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Hay informes publicados extensos relacionados con

1la produccidn de coloides hidrofflicos mediante la propa'gacién
asrdbica de bacterias del género Yonthomonas en un medio nu-
tritivo acuoso. 31 itrabajo anterior a este ramo fue llevado
a £2bo en FKorthexn Regionél Research Laboratory 3del Departa-
wante de Apriculiura de los Ea‘cédos Unidss en Feoria, I7linois
: de describe en laz Patente Forteamericana IMluero _3,000 » 730,
Se deszcriben yprocedimientos de fermentacign‘ﬁodificados en las
Tatentes Horteamericanas Timeros 3,020,206; 3,391,080; '3,427,226;
5,433,708; 3,271,267; 3,251,749, 3,201,329; 3,453,760;
3:565;763§ 37594:280; y 3:3911061'

Bl coloide hidrofilico (goma de xantsno) preducidoe

mediante Xanthomonas campestris es un polisacdrido gue contiene

manosa, glucosa, acido glucurdnico, radicales de O-acetilc, y
4eido pirtdvico enlazado con acetal en una relacidén molar de.
2:2:1:1:0.5. Bsta goma y sus derivados han encontrado zplice- P
cicnes extensas alimenticias e industriales. Bs de especial
interés el enfoque aumentado en el uso de la goma Jde xantano
en el desplazamiento de petréieo de depdsitos parcialmente .
agotados.

?{picamsnte, el petrdlec se recupera de depésité»s '

subtdrroneos 2 través de una serie deoperaciones en secuencia,

-
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Un nuevo pozo por lo general produciré una qgntidad limitada

de petréleo como resultado de la liberacién ae 1a presién in- .
terna en el pozo. A medida que esta ‘presiGn pe agota, €8 ne-
cesario bombear cantidades adicionales de petréleo por medios
mecédnicos. Estas medidas recuperan 3610 aproximadamente el 35

por ciento del peiréleo total almacenado en el depésito.- U™
gran centidad del petrélec queda todavia tratado dentro ‘de- 108
poros de la formacidn. La mejora adicional de la recupera.c16n
luego puede efectuarse medisnte una recuperacién aecundar‘fa.

En un método de recuperacién, se lleva a cabo una inundeién’is
con agua bombeando agua hacia 6l pozo o una serie de pozos;y': .
desplazando parte del petréleo atrapado a6 1a roca porosa y re-
cogiendo el petréleo desplazado de los pozos circundantes. Sﬁ ‘
embargo, la inundacién de agua todavia dsja de aproximadament.g'
55 a 60 por ciento del petréleo disponible atrapado en la for-
macién. La explicacién de este fendmeno 9; que el agua tiene’ '
una viscosidad muy baja en oomparaci'Gln con el petréleo erudo y -
tiende a seguir la trayectoria de menor ruistenoia, penetrando
e través del petr§leo y dejendo grandes ca.vidades sin tocar.
Ademds, las fuerza'de e superficie en la formaciGn iienden e, '
retener el petréleo e impedir su desplazamiehto. ‘- ‘ '

Se han desarrollado nﬁmerosgde ppocedimientoa

los sflos recientes para recuperar canti%ades adicionalea i‘Lelll
petréleo en estos dep6eitos mediante el'uso de aolucionea de
control de movilidad que mejoran el deeplazaniento det petr6leo
aumentando la viscosidad o la permesbilidad’del fluido de ,des—

plazamiento. Son de interée aquellos procedimientos de recupe-,
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racién mejorados que émpléan jnundacién de polimero con un pc;fi- 3
sacérido o una poliscrilamida pera sumentar la viscosidad del '
fluido de desplazamiento. Las variaciones de este procedimiento
incluyen el uso de surfactantes y co;eﬁrfp.otantes para liverar
el petréleo de la formacién de la roca. Las poliacrilamidas

ge ha encontrado que adolecen de deficienéias tales como pérdi-
da de viscosided en sglmueras y geria senéi?bilidad al esfuerzo
cortemte. Duesto, que tal. y como se ha dado a conoée_L en el
ramo anterior, la goma de xantamo es insen;ible e:lai sales

(no se precipitan ni pierde viscosldad ba;jé"r condicioﬁea norma-
les), es estable al esfuerzo cortante, es termoestsble y es
eatable en viscosidad a través de una amplia escala de valores
de pH, la goms de xantano es un buen agente de desplagaaiento.
adenéa, la gona es dificilmente sbsorbida en los elementcn de
las formaciones de roca porosas y proporcio’i:a vigscosidaivs dti-
les para la recuperéciGn me jorada del petréleo (de 5 a 9C
unidades de Centipoises & 1l.32 segundos-l de régimen de eofuer-
20 cortante) a bajas concentraciones (de 100 a 3000 partea nor
millén).

El uso de las soluciones de goma de xantamo o los
derivados de la goma de xantamo para 1a recuperacién del petré-
leo se ha descrito en las Pafenﬁs Nor teamericenas Nimeros
3,243,000; 3,198,268; 3,532,166; 3,305,016; 3,251,417; 3,318,606
3,319,715; 3,373,810, 3,434,542 ¥ 3,729,460. Se sugiere en

1a Patente Norteamericana Fimero 3,305,016 que lassoluciones
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acuogas que contienen el heteropolisac&rido en cantidad suficieq;
te para sumentar la viscosidad, se emplean como el agente eape- :
gador para preparar soluciones viscosas de 1nundac16n de agua.
El polisacérido puede preparsrse , aepacrars*o, purificarse ¥y
gfladirse luego. Alternativamente, de conformidad con esta refe-
rencia, todo al cultivo despuds de éﬁadir un bactericida (v. gre
formaldeh{do) para matar y exterminar las babterias; ge puede
afiadir sl agua de inundacién. - .

La Patente Norteamericana Nimero 3,000,790 describe
el cultivo de una bacteria de xgg__ggg_gg en un nedio asereado
del pozo que contiene glucoea comercial, unagfuente orgénica
de nitrégeno, fosfato de dipotasio y elquntos'de traza apropia-
dos. La fuente de nitrdgeno orgénico usmalmente qmploada es la
de materiales solubles de los destiladores. El uso de %gta
fuente de nitrégeno orgénico aporta una tatidad conside;rable
de materiales insolubles gl caldo de fermembacién.

Los procedimientos descritos en das Paxentéa.ﬁorte—
americanas Nimeros 3;000,790-y 3,391, 060 y otros procedimientos
de fermentacién enumerados anteriormente, rinden ‘cambios de fer—
mentacién finales que contienen cantidades considerables Ge ma—
teria insoluble ain cuendo se diluyen con agua, para inyectarg%
en las formaciones subterréness petroliferas pars impartir el g
control de movilidad necesaria y deaeado}ﬁafa el deaplazamienta
del petréleo. La materia en psrtfculas y en ciertos casos, 13;

e

células de Zenthomonag en este caldo entero pronto obturarfan
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la. formacidén petrolifera en el Bitio de la inyecciGn ¥ por: J.o
tanto ensuciar{an el pozo e impedirf{an cualquier recuperanion
de petrdleo adicional. Ademés, se encontrarfa el mismo proble-
ma con 1a. goma de xantano reconstituida pmecipitada y separada
de estos caldos de fermentacién. Las ten&encias de obturacién
de estos caldos de fermentacién pueden evitarse msdisnte fil-
tracién a través de filtros de hoja de 'éierf; d; aiatomfas
a fin de remover las cdlulas de m ¥ la materia en
paiticulas y la materia coloidal. Sin embargo, estos pasos de
filtracién adicionales son costosos y s.e_. suman aignifipe:;tiva-

el

retréleo mejorada.

¢

mente a los factores de costo totales para la recuperTi&n de

La Patente Norteamericana NMimero 3,853,771 resuel-

‘ve el problema de la obturacién de los caldos de fermeniacidn

' enteros reclamando un procedimiento para disolver o disperssar

los microorganismos celulares que consiste de poner en contacto
estos materiales con unamlucién acuosa que contiene por lo me-
nos un surfactante eflectivo para dispersar las capas de lu pared
externa de las células de microorgsmismos, por 1o menos un
agente de quelacién i)ara dispersar las capas de la pared inicr-
na de las cdlulas del microorganismo y por lo menos un hidrdxi-
do de metal alcalino efectivo para mejorar las acciones de dis-
persién. .

La Patente Norteamericana Nimero 4,010,071 descri<

be un procedimiento para clarificar los cambios de fermenta-



cién y otras suspensiones acuosas que contienen una goma de
xanteno disuelta y sélidos suspendidos que resulten de la fer-
mentacién mediate tratamientos con una cantidad pequefia de una
engima de proteasa. La capacidad de la inyeccién de las solu-
ciones acuosas que contienen goma de xantang'clarificadas de.
egta manera, se mejora en las operaciones 6 inundacién del
pozo de petréleo con respecto a las eolucioﬁes que no se han
tratado de esta manera. Sin embargo, este tramamientb, no
vence los problemas de obturacién debido a la presencia de los
materiales orgénicos no protefcos o loa néie:iaiea'inorgénicosr
insolubles presentes en el medio de fermentacién o que se pro-’
ducen durante el curso de la fermentacién.

El objeto del procedimiento de la Patente Korte—
apericeana Nfmero 3,391,060, es recuperar un‘producto de poli-
sachrido de pureza considerable sin el uso de yrocedimientos .
de separacidén extensos. Se recupera unargoma de xénfané de
calidad superior, de gran viscosidad, de color clafo y de alta
pureza del caldo de fermentacién de ZXanthomonas. De confsrmi-
dad con esta patente, la recuperacién se Bimplifica y se{%Vie
tan los procedimientos de purdficacién complicados mediaﬁ§g<ﬁf
la reposicién de una fuente orgénica de nitrégeno en el c?ldof
con una fuente inoréénicd de nitrégeno (es decir, nitratg:da g
amonio). Sin embargo, el érooedimiento de'ferméniaci6n aés-
crita en la presenteino es econbmico debido a que se reqﬁieren

perfodos de tiempo de reaccién prolongados, y se dbtieneﬁ;badés
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- de a.proxlmadamente 3 m.cronea.

rendimientos del biopolf{mero.
Bl método para mejorar la permesbilidad de las so-
lucipnes de control de movilidad mediante la-adicién de ciertos

- §eidos carboxflicos substituidos por h:ldréxi, stales como Acidos

mflico, tartérico, cftrico, glucénico, lé.ctico y lahcﬁ.ico,

se ha descrito en la Patente Nortesmericena Némero 2,867,279,

| Bata invencidn esté relscionada con un procedimiento
cconé’mico para preparar caldo de fermentaci6n que contiene el
coloide xmm_xgq_x_lgg apropiado psra la preparaci6n de soluciones
de control de movilidad que se usan en la recuperacién de petré-
leo que consiste de fermentar asrébicamente un organismo de
W en un medio nutritivo acuoso cuyos ingredientes
estén constituidos de un carbohidrato, u.‘l;a fuente de nitrégeno,
un 8cido de ciclo Krebs, calcio quelado y iones de manganeso y

iones de hierro. Bl caldo entero producido produce soluciones

_de control de movilidad de aproximedamente 100 a 3000 pax:'tcs por

millén del coloide Xahthomg_n_' ag que estén esencialménte exéntos

_de materla ingoluble y que rtiene un tamaﬂo de partfcula mey o

La presente invencién proporciona ahora por primera

. vez ur.i procedimiento préctico para pi-eparar un caldo de fer-.
mentacién de Xanthgmorng que sin tratamiento o clarificacibn

- proporciona sblucioneu de control de: 'movilidad para usarse en

la recuperacién del pé\trdleo, que tiene una concentracidn de

‘uso de groximdamente 100 & 3000 partes por millén del coloide
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de Janthomonag que estd esencialmente exemtos de materia insolu-
ble que tienen un tamafio de partfculas mayor de aproximadamente

.3 micrones. De conformidad con esia invenc:}6n," ol caldo de

fermentacidn entero ﬁuede usarse directamente como una solucidn
g control de movilided tal como cusmdo la cantidad del coloide
producida durente la fermentacién queda dentro de la escala do-
soada de concentracién de uso. Alternativemente, el caldo pue-
de diluirse con agua o con , una solucién de agua, tal como una -_
salmuera para reducir el nivel del coloide a 1la escala deeeada.'
Los aditivos para modificar las propiedades de las soluciones -
de control de movilidad pueden emplearse adenéa de los caldos -
enteros o no clarificados de la presente invencién. '

Se ha encontrado que el petrdleo en nicleos de -
los campos de petréleo por lo general se recuperaré. de manera
efectiva medimte la goma de xantano si la aoluci6n de polisa~
cdrido a la concentracién de uso puede haégrae una pa‘ueb’a.‘{'d‘é 7
Piltrabilidad Millipore, tal y como se describird a continuacién
Los tamafios de poro t{picos de los filtros de Millipore Qe se
usan pra esta prueba son de 0.45 a 3.0 micrones.

Ademés de la filtrabilidad de. uﬂlipore, las prue-
bas de micleo se llevan a cabo tal y como e describe por W.B.
Gogarty en Control de Movilidad ‘don Soluciones Poliméricas,
Documento (SPR 1566B) presentado en la Society of Bngi,nee?_é
flet Annual Fall Meeting celebrado en Dallas, Texas, del 2 al

5 de octubre de 1966. . §
Una particularidad novedosa de los caldos de fer- S
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mentacién de la presente invenoidn, que se distingue ée manera
importante, de los caldos ¥ preparaciones de fermentacién de
M dados a conocer anteriomente, es la. necesidad
evidente de filtracién o clariﬁcacﬁn costoea v retardada.
Loe factores mportante que syudan a ser esto posible son

g s

los siguientes- '
1. Todos los ingredientes mutritivos son esencial~

' mente solubles en agua o se convierten é:n'f'esencialmente solu-

:blea en agua durante la fermentacién o antes de la inyecoidéms '

2. Se mantiene asepsia ebsoluta durante la fer-
mentacién y se afiade de preferencia un bactericida al final
de la fermentacién. '

3. De preferencia no se usa agua dura con altas
concentraciones de iones de calcio como la reposicién pura el
medio de fermentacidn. ILos niveles bajos de iones de calcio
(de menos de aproximadesmente 100 miligrwnbs por litro, de
preferencia menos de aproximadamente 60 miligramos por litro)
pueden secusstrarse mediante la adicién de un agente de gasla~
cidn tal como fcido etilendiamintetraacético o de prefeé"ancia,
deido cftrico. ' . |

4. Las cantidades de iones ds manganeso f:ueden 1i-
mitarse para evitar la formacién de criatalv,,;:ontaminante y 1la
precipitacién de las sales de calcio y fosfato insolubles (t1-
picamente de aproximademente 0.75 a 60 péartes por millén, de

preferencia de 1.5 a 2.4 partes por millén).
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5. Se controlan las cantidades de hierro vesti-
gial pera evitar la formacién de cristales contaminantes y
la 'precipitacién de las pales de fosfato ¥ éalcio insolubles.

Bs importente para el procedimiento 4o la presen-
ts imvencfon la incorporacién de los aiguien'{;es :Lny:edientesr
para activar el crecimiento répido de laa células y i)é!'a aumen~
tar el rendimiento de xantano mientras que gse logran las solu~
cionss @e control de movilldad deseadas que acencialmente no
tienen materia insoluble con un temafio de gaz'ticulaa mayor de
aproximgdamente 3.0 micrones. i}

1. Calcio quelatado - de aproximadamente 1l a 200
partes por millén, de preferencia de aproxin;nunezite 40 a 60
partes por millén. '

2. Hierro vestigial - tfpicemente de aproximada~-
mente 0.25 a 20 partes por millén de preferencia de 0.5 a 8

partes por millén.
3. Acido de ciclo Krebs - de aproximadamente 0.1
a 10 gramos por litro de preferencia de aproxinda mente 1. Zré- '

',-' E
- -

mo por litro.
Se affaden centidades vestigiales de iones de man- .
ganeso y ferroso en forma de seles tales como KnS04-320, .
lncla, reso4.7320 y F8012
Mediante Acido de ciclo ‘Erebs se quiere dar a.
entender un &cido agimilable que se seleccicna del grupo gue
consiste de &cido cftrico, dcido oxaloacético, Acido 1<mélico, |
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doido fumérico, 4cido succfnico y 4cido oxalosuccinico. El 4ci-
do g_i_._g—aconitico es un icido de ciclo Rrebs que no es Wtil pa-
ra el procedimiento de esta 1nvenci€n; Bl &4cido preferido es

el &cido cfitrico debido 2 su eficiencia adicional como un agen-

: te secuestrante para los iones de calcio. El £oido oftrico

puede incorporarse en el mediode fermentac:!&n a una concentra-
cién de, aproximadamente 0.5 a 2 gremos por litro, de preferen-
cia a aproximadamente 1 gramo por litro.:

Bn la préictica de esta invencidn, un medio de fer-
mentacién apropiado .se inocula con un orgenismo del género
m&. El medioc de inoculo puede ser el caldo YM (Difco)
o un medio que contiene glueosa cruda (ceraioaa), fosfato de
sodio y de potasio, sulfato de magnesio y cualesquiera de una
variedad de fuentes orgénicas de nitrégeno, tales como el pro-
ducto de digestidén enzimético de frijol de 'soya (Peptona de
Sbya Tipo T, Humko-Sheffield Chemical Co.) o un producto de
digestién enzimitico de caseina (NZ-Amina YT, Humko-Sheffield
Chemical Co.). Despude de la propagacién aerdébica duranie
aproximadamente 30 horas a temperatura de 28°C., una alicuéta
ge traslada a un fermentador para el imoculo ds segunda etapa.

Hay presente un carbohidratoya..propiado en el madio
nutritivo a una concentracidng e apfoximadamente 1 a aproxima~
damente 5 por ciento en peso. Los carbohidratos apr_opiados in-
cluyen, por ejemplo', .glucosa, sucrosa, maltosa, fructosa, lac-

tosa, melagza de remolacha invertida tratads, azfcar invertidsa,
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almidén adelgazado filtrado de calidad superior o mezclas de

. estos carbohidratos. Los carbohidratos preferidoa‘ son glucosa,

maltosa, fructosa, hidrolizados de almidén filtrados o mezclas
de los mismos. _

El nitrégeno inorgénico esté presente en el medio
nutritivo a concentraciéng e aproxima,damonte 0.02 a aproximade~
mente 0.35 por ciento en peso, de preferencia de 0.07 a 0.25
por ciento en peso. El nitrato inorgdnico es la fuente de ni-
trégeno preferida; el nitrato de amonio a aproximadamente 1l gro-
mo por litro, nitrato de godio a aproximadamente 2 gramos por
litro o nitrato de potasio a aproximedamente 2.4 gramos por
litro, puedsn usarse asimigmo. La fuente denitrégeno preferida
en esto asi como el medio de produccidén es inorgénica. Sin em~
bargo, las fuentes de nitrégeno orgénicas pueden también utili-
zarse min cuando acentdan la formacién ds una cdlula grands de
Xenthomonag con la condicién que se mantenga el requisitc total
de una exenciénconsiderable de materiales insolubles con unl’
tamafio de partfcula mayor de aproximadamente 3 micrones.

El magnesio en la forma de MgSO4.7l-120 o sales de -
epsom, de 0.1 a 1.0 gramo por litro, se aflade junto con iores © .
de manganeso y hierro vestigiales. Un agente de quelacidn tal :
como el Acido etilendiamintetraacético o de preferencia el éci-:_
do citrico que funciona como un dcido de ciclo Erebs de promo-— h
cién de crecimiento y un agente secuestrante para cualquier

calcio presente, puede afiadirse asimismo.
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Se afiaden cantidades suficientes de los foafatos
de mono- y di-pota.sio para amortiguar & medio a un pH de apro-
ximadeamente 5.9 a 8.5, de preferencia de 6.0 a T.5. Después
de la propagacidén aerébica durante aproxinaslamente 26 a 40 horas
o temperatura de 24° a 34°C., de prefereﬁcia de 280 a 30°C.,
;ma alicuéta se traslada a un fermentador que contiene el medio

de wproduccidn.

Bl medio de produceién es semejante en composicidn

a aguel del medio de inéculo de segunda etapa con la excepcién

de que Be usan de preferencia fosfatos de modio en vez de los
fogfatos de potasio debido a sus costos més bajos y se afiade
una cantidad pequefia de calcio en 1a forma de una sal por ejem-
plo cloruro de calcio o nitrato de calcio u éxido tal como cal
para aumentar el rendimiento de xa:;tano. La centidad éo calcio
que se afiade depende de la cantidad de calcio presente en el
agus usada para la reposicién del medio, 1a fuente de nitrdgeno
usada y la especie y cepa del organismo de Xanthomonag empleado.
Cuando se usa nitrato de sodio o nitrato de potasio, en 73z de
nitrato de amonio, se requiere menor centidad de calcio (epro—
ximademente 27 partes por millén). Pueden tembién usarse coro
el medio de reposicién el agué desionizada, agua destiladsa o '
agua que contiene menos de aproximadamente 20 partes por millfSn
de calcio y otros cationee de fosfato capaz de precipitarse. '
Los iones de calcio pueden afiadirse a una concentracién desea~

da. El papel de los iones de calcio para acentuar la produc-
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’fcationea tales com
logrs, cuando se desea, mediante la adicién de un agente de

tas en el ramo,
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cién de xantano es uno importante pero es critico para el
procedimiento de la presente invencién que se impide de la

precipitacién de los cationes de calcio excesivos y los otros

o lag sales de fosfato insolubles. Eato se

quelacién tal como dcido etilendismintetrassético o cualquier

‘otro compuesto apropiado conocido por aquellas peraonas 8xper-

a una concentrasién milimolar de aproximadanen-
te 1 a 20, de preferencia una concentrac:lGn milimolar de 2 a 8,
El pH del medio de fermentacﬁn es bastante impor-
tante para el crecimiento apropiado de las bacterias de
Zanyhomonag, La escala. preferida es dn aproxima,damente 6.0 a
7.5. Bl control del pH dentro de esta esca;.a ge puede obtener
nedisnte el uso de un compuesto amor_ﬁguador tal como el Tos-
fato del écido de disodio. El dcido etilendiamintetra.acftico
o cualquier otro agente de quelaéién apropiado se sfiade fiam-
bién en la solucidén amortiguadora que se wtiliza pra. elt:c;nu'ol
del calor del pH para jmpedir la prucipxtacldn de los ionea de
celcio inroducidos en el agua usada para- 1a repoaicién del ne-
dio como las sales de calcio insolubles. "Bl pH de praferencia
ge controla . durants el ciclo de fermentacién mediante la adi-
cién de una solucién de hidréxido de -odiogde potasio lo cualf
tiene ventajas a.aicionales para disminuir la viscosidad del
caldo sin afectar el rendimiento del nntano y la eliminacién

de la necesidad de la quelacién de la soluoi6n amortiguadora.
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A fin de obtener una ferinentaci&n répida, es esen-
cial que hgya una cantidad correcta de oxigéno disponible para
el crecimiento del cultivo bacteriano. m'ledio"de fermenta~
cién se aerea pera proporcionar suficienté_ oxfgeno para produ=
cir un valor de oxidacién de sulfito dentro de la .escéia de
aproximadamente 1.5 a aproximadamente 3.5 milimoles de ox{geno

 po¥-1itro por minuto. Una descripcién del valor de oxidacién

de sulfito se da a conocer en Industirial nginaering Chenistry
36, 504 (1936). El valor de oxidacién def’i;ulfito es una me-
dida del régimen de sbsorcién de oxfgeno en el fermentador bajo
las condiciones de _aéitacién y sereacién empleadas. '

La fermentacidén se deja continuar a temperatura
de aproximadsmente 30°C. hasta que el caldo ;tione una concentra~
cién de xentano de por lo menos aproximsfamente 100 partes por
millén, de preferencia por lo menos aproximadsmente 1.0 por
ciento y'més. de preferencia por lo menos a;proxiMamente 1.4
por ciento (de 30 a 96 horas). ILas viscosidades del caldo tf-
picamente son por lo menos de aproximadamen‘ﬁe 4,000 unidades
Centipoise y de preferencia de aproximadamente 7,000 unida’deé )
Centipoise. )

Bs deseable matar todas las células microbianas .
mediante la adicién de un bactericida talcomo formaldeh{do,
glutarsldehfdo, fenol o fenol substituido tal como cresol o
hidroxibenceno o un fenol polihalogenado tal como Corexit

(Bxxon Corporation), o cualquier otro agente de conmervacién
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bien conocido en el ramo. El agente de comgrvaci6n preferi-'

‘do es el formeldeh{do a una concenu'acﬁn de a.proximadmente

200 a 10 000 partes por millén, de preferencis de aproximada- -‘
mente 1000 a 3000 partes por millén, que puede afiadirse &l cal- :
do de fermentacﬁn final antee o curﬁte el almaconamiento.

Bl procedimiento de uta invenci&n trabaja. bien

para muchas especies de baoterias de mm_g_ Las eapeoioa .

'ﬂustrativaa incluyen Xanthoponas Mszl.i.. Jeanthomonag

Ve,

" malvacesrum, mmo_unm wm»

.....

MM_M y W m&:@s_s« Ls especie :rre-

ferida es Xapthomonas mm__i.l . .
1a prueba, de filtrabilidad Milllpore es un pcrocedi-

miento experimental que mide el régimen de flujo a través de un
filtro Millipore (tsmafio de poro de 0.45 a 3;0 micronan\ ‘cemo
una funcién del volumen bajo una presiénm constante de 2.63¢ ki~
logramos porcentimetro cuadrado manomitricl. Ia relacién dn
£iltro es la relacidn del tiempo para recogdr la cuarta pa;rte
de los 250 mililitros de la solucién de control de movilided -
hasta el momento de recoger los primeros "250 mililitros de la
molucién de control de movilidad. Una relaoi6n de filtro aé_ -
1.0 indica que la solucién no tiene tendencia a obturacién.

Una solucién de control de movilidad acept;.ﬁie tiene una rela- -
cidn de filtro de 1 a 3 (filtro Millipore 'ds 0.45 a 3-mierones),

de preferencia de -.1.7.
La relacién de filtro y el tamaflo de filtro



f

r{a de los campos de petréleo. Cuando los estratos subtérra-

« Millipore deseados para probar una solucidn de control de movi-

1idad egpecifica dependen de la permesbilided del estrato

gubterrfneo del campo de petréleo para el ¢ual se plsnea el

desplazamiento del petréleoc.

. Las solucionep de control de movilidad preparades

_de caldos de fermentacidén enteros de la presente invencién,

tiene relaciones de filtro apropiaedas para‘usarse en la mayo-

neos son altamente impermeables, deben' emplearss sdiciones de

control de movilidad con bajes relacionss de filtrc. Bajo es-

tas cirounstancias, los caldo enteros o no clarificados de con-
formidad con la presente invénci&n, de preferencia no tienen
esencialmente materia insoluble con un ?gmﬁﬁo de partfecula

en exceso de aproximadamente 0.65 micron'ea. Eato puede lograr-
se simplemente almacenando el caldo ﬁe fermentacién final an
presencia de aproximadamente 200 a 10,000 partes por milléu de
formaldehfdo durante un perfodo de aﬁl‘oximadaménte 3 a4 da,
Bste procedimiente de sfiejemiento, conirae las células de
Xenthomonag de manera que su dimensién pequeﬁa no excede de un .

temefio de 0.65 micrones. Las células de xg'l_:_h_ggg__g; son en,

forma de bastén y normalmente la dimeneién més larga de les

ecélulas es mayor de 0.65 micrones mientras que la dimensién .
nds corta de las células es de asproximadamente 0.4 a 1.0 micro-
nes. La temperatura §e almacenamiento no es critica y puede va-

ria!; desde 0° a 135°C., de preferencia de 20° a 45°C. Un recur=
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go préctico es el almacenamiento a temperatura ambiente duran-
te un perfodo de tiemi)o guficiente a fin de quo el exemen
microscdpico revele que las dimensiones pequefles de las cé-
lulas de Xanthomonas no son mayores de 0.55‘micrones en tama~-

fio (;ie 3 a4 dfas).
Los siguientes datos muestran la influencia ds los

ingredientes del medio en las relacioneé del filtro de lassolu-

ciones de control de movilidad que se preparan de caldo de fer-

mentacién dle jados:

ey
o
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Alternativamente, el procedimiento de aflejamiento, -
ge afiade un hidr6xido de metal alcalino tal como nidréxido de

godio o de potasio al caldo ‘de fermentacid’n final a una conh~

, centracién de 0.1 a 2.0 por ciento en peao/volumen, de prefe-

rencia 0.5 por ciento en peso/volumen, :hmto cort una sal de me-
tal alcalino tal como cloruro o sulfato de psodio o de potasio,
a una concentracién de 0 a 5 por ciento en peso/volumen, de pre-
ferencia de 1.0 por ciento en peao/vo‘.}ﬁmen. La sal preferida
es el cloruro de sodio. E1 caldé ss calients bajo una atmésfera
exenta de oxfgeno (v. gr., nitrégeno) a una temperatura de 55° a
1210C¢. de preferencia de 85° a 95°C. El tiempo de calentamento
no es critico y puede prolongarse durante vur:[as horas. Un pe-
r{odo de tiempo préctico es de 1 a 30 minutos 1de prefaréii;{a de
aproximadamente 10 minutos. Bl caldo se enfria a temporatura
smbiente y se ajusta a un pH de 3 al2, da prefarencia. un’ pH de
7, con un écido tal como &cido clorhfdrico. Bote tratamienuo
térmico alcalino hidroliga las células bacterianas sin afectar
el contenido del xantano. ILa desaceti}acién del xantemo ocurie
durante este procedimiento y el pi'oducto desacetilado es bas—
tente apropiado para usarse en la recuperacibn de petréleos -
Bl caldo de fermentacién apropiadamente afiejado- o -
tratado térmicamente en forma alcalina se diluye por lo general E
con sgua o selmuera hasta una concentracin de xamtano de apro-
ximadamente 400 a 1000 partes poi millén p&a ugarse en la re-
cupera.ci6h de petréleoc mejorada. Opcionalmente, puede aﬁadirée

-
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un surfactante para mejorar la recuperacién de petréleo.
Los gurfactantes representativos mcluyén varioa sulfonatos
de petréleo bikn conocidos por aquellos expertos en el ramo
de recuperacién de petréleo. T '
Quederd comprendido que pueden haber condiciones
Y factores que .hagan impréctico o costoao e1 trensporte de gram-

des volimenes de caldo de fermantaci6n para inyectarse en los

. depésitos que contienen petréleo. Para este objeto, se pro-

porciona una composicién especial. Al caldo tratsdo térmica-

mente en forma alcalina, que se ha descrito ,anteriornente, s8

gfiade un solvente miscible en aguge tal como metanol, etanol,

acetona, alcohol de but1lo terciario, o imopropancl en cantided

guficiente para precipitar la goma de xmtano que se gEPEra Mew
Aisnte centrifugacién o filtracién y se seca. Rl solwvants. mia—
cible en agua preferido es isopropanol a una ooncentx acidn de
20 a 75 por ciento en peso/peso de preferencia de 38 por cien-
to en peso/peso. La reconstitucidén con agt;ia o palmuera hssta
una concentracién de xentano de 100 a 3000 partes por millée,
proporciona una composicién para la recuperacién de petréleo
mejorada que es comparable en funcionami_grﬁto con ra.quella. de _.
caldo de fermentacidén entero diluido. ﬁwinta el procedimiento
de la re-disclucién, es importante proporcionar un esfuerzo 77
cortante suficiente para ocasionsar una dxsperaidn adecuada del

polisacérido y para impedir la formacién de aglomerados.

IBRT(3 DR FRUEBA
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Se preparan 1000 mililitros de una solucién de
xantano de 750 partes por millén en 500 partes por millén de

una solucién de sal (10:1 - NaCGCaCla) ds la ”-liguiente maneras

En un mezclador de tipo Waring cquipado con un reoa—
tato, se mide una centidad de caldo ;suficionte (m&ndoae en el
contenido de xemtano) para proporcionar 0.75 gramos de s6lidos
de xantano. Se diluye de 1 a 6 con una solucién de sal. Esta
mezcla ge somete a esfuerszo cortanto de 1la siguiente manera

40 por ciento de energia/2 mimtos

60 por ciento de energfa/2 minu'l'::ii

80 por ciento de energia,)z minutos

Diluydge en un mezclador hasta 750 partes por u,il'ién
de xentano y sométase a esfuerzo cortante a 40 por cicntoﬂ:le
la energfa durante 2 minutos. (La solucién se usa tambiefx}ﬁara
1a determinacién de la viscosidad). 7 J;

Use una instalacién experimental que permita quo.” -
ol régimen de flujo a través de un disco de f£iltro Hillipo:re"":

(47 milimetros, tamafio de poro de 0.45 & 3.0 micrones) como.

una funcidn del volumen bajo una presién constante de 2. 812 ki-n
logramos por centimetro cuadrado manomd trica. Use un depésito .

que acomode > 1000 mililitros.
Cargue el depfsito con un litro de 1a solucién de

xantano (750 partes por millén). Gradfe la presién a 2.812
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kilogreamos por cent{metro cuadrado manométrica. Abra la vél-

vula y comience a registrar el volumen del material filtrado

.y el tiempo (segundes).

. tiempo para recoger la cuarta parte 250
mililitxr de solucidén -.

Relacién de Piltro = yonno para recoger la primera parte de
los 250 mililitros de la solucidn

peterminggién de Vigcogidad

Mida la vigcosidad con un viscosimetro gincroeldatri~

co Brookfield, modelo LVT, usando un adaptador UL. Mida la
temperatura a 25°C. a 6 y 12 revoluciones por mimuto. La vis-

cosidad se expresa en unidades centipoige.
Dgtgrmingciég Qe Xantano

Bl xantano altamente purificado.pontione aproximada~
mente 18.4 por ciento de Acido glu&ir6nico. ‘Bl écido glucurd-
nico en las composiciornee de xantano se determina en smusenciz
de formaldehfdo y sin borato a temperatura de 100°C. med_iarn_n‘;'e
el método de Knutsoxi and Jeanes, Anal. Biochem., 24 470,' B

Y
4 de Acido Glucurénico x 100
% de Xantano = —
' 18.4
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Las células de Xanthomonas cm'ggti;l.g de un cultivo -
\o tubo inclinado de ager YN se trasladarcn a 300 mililitros
de caldo YM contenido en un matraz Fernbach de capacidad de
2.8 1litros y se agitaron en un agitador giratorio durante apro~
ximadamente 31 horas a temperatura de 28.00. Una alicuéta de
25 mililitros se traslad$ a un matr‘az;"rernb.ach de; 2.8 litros

que contenfa 500 mililitros de un medio de la siguiente compo-

sicidn; - )
Ingrediente gramop/litro
Glucosa-fructosa (Isosweet 100, : ‘

Corn Products) :g::;ig:"_ 10.1
Glucosa cruda (cerelosa) :ti:::l:ve 25.7
NH4N03 1.0
MgS0,+ THyO 0.10.
¥nS0,. TH,0 - 0.03
Fo50,87H,0 0,01 .
Acido citrico anhidro 1.0
KHFO, 4.1
KHy PO, 0.69

La cerelosa y el Isosweet 100 ge disolvieron en

.agua destilada y se sgmetieron a tratamiento en autoclave.

Rl resto de los ingredientes se combinan, se ajustan a un pH

de 6.4 y se somaten a tratamiento en autoclave. Los materiales
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,ﬁ - gometidos a tratamiento en amtoclave separadamente se combinen "

O SO uego. - - S et i .
a1 - - L
ol It Después de agltarae a temperamra. de 2800. dqurante . -
q.g{)-'-,:, . ‘

Y S ‘sproximademente 33} horas, una porcién de 200 mililitros go tras-
. %} Y .
+* . " . £ :‘ fwo,
&‘ e A4 e lada & un fermentador e capacidad de 4 litros, agitado mecénica~
,‘,G&, ad &nenté que contiene 2 litros del msdio: - .
md"“\ : . ' . N T B -
' g ‘\ 4 - c. W . . i T
b . , R , ‘ o
P _ 'y Jngredjente - G¥amog/litre
...,',E W “ ' ‘ ’ ':‘N&r - “tngy ', e
2“»%'&‘_(, gy °°r91°59'> sometido a tratamientc} e 25’7 '
P P Iecaweet 100 - en antoclgye separademente 10.1
~ \i"‘w_, ‘::—"l—‘ . NH4N°3 - ' : - ;700. ;e "_ ;:, .
i, MgS04. TH,0 . - 0.10 ‘
LAY -~ K, -
" e _. ¥nS0, Hp0 0.03
_—r Ao : , -
e * . FeS0,.TH,O 0.01 "

. , B
v ' 4 =heido cftrico anhidro

o R

R

1.0
0.20

B % 0aCly. 28,0

L.t FepHm, - j S 3434
L ' NaHyPO, SR 0.70
N e , b :
FARS . . . . .
‘ e - , Los azicares disueltos en 300 mililitroa de agua
mé',:;;\‘_ b ae aomaten geparadamente a tra.temiento en antoclave. El res-
by ;'&‘ - E o 1 to de los ingredientes disueltos en 1100 mili,litroa da agua 89 -
LA 4  pometieron a tratamiento en smtoclave y*laa‘ﬂ dog soluciones s
f": ' | i combinaron luego. La asreacién se efectia s"un régimen para
f;*:'”"":m S e ;);oporcionar de 1.5 a 3.5 milimoles de ox{geno por litro por
kS a u*‘ mimuto. La fermentacién se 1leva. a cabo & ta atura. de 30°C.
b 2 o e
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durente 48 horas a yravés de cuyo perfodo de tiempo el pH del

‘aoludi6n amor tiguadora de fosfato de godio constituida con agua '

de 1a llave. E1 dcido etilendismintetraacético se afiade tam-
bién & la solucién amortiguadora de fosfato dcls godio para inpe;
dir la precipitacién de las gales de fosfat’o"'&e calcio. Al £i-
nal de la fermeniacién, la viscosidad del caldo es de > 7800
nﬁidades Centipoime (a 6.27 segundos -1 ds regimen ae esfuerzo
cortante) y el rendimiento de xantano‘ es de >1.5 por ciento.
Una solucién de control de movilidad tiene una re=-

lacién de filtro de <1. 7 (filtro Millipore de 3.0 micrones).

, Una solucién de control de mov:llidad que se preparsa
a partir de caldo de fermentacién entero aﬁejado durante 4 d{as,

tiene una relacién de filtro de <1.7 (ﬁiltro Millipore de 0.65

micrones).

BJEMELO 11

Se repitié el método del Ejemplo I empleando los -

piguientes medios de fermentacién:
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Ingrediente

ALY
lsso4.7ﬂeo
nnso‘.nao
Po50,.THy0

! cwlz.éhzo
| Na,HTO,

rlo I, con resultados compersbles, con la excepciGn de qQue ek .

La fermentacién se lleva a cabo tal como en el Ejem-

- 30 =

PH - 6.4

3

L i ,’ »
W .
e
. f;ﬂ’t'\_
‘ ‘ A .
, .
.
wid ’
":ﬂ:“:l e N
' &mos/litre
it
. 1‘0 [
’ - 0.10
' 3okt
b "-‘,;“"A N
a 0.03
Yo < 0,01
F
' 0.20
L 3034
Q" N
o -
M
- 3 ;
g

Y\'
puste del pH se efectia con una solucién de hidr6x:ldo de 33(110

gin la adicién simuliénea del é.cido atilendimintotraacético.

’

i

Cerelosa
(NH4)2HPO 4
KHp PO,

. MgS0,97H0
Nz-Amina YT

Se lleva a cabo una fermenf;acidn en una escala de

- la siguiente manera:

nocul

imer
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REIVINDI CACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-
te de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que se
recogen en las reivindicaciones giguientes:

1l2,- Un procedimiento para preparar un caldo de
fermentacidén que contiene el coloide Xanthomonas, apropiado
para 1; preparacidén de soluciones de control de movilidad
usadas en la recuperacién de petrdéleo, caracterizado en
que 1) se prepara un medio nutritivo acuoso que comprende
un carbohidrato, una fuente de nitrdégeno, aproximadamente
0,1 a 10 gramos por litro de un &cido de ciclo Krebs asimi-
lable, aproximadamente 1 a 200 partes por milldén de calcio
guelado, aproximadamente 0,25 a 20 partes por millén de
hierro y elementos vestigiales; y 2) se introduce en el
mismo un organismo de Xanthomonas y se airea la mezcla, pre
feriblemente a una temperatura de alrededor de 302C, para
dar como resultado la fermentacién aerobia del Xanthomonas
a fin de producir un caldo que contiene aproximadamente
100 a 3.000 partes por milldn del coloide de Xanthomonas ¥y

que estd sustancialmente exento de materia insoluble con
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un tamafio de particulas mayor de aproximadamente 3 micro-
nes.

22,- Un procedimiento de conformidad con la
reivindicacidn 12, caracterizado en que se afiade un agente
de quelacién durante la fermentacidén en una cantidad de
aproximadamente 2 a 20 milimolar, y el agente de quelacién
es 4dcido etilendiamintetraacético.

32,~ Un procedimiento de conformidad con cua-
lesquiera de las reivindicaciones 12 y 22, caracterizado en
que el 4dcido de ciclo Krebs es 4dcido citrico y la concen-
tracidn del dcido citrico en el medio nutritivo es de apro-
ximadamente 0,5 a 2 gramos por litro.

2,- Un procedimiento de conformidad con cuales
quiera de las reivindicaciones que anteceden, caracterizado
en que se afiade un agente de comservacidén al caldo después
de la fermentacidn en una cantidad de aproximadamente 200
a 10,000 partes por milldén, y este agente de conservacién
es formaldehido.

58,- Un procedimiento de conformidad con cualesg
quiera de las reivindicaciones que anteceden, caracterizado
en que la fuente de nitrégeno se selecciona del grupo que
consiste de nitrato de amonio, nitrato de sodio y nitrato
de potasio.

68,- Un procedimiento de conformidad con cuales

gulera de las reivindicaciones que anteceden, caracterizado
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en que el medio nutritivo acuoso se prepara empleando agua
gque contiene menos de 20 partes por millén de cationes de
calcio y otros cationes de fosfato precipitables.

72.- Un procedimiento para preparar un caldo de
fermentacién que contiene el coloide Xanthomonas.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
tecede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de treinta y seils hojas es-

crites a mdguina por una sola cara.

Madrid, (1,JUL.1978
P.A.
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