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SSM har begirt kompletterande information om betydelsen av mikrobiell sulfatreduktion med
organiskt upplost material (DOC), del av kompletteringsbegéran SSM2011-2426-82, enligt
foljande:

SKB baserar sin analys av korrosionsfallet och kopparkapselns livslingd pd
grundvattenflodeshastigheter och uppmditta halter av sulfid i grundvatten. Mikrobiell
sulfatreduktion pga. reaktion med upplost organiskt material eller lst viitgas anses inte ge
betydande bidrag till korrosionen (SKB dokument ID 1346686). Aven om en sddan reduktion
inte utesluts menar SKB att den sker i bergvolymen i stort och inte preferentiellt i
deponeringshalet samt att sulfid som bildas pdverkas av utfillningen av jdrn(Il)sulfid. Det
kan dock konstateras att halten av 16st organiskt material i grundvatten generellt dr betydligt
hogre dn for lost sulfid (Tullborg et al.2010) och att omfattande sulfatreduktion och
sulfidbildning i princip skulle vara mojligt i vissa positioner i berget om en storre andel av
lost organiskt material var tillgdngligt. Det kan heller inte uteslutas att bildningen av sulfid
sker intermittent snarare dn kontinuerligt beroende pa omgivningsfaktorer som tempordrt
gynnar mikrobiell tillvixt.

1. SSM anser ddrfor att SKB bor redogora for forekomstformer av organiskt l6st material
samt dessa formers potentiella tillginglighet som substrat for mikrobiell sulfatreduktion.

2. SKB bor dessutom bifoga litteraturreferenser som stoder att mikrobiell sulfatreduktion
med metan inte kan pavisas i grundvattensystem.

SKB:s svar

Punkt 1. Forekomstformer av organiskt |16st material samt dessa formers potentiella
tillganglighet som substrat for mikrobiell sulfatreduktion

DOC

I princip kan allt 16st organisk kol (DOC) i slutdnden anviandas av mikrober, fragan &r hur
snabbt de olika forekomstformerna bryts ned i forhdllande till sina uppehéllstider i
grundvattnet. I Forsmark finns métbara DOC-halter (> 1 mg/L) i de flesta djupa grundvatten,
ocksa i de som innehéller relativt hoga SO,*~ halter (> 50 mg/L). Det finns alltsd DOC som
potentiellt skulle kunna anvindas for att reducera ytterligare sulfat, men eftersom det
fortfarande finns kvar i vatten med uppehallstider i storleksordningen 1 000—10 000 ar eller
mer, kan det tolkas som att det organiska materialet bryts ner mycket langsamt. Det finns
alltsd tva stora osdkerheter; 1) DOC:s reaktivitet och 2) dess uppehéllstid i grundvattnet. Bada
gor det svart att bedoma DOC:s roll for sulfatreduktion.
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DOC kan karakteriseras med hjélp av ett flertal metoder. I Finland har man inom Posivas
undersokningar analyserat humus- och fulvosyror med hjdlp av HPLC fluorescens och UV
detektorer samt masspektrometri (se till exempel Mikeld och Manninen 2007, Vilhunen och
Manninen 2010, Luste et al. 2012). Enligt Luste et al. (2012) och Mikeld och Manninen
(2007), bestar 40 procent av TOC/DOC-innehallet i de finska grundvattnen av humus- och
fulvosyror.

Idag finns dven en ny metod, “electrospray ionization Fourier transform ion cyclotron
resonance mass spectrometry” (Koch et al. 2005), som innebér att man kan fa fram i princip
fullstdndig information om vilka organiska molekyler ett vattenprov innehaller. Den har
metoden kan dock bara bestimma den kemiska sammanséttningen och inte molekylernas
strukturer, vilket gor det svart att bedoma reaktiviteten av DOC kvantitativt.

Studier av havsvatten och grundvatten av bland annat Koch et al. (2005) och Longnecker och
Kujawinski (2011) har visat att DOC 1 naturliga vatten bestér av tusentals olika foreningar
med stor storleksvariation. Nya studier har visat att koncentrationer av de flesta individuella
molekyler 1 DOC dr mycket 14ga, i1 storleksordningen pmol/I till nmol/l (Longnecker and
Kujawinski 2011). En hypotes om DOC-forekomsterna dr att de individuella molekylernas
koncentrationer ér for laga for att utnyttjas effektivt som energikilla av mikroberna, dé detta
fordrar energikrdavande syntes av speciella exoenzymer for nedbrytning och transport. Detta
tillsammans med de relativt laga halter av DOC som finns i Forsmarks grundvatten gor att det
ar osannolikt att materialet bidrar signifikant till vitesulfidbildning.

Under Forsmarks och Laxemars platsundersokningar konstaterades att den storsta méngden
organiskt kol bestod av foreningar som dr mindre dn 1 000 Daltons (Hallbeck och Pedersen
2008). Molekylstorleken ger emellertid inte ndgon information om hur tillgéngligt DOC é&r for
mikroberna. Mycket tyder pé att det DOC som uppmiitts pd forvarsdjup i sévél Forsmark som
Laxemar bryts ned mycket ldngsamt da det har ett C-14 innehéll som innebér uppehallstider
pa flera tusen &r. Trots hdga DOC-halter i flera prover bide i Laxemar och p& Aspd dkar
dessutom sulfathalten med djupet (Smelllie et al. 2008). Relativt hoga sulfathalter 1 vatten
med métbara DOC-vérden har ocksa observerats i Forsmark ner till férvarsdjup (Tullborg et
al. 2010a). En 6kning av sulfidhalten vid tillforsel av léttillgdngliga energikillor som acetat
och viitgas har observerats i experiment pé forvarsdjup i Aspdlaboratoriet (Pedersen 2012).
Stabiliteten hos humdsa foreningar verifieras ocksé av tidigare studier pa bland annat Aspd av
Pettersson et al. (1994), som konstaterades att det humosa materialet 1 djupa grundvatten kan
ha uppehéllstider pa flera hundra ar, upp till flera tusen ér (baserat pa métningar av C-14). I
den enda métningen som finns av C-14 1 organiskt material 1 det sa kallade kandidatomradet
pavisas uppehallstider pa minst 5 000—6 000 ar.

Under platsunders6kningarna maéttes 1 huvudsak stabilt 1dga sulfidhalter 1 grundvatten
(provtagning med mobil utrustning for ”Complete Chemical Characterisation, CCC). Dessa
virden anvindes for berdkningar i SR-Can (SKB 2006). Vid ett antal experiment pa Aspd och
1 samband med provtagning i Forsmark (men ocksd Laxemar), uppméttes dock hogre
sulfidhalter 1 motsvarande borrhalssektioner under det fortsatta hydro-kemiska
overvakningsprogrammet (hydrogeokemisk grundvattenmonitering). En trolig anledning till
att vattenproverna visar hogre sulfidhalter i samband med moniteringen &r att vattnet som star
1 borrhélssektionen har en hogre sulfidhalt vilket kontaminerar vattenproverna fran
formationen. I flera sektioner far man dessutom ldckage fran en angransande borrhélssektion,
vilket ytterligare forsvérar provtagning av formationsvatten (Tullborg et al. 2010a, b).
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Sulfatreduktion

Mikrober trivs dér gradienter finns da transport av néring och energi framjas och ddrmed
stimulerar mikrobiell aktivitet. Under de fordndrade forhallanden som man sannolikt kommer
ha under de cirka hundra &ren av byggnation och drift av forvaret, kan det finnas
forutséttningar for en forhdjning av sulfidhalterna i vissa sprickzoner om det finns tillgéng till
sulfat samt en lattillgénglig organisk energikélla for SRB.

Elektroner for reduktion av sulfat transporteras av elektrondonatorer av olika slag; frdn H, och
lagmolekyldra syror till aromatiska foreningar som bensen, benzoat och alkanoler,
alkanolsyror och alkener (Muyzer och Stams 2008). De viktigaste elektrondonatorer for
sulfatreduktion 1 grundvatten dr H, och acetat. Varken nérvaro av sulfatreducerande bakterier
eller hoga sulfathalter innebar nddvandigtvis aktiv sulfatreduktion. Det maste finnas
tillrackligt med energi fran redoxprocessen for att bakterier ska kunna producera tillracklig
mingd av ATP for cellvidxande. Detta troskelvérde ligger vanligtvis mellan —20 till =30
kJ/mol (Hoehler et al. 2001). Berdkningar av den teoretiska energitillgingligheten baserade pa
de uppmiitta halterna av SO4*, H, och acetat for sulfatreducerande bakterier i Forsmark tyder
pa att sulfatreduktion (teoretiskt) ar aktiv vid H,-koncentrationer >0.1 uM och for alla
acetatkoncentrationer mellan 10 nM och 10 uM, se figur 1. Denna beridkning gjordes for
sulfathalter pa 500 uM (48 mg/1) och sdger inte om sulfatreduktion dr aktiv eller hur snabbt
sulfid bildas. De resulterande sulfidhalterna méste ocksa sittas i relation till Fe(II)-halterna i
vattnet eftersom Fe(Il) kan féllas ut och tillsammans med sulfiden bilda jarnsulfidmineral.

AG of sulfate reduction as a function of H, and acetate
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Figur 1. Den teoretiska energitillgingligheten baserad pad de uppmiitta halterna av SO, H, och
acetat i Forsmark tyder pa att sulfatreduktion (teoretiskt) dr aktiv vid Hy-koncentrationer >0.1 uM och
for alla acetatkoncentrationer mellan 10 nM och 10 uM, berdknat for sulfathalten 500 uM (48 mg/I).

En viktig process for sulfatreduktion dr kopplad till anaerob oxidation av metan. Detta sker 1
konsortier dar metanoxiderande Arkéer bildar en reaktiv intermedidr sdsom vétgas, acetat,
eller methanthiol som sedan anvénds av sulfatreducerande bakterier (Knittel och Boetius
2009). I marina sediment oxideras upp till 95 procent av allt biogent metan pé detta sétt och
processen kan ocksé bidra till sulfidbildning. Sulfatreducerande bakterier kan anvénda andra
elektronacceptorer dn sulfat, t ex nitrat som de reducerar till ammonium (Widdel och
Pfenning 1982). Nagra fa species kan till och med anvinda syre som elektronacceptor, men
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detta medfor ingen tillvixt utan kan ses som ett sétt att gora sig av med syre fOr att gora
miljon mer gynnsam for SRB. Sulfatreducerare kan ocksa anvianda Fe(III) som
elektronacceptor (Knoblauch et al. 1999).

Slutsats

I sammanfattning uppgér uppmatta sulfathalter pa forvarsdjup till > 30 mg/L 1 de vattenprover
som uppvisar métbara DOC-halter (> 1 mg/l). Dessa vatten har ldnga uppehéllstider (mycket
lagt flode) (Laaksoharju et al. 2008) och de uppmétta C-14 halterna i DOC visar pa aldrar i
storleksordningen >4 000—6 000 ar. I vilken omfattning sulfatreduktion med det befintliga
16sta organiska materialet kommer ske beror pa halterna av sulfat och H,/ acetat. De uppmaitta
halterna av dessa kommer sannolikt begrénsa sulfidproduktionen till
mikromolkoncentrationer. Detta gor ocksa att specieringen av DOC i grundvattnet dr mindre
relevant. Att utreda speciering av DOC &r inte trivialt utan kréver en viss metodutveckling for
denna typ av prover.
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Punkt 2. Diskussion och litteraturreferenser kring mikrobiell sulfatreduktion med
metan i grundvattensystem

Allmant om AOM

De flesta studier rorande anaerob mikrobiell metanoxidation (engelskans anaerobic oxidation
of methane, AOM) har gjorts 1 marina sediment, se dversikt av Knittel och Boetius (2009).
Sulfatreducerare och metanogener lever ofta i sa kallade AOM-konsortier i sediment och pa
sa sitt kan SRB utnyttja produkten fran metanoxidation som energikélla och sulfat som
elektronacceptor. Ménga studier, bide teoretiska och experimentella, har visat att AOM é&r en
mikrobiell process som agerar energimissigt pa gransen for vad som dr mojligt for mikrobiellt
liv (Hoehler 2004). Ju hogre metan- och sulfathalter, desto béttre dr energitillgdnglighet for
AOM-konsortier (Hoehler 2004). De metanhalter som uppmatts i Forsmarks grundvatten ar
sannolikt for laga for att metan ska vara en mojlig energikélla for sulfatreduktion.
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Energy availability for AOM consortia as a function of
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Figur 2. Energitillginglighet for konsortia av metanoxiderande Arkéer (grén) och sulfatreducerare
(rod) som anvinder vitgas for elektrontransfer. For berdkningen anvindes en sulfatkoncentration av
500 uM och en metankoncentration av 1 mM; pH = 7.5, T = 25°C; HS = 50 uM. Koexisterande
sulfatreduktion och metanoxidation krdver att H, koncentrationen dr 1 nmol/l. Vid hogre
koncentrationer i grundvattnet anvinds H, direkt for sulfatreduktion, och metanoxidation motverkas.

Litteratursammanstéllning

De flesta studier rorande AOM har gjorts pa havssediment. P4 platser runt om i vérlden dér
det finns spar av och/eller dar aktiv anaerob mikrobiell metanoxidation har observerats, sker
detta foretradesvis 1 ett symbiotiskt konsortium bestdende av metanoxiderande arkéer och
sulfatreducerande bakterier (SRB) (Hoehler och Alperin 1996, Losekann et al. 2007,
Michaelis et al. 2002, Reitner et al. 2005). Reaktionsvigarna for metanoxidation i
kombination med sulfatreduktion ar inte helt utredda. Olika mellansteg kan utnyttjas under
elektontransporten fran metanoxiderande arkéer till SRB. Vitgas, acetat, format och metanol
foreslés teoretiskt som de mest troliga mellanprodukterna.

Nagra foreslagna mekanismer dér metanoxidation triggar sulfatreduktion &r:

Mekanism 1
CHy4 + 3H,0 — HCO; + H + 4H,
4H, + S04 — S* +4H,0

Mekanism 2
CH4 + HCO3;” — CH;COO™ + H,O
CH;COO + SO4* — 2HCO; + HS”

Nettoreaktionen blir i bada fallen CHy + SO4> — HCO; +HS + H,O och kan resultera 1
béade kalcit- och pyritutféllning.
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Denna typ av konsortium har observerats i sediment pa havsbotten, men daremot inte 1
sulfatfattiga sotvattensediment (Kotelnikova 2002). Méanga studier har gjorts i havssediment
dér det varit mojligt att bland annat identifiera tre grupper av metanoxiderare via deras
lipidbiomarkorsignaturer som ar specifika antingen for olika metanoxiderare eller for deras
SRB-partner (Niemann och Elvert 2008). AOM ger signifikant liga 8'°C i HCO3~ och kan
resultera 1 autogen karbonat med liknande signatur (Aloisi et al. 2002, Campbell et al. 2002,
Feng et al. 2010, Lin et al. 2011, Mazzini et al. 2004, Natalicchio et al. 2012, Reitner et al.
2005, Ziegenbalg et al. 2012). I marina sediment sker den maximala anaeroba
metanoxidationen 1 botten av den sulfatreducerande zonen, dér metan diffunderar upp fran
den metanogena zonen (metanproducerande zonen), vilket resulterar i en uppgang i
hastigheten for sulfatreduktion (Blair och Aller 1995, Kotelnikova 2002).

Kristallint berg

Metan i djupt kristallint berg kan vara av bade biogent och abiogent ursprung (Haveman et al.
1999, Kotelnikova 2002, Pedersen 2008, Sherwood Lollar et al. 1993b), men halterna ar
vanligtvis laga i jamforelse med de sedimentira bergarterna som ar rika pa organiskt material
(Rice 1993). Metan av bade biogent och termogent ursprung har observerats i djupa
grundvatten 1 magmatisk berggrund frén flera platser 1 Finland (Sherwood Lollar et al. 1993a,
b).

I Olkiluoto, Finland, finns sulfatrika vatten ner till 200 - 300 meters djup (den
sulfatreducerande zonen). Under detta &r sulfat helt utarmat medan metankoncentrationerna
okar med djupet. Metanhalten 6kar fran 45 nmol/L - 45 pmol/L vid <-300 m till upp mot
ndstan 44,6 mmol/L vid -742 m (Pitkdnen och Partamies 2007). Vid gransen mellan dessa, vid
ungefdr 300 m djup, finns en 6kning av bide 16st sulfid och biomassa, vilket kan tyda pa
pagédende AOM, trots att nidrvaro av metanoxiderande mikrober inte har kunnat pavisas
(Pedersen et al. 2008). Ytterligare en sak att beakta &r att de ldga halterna av CHy 1
grundvatten pa djup <300 m ar paverkade av utbyte av gammalt CHy-rikt grundvatten mot
vatten frin yngre infiltrationsepisoder (glacialt sméltvatten, Littorinavatten och meteorisk
infiltration) och inte beror pa kemisk konsumtion (Pitkdnen och Partamies 2007).

Laxemar

Metankoncentrationerna i det djupa spricksystemet i Laxemar dr pd det hela taget ldg. Endast
ett fatal prover uppvisar halter som ar hogre dn 6,7 pmol/L. Dessa &r av biogent ursprung
(Hallbeck och Pedersen 2008a, 2012). Metanogener har observerats i grundvattenprover, men
antalet celler ar i allménhet lagre 4n 1 cell/mL, med ett undantag i en borrhalssektion pa 380
m djup dir man hittat ett hogre antal celler (Hallbeck och Pedersen 2012). Det finns déremot
inga tecken pa aktiv metanoxidation i vare sig mikrobiologiska eller grundvattenkemiska data
(Hallbeck och Pedersen 2008a, 2012, Laaksoharju et al. 2009), men det har inte heller gjorts
nagra forsok att odla metanoxiderande arkéer fran grundvatten. Starka indikationer pa att
AOM skett tidigare i Laxemar aterspeglas i forekomst av extremt laga 8'°C virden i en del
sprickldakningskalciter, varav nagra ér de lagsta som nigonsin rapporterats (ner till -125%o V-
PDB; SIMS-data, fran Drake et al. (in prep.)). Bulkprover visade ner till -100%o (Drake och
Tullborg 2009, Drake et al. 2012). Dessa 513 Cealcite-varden utesluter andra kolkéllor an biogent
metan.

De flesta av de AOM-relaterade kalciterna i Laxemar/Aspd aterfinns pa djup mellan 350 —och
650 meter. Det kan tolkas som en 6vergéng fran mikrobiell DOC-konsumtion i grundvattnet
vid ytligare djup, till metanotroft pa storre djup ddar DOC é&r utarmat och autotrofa processer
dominerar (Hallbeck och Pedersen 2012). Marina §'*O-virden i kalciterna visar att AOM
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initierades genom intringning av SO4* -rikt marint vatten, sannolikt av Pleistocent ursprung.
Dessa intrdngande marina vatten dndrade forhallandena fran metanogent till metanotroft pga
att SRB utkonkurrerade metanogener med avseende pa H, nér sulfathalten 6kade, vilket
indikeras genom identifiering av SRB och SRB-relaterad pyrit pa dessa djup (Drake et al.
2013, Hallbeck och Pedersen 2012, Pedersen et al. 1997) och genom SRB-specifika
biomarkorer 1 kalciterna (GC-MS och ToF-SIMS data; Drake et al., in prep). Extremt stora
intra-kristallina 8'*C-variationer (upp till 109 %o) och relaterade 5'*O-variationer visar att
AOM var periodisk och t ex efterfoljdes av intrdngning av sulfatfattigt glacialvatten som
stoppade AOM aktiviteten. Den observerade djupa AOM-zonen méste ddrmed vara fossil det
vill siga 8'®0 och 8'°C hos kalciterna och modernt grundvatten (minimum 8"C: =27 %o,
generellt >—20 %o) dr okorrelerade och istillet frimst relaterade till en transgression av marina
vatten som skedde fore Holocen. Detta visar att metanoxidation har d4gt rum periodvis tidigare
(och dé 1 samband med intrdngning av marint vatten), medan den vid nuvarande forhallanden
verkar vara insignifikant, &tminstone i djupa vatten med en pataglig glacial komponent
eftersom sulfathalterna dér &r for laga for att SRB ska utkonkurrera arkéer nér det giller H,
och ingen av de kalciter som har AOM-signatur kan ha féllts ut av de vatten som finns i
sprickorna idag.

Forsmark

I likhet med Laxemar, 4r metanhalten i grundvattnet generellt 1ag (1 umol/L — 5 umol/L), med
ett enda undantag pa 188 umol/L, (KFMO1D pa 445 m djup). Kvoten mellan metan och andra
kolviten tyder pa en blandning av biogent och abiogent ursprung hos metanet, forutom att det
biogena dominerar i provet pa 445 djup (Hallbeck och Pedersen 2008b). Metanogener har inte
observerats 1 detta prov, daremot finns det gott om sulfatreducerare och acetogener. Det
hogsta antalet metanogener observerades pa 439 m djup 1 borrhdl KFMO3A som inte har
nagon koppling till KFMO1D som diskuteras ovan (Hallbeck och Pedersen 2008b). De djupa
grundvattnen uppvisar ingen extrem utarmning med avseende pa 8"C (minimum -20 %o
(Laaksoharju et al. 2008)), det vill sdga ingen indikation pa pagadende AOM. Mycket fa
analyser pé lagtemperaturkalcit har gjorts i Forsmark om man jamfor med Laxemar. Ingen
indikation pa metanoxidation har observerats i bulkprover av den yngsta generationen av
kalciter (1ig-temperatur och potentiellt Kvartira) som analyserats i Forsmark (minimum &"C
—11%o, (Sandstrém och Tullborg 2009). Nagra av dessa kalciter uppvisade emellertid positiva
8'°C virden, som méjligen reflekterar metanogenes (Sandstrdm och Tullborg 2009), pa
samma sétt som kalciterna i Olkiluoto (Sahlstedt et al. 2010). Pagéende studier som inkluderar
SIMS-analyser av 8'"°C (och 5'*0) i lagtemperatur kalcit och av 8°*S hos paragenetisk pyrit,
forvéintas ge mer detaljer om bildningen av dessa mineral och siledes ocksé sannolikheten for
relativt recent metanoxidation i Forsmark (Drake et al., in prep). Paleozoisk kalcit 1 Forsmark
har visat pa 1aga 8">C-virden (>—53%o, (Sandstrdm och Tullborg 2009), av vilka de prover
med de ldgsta virdena dr en stark indikation pd anaerob oxidation av metan. Relaterat till
denna Paleozoiska kalcit finns asfaltit (kolvdte) som pavisar ett signifikant tillskott pa
organiskt material fran overliggande Ordovicisk alunskiffer i de 6vre hundra metrarna av
berget (Sandstrom et al. 2006). Ytterligare ett exempel pa en plats dir prover med laga 5"°C i
kalciter patraffats (dock av okénd é&lder) ar Stripa, Sverige (Clauer et al. 1989). I en
sammanstéllning av kalcitanalyser (bulkanalyser) fran atta av SKB:s tidigare typomraden
aterfinns riktigt laga 8'°C vérden (<—20%o) endast i spricklikningskalciter frén tvd av
omradena (Tullborg 1997).

Slutsats
Sammanfattningsvis kan SKB inte utesluta att sulfatreduktion med metan sker i
grundvattensystem, men det kan konstateras att AOM-signaturen, det vill sdga signifikant laga
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8'°C virden i spricklikningskalcit i kristallint berg, 4r mycket sillsynt. AOM ir ett kriterium
for att sulfatreduktion med metan ska kunna ske eftersom det dr mellansteget (se mekanism 1
och 2 ovan) som skapar forutsdttningarna. Baserat pa dessa fi periodvisa och fossila
forekomster (Drake et al. 2013, Drake et al. in prep), & AOM inte att betrakta som ett vanligt
fenomen 1 kristallint berg och det finns ingen indikation pa pdgaende AOM i Forsmark.
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