atomzusammensetzung verkniipft. Hofmann (2003) [15] fand jedoch keine Hinweise auf
Veranderungen in der Tonkristallstruktur durch Substitutionen der zentralen Kationen in den Tetraeder-
oder Oktaederschichten in Salzlésungen (NaCl, KCI, Q-Lésung).

Daher gehen wir davon aus, dass dies auch nicht der Grund fur die abnehmende Spitzenintensitat von
MX-80 in NaCl- und OPW-Lésungen war. Hochstwahrscheinlich wurden nur die locker gebundenen
Zwischenschichtkationen mit der sich &ndernden Zusammensetzung der Lésung ausgetauscht. Neben
mehreren anderen Faktoren wie Polarisation, Multiplizitatsfaktor, Lorentz-Faktor und Absorptionsfaktor
kann die kristalline Natur die Intensitéat des gestreuten Strahls beeinflussen. Wenn die kristalline Natur
(Anzahl der in eine bestimmte Richtung ausgerichteten Ebenen) zunimmt, nimmt die Intensitéat zu. Daher
koénnte die beobachtete Abnahme der XRD-Intensitét auf eine Anderung der Kristallmorphologie zuriickzufiinren se
Die Wertigkeit der Kationen in der Lésung sowie die Schichtladung der Smektite konnen die Bildung von
Aggregaten beeinflussen. Zweiwertige Kationen in der Losung kénnen negativ geladene Schichten und
Kanten verbinden, wodurch die sogenannte Treppenstufen-Kartenhaus-Struktur entsteht [94].

Bauer et al. [24] fuhrten eine abnehmende Spitzenintensitat von Ceca-Smektit (einem nahezu reinen
Montmaorillonit) in sauren Salzlésungen (NaCl und KCI) auf eine zunehmend blockartige Morphologie
zuriick. Sie schlugen vor, dass die flachen Smektitflocken nicht zu einem Pseudokristall mit einem
hochkoharenten Beugungsbereich auf dem Glasprobentrager gestapelt werden kdnnen. Die zunehmende
Unordnung in der Partikelanordnung wurde als verantwortlich fiir die Abnahme der XRD-Intensitat als
Funktion der Zeit angesehen. AuRerdem beobachteten Bauer und Velde (1999) [13] eine Anderung der
GroRRe des Smektit-Beugungsbereichs in Kontakt mit KOH-L&sung, die mit der Zeit abnahm. Sie fuhrten
diese Beobachtung auf eine Anderung der Kristallform zuriick. Somit ist die Schwellung nicht nur
empfindlich gegeniiber der Menge nicht quellender, kollabierter K+ -Smektitschichten oder dem
Vorhandensein zweiwertiger Kationen, sondern auch gegeniiber der Anordnung der Smektitschichten.
Dies wird durch unsere Beobachtung einer zunehmenden Spitzenintensitat nach dem Spulen der Proben
mit reinem Wasser unterstiitzt. Es lasst darauf schlieRen, dass Anderungen in der Morphologie nach der
Entfernung der Kationen wiederhergestellt werden kénnen.

Eine verringerte Quellung des Bentonits und Anderungen der Morphologie wiirden die Integritét
des Bentonits als technische Barriere in einem DGR verringern und Mikroorganismen einen besseren
Zugang zu den Mineralpartikeln erméglichen sowie eine Mineralveréanderung oder -migration ermdglichen.
Dies gilt zumindest fir unverdichteten Bentonit, der in weniger dicht gepackten Grenzflachenumgebungen
und Stérungsbereichen wie Briichen und Verwerfungen vorkommt.

Genau hier kann es wahrscheinlich zu einem Eindringen von Flussigkeit kommen.

4.3.3. Einfluss der Temperatur

Neben der lonenstarke einer Losung und der Verweilzeit des Bentonits in dieser Lésung konnte
gezeigt werden, dass die Temperatur das Quellvermdgen leicht verringert (Abbildung 4). Allerdings war
die Versuchszeit begrenzt. Es ist moglich, dass der Einfluss hoher Temperaturen (>80 °C) bei langeren
Einwirkzeiten einen groReren Effekt auf die Verringerung des Quellvermdgens hat. Seit den friihen
Veroffentlichungen von Hofmann und Klemen [9], Greene-Kelly [10] und Weiss und Koch [11] ist es
allgemein anerkannt, dass bei hohen Temperaturen kleine Kationen wie Li+ durch die tetraedrische
Schicht in die oktaedrische Schicht migrieren kdnnen, wo sie die Schichtladung neutralisieren kénnen.
Dieser Prozess fiihrt zu einer
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Abnahme der CEC und damit zu einer Verringerung der Kationen, die hydratisieren und Quellung
verursachen kénnen. Die Dehydratation der Zwischenschicht beginnt bei Temperaturen zwischen 70 und
109 °C [95], wahrend bei Temperaturen iber 105-125 °C ein vollstandiger Verlust der interkristallinen
Quellung eintritt [9]. Bis zu einer Temperatur von 80 °C bleiben jedoch normalerweise Eigenschaften wie
geringe Permeabilitat, Wasserriickhaltevermdgen und Selbstheilungskapazitat erhalten [96].

5. Schlussfolgerungen

Die Sicherheit eines DGR-Systems wurde aus geologischer, chemischer und physikalischer Sicht
gut untersucht, aber nur sehr wenige Studien untersuchten die kombinierte Wirkung sich andernder
thermo-hydro-geochemischer Bedingungen und mikrobieller Prozesse auf die Sicherheit dieser
Entsorgungsoption. Der multidisziplindre Ansatz dieser Studie zielte darauf ab, das Risiko fur die
Umwandlung und Veranderung von Bentonit-Tonmineralien im Zusammenhang mit mikrobieller Aktivitét,
sich &ndernden Porenflissigkeitszusammensetzungen und steigenden Temperaturen zu bewerten.

Die Studie zeigt, dass Bentonit in unterschiedlichem Ausmaf von thermo-hydro-geochemischen
und mikrobiellen Prozessen beeinflusst wird. Wir zeigen, dass die lonenstérke einer eindringenden
Lésung und die Losungszusammensetzung Faktoren sind, die das Quellverhalten von MX-80-Bentonit
steuern. Das Quellverhalten von nicht verdichtetem Bentonitton wird nach Kontakt mit mégig salzhaltigen
Porenldsungen stark reduziert und dieser Effekt verstarkt sich mit der Einwirkungsdauer.

Insbesondere Stérungsbereiche, in denen unverdichteter Bentonit vorkommt und Wassereinbriiche
wabhrscheinlich sind, stellen somit ein Sicherheitsrisiko fur die Integritat eines Endlagers dar. Weiterhin
zeigen wir, dass die Aktivitat des Modellorganismus S. bentonitica unter den getesteten Bedingungen
weder das Quellvermdgen signifikant beeinflusst noch die Tonmineralien veréndert.

Ob dies auch fir kompaktierten Bentonit zutrifft und ob andere mikrobielle Arten oder komplexere
Lebensgemeinschaften unter den Bedingungen eines Endlagers das Potenzial haben, Tonminerale zu
verandern und die Quellung zu beeinflussen, missen weitere Arbeiten klaren.

Erganzende Materialien: Die folgenden ergédnzenden Informationen kénnen unter folgender Adresse heruntergeladen
werden: https://www.mdpi.com/article/10.3390/applmicrobiol4030074/s1, Ergebnis S1: Bakterienwachstum mit Bentonit
in H20; Ergebnis S2: Quellverhalten von Bentonit in H20; Abbildung S1: XRD-Spektren von Bentonit MX-80 vor und
nach der Sterilisation durch Elektronenstrahlbestrahlung; Abbildung S2: XRD-Spektren von MX-80 nach 2, 35 und 61
Tagen Inkubation in H20-, NaCl- oder OPW-L&sungen und nach dem Waschen mit ultrareinem Wasser; Abbildung S3:
Elementzusammensetzung der Lésungen H20, NaCl und OPW, bestimmt nach 7, 35 und 61 Tagen Kontakt mit MX-80-
Bentonit; Abbildung S4: Elementzusammensetzung von MX-80-Bentonit nach 7, 35 und 61 Tagen in H20, NaCl und
OPW; Abbildung S5: Wachstum von S. bentonitica

bestimmt als KBE ml-1 in verschiedenen Lésungen mit und ohne Zusatz von MX-80-Bentonit.

Alle Kulturen wurden mit NH4CI als zusatzlicher Stickstoffquelle erganzt; Abbildung S6: Acetatkonzentrationen von H20,
NaCl und OPW, bestimmt nach 4 Wochen in den fiir die Batch-Experimente verwendeten Ausgangslésungen, in der
Kontrollldsung mit MX-80, aber ohne S. bentonitica (+MX-80), in den zur Beimpfung der Mesokosmen verwendeten
Vorkulturen (+Sb) und in den experimentellen Mesokosmen mit S. bentonitica und MX-80-Bentonit (+Sb + MX-80);
Abbildung S7: Wachstum von S. bentonitica, bestimmt als KBE/ml in verschiedenen Lésungen ohne MX-80-Bentonit,
inkubiert bei Raumtemperatur, ohne Schitteln und Beluften; Abbildung S8: pH-Wert der sterilgefilterten Ausgangslosungen
fur die Mikrokosmen, nicht gertihrte Vorkulturen, Mikrokosmen mit MX-80 und Mikrokosmen mit S. bentonitica und MX-80
nach 69 Tagen; Tabelle S1: d001- Werte von Montmorillonit nach Einwirkung von NaCl- und OPW-Ldsungen mit oder
ohne Bakterien, bestimmt bei unterschiedlichen Temperaturen und relativer Luftfeuchtigkeit. Tabelle S2: Paarweise
PerMANOVA zur Analyse der Unterschiede in den XRD-Spektren von MX-80, das mit (Bac) und ohne (NC) Bakterien in
H20, NaCl und OPW inkubiert wurde, Tabellen S3: Berechnung der molaren lonenstarke | der Lésungen H20, NaCl und
OPW; Tabelle S4: Mantel-Test verschiedener Faktoren, die die Peakposition und -intensitéat von MX80-Bentonit in
Lésungen unterschiedlicher lonenstérke steuern.
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