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Hay informes publicados extensos relacionsdos cnn
la. produccidén de coloides hidroff{licos masdieante la propagacidn
aerdbica de bacterias del género Xauthomones en un msdin nu-
'tritivo acuosgo. El trabajo anterior a este ramn fus 1lovade
& cabo en Northern Rsgional Ressarch Labsratory del Deporta-
mento de Agricultura de los Estagdos Unidos on Peoria, Iilinois
Be gescriba en 1la Patente Norteamericana Némero 3,000,790.
Se describen procsdimientne de fermentacidn modificados en las
PatentcB_Norteamaricanas Nimero 3,020,206; 3,391,060; 3,427,225
3,433,708; 3,271,267; 3,251,749, 3,281,329; 3,455,766:
3,565,763; 3,594,280; y 3,391,061,

El coloide hidrofflico (goma ds xantanc) praducido

mediante Xanthomonas campestris es un polisscdrids qus contiens

manosa, plucisa, dcido glucordnmico, radicalss de O-acaﬁiio, ¥
deido pirﬂviéo enlazedo con acetal en una relacidn moler de
2:2:1:1:0.5, Esta goma y sus derivedos han sncontrads aplica-
ciones extensas alimenticias e industriales. Es de sspscial
interés el enfoque aumentado en el uss ds la goma de xautano
en el desplazamiento do petfoleo de depdsitos parcialmente
agotados,

Tipicaments, el petrdlso se recupera ds deplsitos

eubtdrraness a travée de una sorie de aperacionss en sscuericia.




Un muave pozo por lo general producird una cantidad limitade
de petrdlso como resultado de la libesracidn de la presidén in-
terna en ol pozo. A medida que esta presidn se agota, es nc-
cesario bombsar cantidades adicionales de petrdleo por medios
mecdnicog. Estas medidas recupsran sdlo aproximedamente el 25
por ciento del pestrdéleso total almzacenado en el depdsito., Una
graa cantidad del petrdleo queda todavia tratads dentro ds los
poros de la formacidn. La mejora adicional de la rocupsracién
luego pueds efectuarse madiante uns recupsracidn secundaria,
En un método de recupsracidn, se lleva a2 caby una inundgcidn
con agua bombeando agua hacia el pozo o una serie de pouos,
desplanzando parte del petréleo atrapado de¢ la roca porosa y re-
cogbndo el petrdleo desplazado de los pozes circundantss. OSin
embargo, la inundacidn de agua todavia deja de aproximadaments
55 a.60 por ciento del petréleo disponible atrapado er la for-
macién. La explicacidn de este fenfmeno o8 due ol a;a tiena
una viscosidad muy baje on comparacidn con el petrdloo crudsc y
tiende a seguir la trayectoria de menor resistencia, paunetrando
a través del pstréleo y dejando grandes cavidades 8in tocar.
Ademds, la fuerza ds la superficie en la formaéidn tienden a
rotensr ol petréleo s impedir su degplazamiento.

Se han desarrollado mimercs de procedimisntos cn
los aflos recientes para recuperar cantidades adicionzles del
petréloo en estos depdéeitos mediante el uso de solucionec de
control de movilidad que mejoran el desplazamiento de petrdlsc
aumentando la2 viscosidad o la permeabilidad del fluido do des-

plazamiento. Son de interds aquellos procodimlentos de recupe-
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. -racidn mejorados que emplean inundacién de polimero con un poli-

sacérido o una pliacrilamide para eumentar la viscosidad del
fluido de dosplazamiento. Las varigciones de este procodiniento
incluyon ei uso de surfactantes y co-surfactantos para liberar
al petrdles de 1s formacién de la roca. Las pliacrilamidas

89 ha encontrado que adolecep de deficiencias tales como pdrdi-

de de viscosidad en salmueras y seria sensibllided al ssfuerszo

'cortante. Pussto, que tal y como se¢ ha dado-a conocer en cl

ramo anterior, la goms de xsntano es insensible a lasg s&les
(n§ se precipitan ni pierds viscosidsd bajo condiciouzs norma-
les), se establece al ssfuerzo cortante, es termcestébi& y s
establs en viecosidad a través de una amplia escala d;'valorss
de pH, la goma de xantano 88 un buen agente de desplazamiento.

Ademds, la goma es dificilmente absorbida en los elsmentos de

las formacionss & roca porosae y proporciona viscosidades dti-

les para la rascuperacidn mejorada del petrdleo (da 5 a g0
unidades de Centipoises & 1.32 segundos'l de'régimenrde_asfusr-
zo cortante) a bajas concentraciones (3e 100 a 3000 péfﬁes porT
ui116n).

Bl uso de las solucines dé goma de xantano o los
derivados de la gome de xasutano para la rocupsracidn del petré-
lsé se ha descrito en las Patentes Norteamsricanas Nimoros
3,243,000; 3,198,268; 3,532,166; 3,305,016; 3,251,417; 3,319,605
3,319,715; 3,373,810, 3,434,542 y 3,729,460, Se sugiere en

la Patente Norteamericsna N¥mero 3,305,016 que las soluciones
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acuosas que conticnen el heteropolisacdrido eﬁ cantidad suficien
to bara aumantar la viscosidad, se ecmplean como el agente aspe-
_sador parsa  preparar soluciones viscosas des inundacidén de agua.
El polisacdrido puede prepararse, separarse, purificarse y
afiadirso luego. Alternativamente, ¢e conformidad con este refe-
. rencia, todo el cultivo despuéds ds afiadir un bactericida (v.gr.
formaldehfdo) para matar y extermipar las bacterfas, se puede
affadir al agua de inundacidn.

 la Patente Norteamericana Nfmero 3,000,790 dsecribs
el cultivo de una bacteria de Xanthomonas en un medic 22i-eado
del pozo que contiens glucosa comsrcial, una fuente ofgénica
de nitrégeno, fogfato de dipotasic y elementos de trazé apropié..
‘dos. ILa fuente de nitrdgsno orgénico usualmente empledds es la
de materiales solubles de los destiladores. El uso o esta
fuente de nitrégeno orgénico aporta uns cantidad consideradle
de mitoriales insolubles al calds de fermentacidn.

Los procedimientos descritos en las Patentes Norte-
americanas N¥meros 3,000,790 y 3,391,060 y otroslproceﬁimientos'
ds fermentacién enumeradoe anteriormente, rinden'cambiod de fer-
mentacidn finales que contiénen centidades coneiderablos de ma-
. teria insoluble ain cuando se diluyan con aguad, parg inysctarsc

‘en las formaciones subterraneas patrollferas para impartir el
contrQI de movilidad necesaria y deseado para sl desplazaﬁiento
del petréleo. La materia en partfcdlas y en ciertos casog, las

células de Xanthomonas en erte caldo entero bfsnto obturarian
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la formacidn pstrol¥fera en el sitio de la inyeccién y por lo
tanto ensuciarian ¢l pozo o impedirfan cualquier recuperacidn
de petrdleo adicional. Ademda, oo encontraria el mismo proble-
ma con la goma de xantano reconstituide prescipitada y separada
de estos caldos de fermentacién. Las tendencias de obturacidn
de estos caldos de fermeniacidn pusden evitarse mediante fil-
tracidén a través de filtros de hoja de tierra de diateoméas

a fin deo removor las células de Xenthomonas y la materia en
particulas y la materia coloidal, Sin embargo, estos pasos de
filtracidn adicionales son costosos y se suman signif%tg%iva—
mente & los factores de costo totales para la recuper@qiﬁn de
petrdleo me jorada.

) La Patonte Norteamericana Nfmero 3,853,771 rosuvd-
ve ol problems de la obturacidn de los caldos de fermentacidn
enteros reclamando un procadimientd para disolver o diépersar
" Ios microorganismos celulares que consiste de poner en contacto
estos materisles con una solucién acuosa que contiens por lo me-
nos tn surfacfante afective para dispsrsar las capas éeiia parsd
- externa de las cdlulas de microorganismos, por lo menos un
~ agente de quelacidn para dispersar las capas de la pared inter-
na de las cédlulas del microorganismo y por lo menos un hidrdxi-~
do de metal alcalino efectivo para me jorar las acciones de dis-
pefsién. .

- La Pétente Norteamericana Nfmero 4,010,071 descri-

be un procedimiento para clarificar loe cambios de fermenta-
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ci&n y otras sugspensiongs acuésaa que contienen una goma'de
xahtano disuelta y edlidos suspendidos que resultan de la faer-
mentacidn mediante tratamientos con una cantidad psquolia de una
enzima de proteasa. ILa capacidad de la inyeccidn de lae solu-
clones acuosas que contienen gomz de xantano clarificadas de.
esta mansra, se me jors on las operaciones de inundacién del

0O %0 de petrélec con rospscto & las soluciones quo no s han
tratado de esta menera. Sin embarge, este tratamiento, uo
vence los probiamaa de obturacién debido a la presencia du 1os
materiales orgdnicos no protefcos o los materiales inéfgﬁnicos
insolubles prosentes en el madio de fermentacidén o que se pro-
ducen durante el curso de la fermentacidn.

” Bl objeto del procedimiento de la Patente Norte-
americana Ndmero 3,391,060, es recupsrar u pfoducto de voli-
sacdrido de pﬁreza considerable sin el uso de procedimientos
de separacién extensos. Se recupera una goma de xantano-d?
calidad superior, de gran ViBCOBId&d ‘do color claro y. de alta
purezs del caldo de fermentacién de Xanthomonas. De conformi-
dad con esta patente, la recuperacidén se gimplifica y 8o &Vi-
taﬁ los procedimientos de purificacidn complicados mediante
1a reposicién de una fuente orgdnica do nitrfgeno en ol caldo
con une fuents inorgdnica de nitrégeno (es decir, nitrato de
amonio). Sin embargo, ol procedimientorde fermentacidn dos-
erita en la ﬁresente no es scondmlco debtido & que 82 requieren

perfodos de tiempo de reaccién prolongados, y 8o obtienen bajos
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rendimientos del biopolimero.

El método para mejorar la permeabilidad de las so-
luciones de control de movilidad mediante 1a s8dicidn de ciertos
deidos carboxflicos substibuidos por hidroxi, tales como £cidos
mdlico, tartdrico, cftrico, glucénico, ldectico y =licflico,
8¢ ha descrito en la Patente Norteamericane MNimero 2,867,279.

Bsta invenci.én estd relacionada con un procedimionto
scondmico para preparar caldo de fermentacién que contiens ol
coloide Xanthomonas apropiado para la preparacidn de soluciones
de control de movilidad qus se usan en 1la racuperacidn (s petrd-
leo qQue consiste de fermentar aerdbicamente un orgpnisﬁS de
Xanthomonas en un medio nutritivo acuoso cuyos ingredisantes
estdn constituidos de un carbohidrate, una fuente de nitrégeno,

- un dcido de cilo Krebs, calecio quelado y iones de manga§eso'y
iones de hierro. E1 caldo entero producido produce soluciones
de control do movilidad de aproximadamente 100 a 3000 -purtes por
millén de coloide Xanthomonas que estdn esencialmsnte-é%éntds

do materia insoluble y que tiene un tamafio de particulalmﬁyor

de aproximadamente 3 micrones. -

La presente invencidén proporciona shora por prinera
vei un procedimiento prdetico pare preparar un caldo ds for-
mentacién de Xanthomonas que sin tratamiento o clarificacidn
proporcions soluciones ds control de movilidad para usarse ea
-la recuperacidn del petrélao,.que tiene una concentracidn do |

use de aproximadamente 100 a 3000 partes por millén de coloide
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de Xemthomonzo que estd esenclalmante exentos de materia insolu-
blo.dua tienen un temefic de partfcules mayor de aproximadamente
3 micronss. De conforrdidad con esta invoneidén, el caldo ds
fermantacidA entero puods usarss directamente como una solucién
de contfol:de movilidad tal como cuando la cantidad del coloide
producida durante la fermentacidn gueda dentro de la escala de-
sgada de concentracidn de uso. Alternativamente,'el caldo yuo-
de diluirse con agua o con una soluciém de agua, tal como una
.salmuara para reducir el nivel del coleide a la eseala deseada.
Los aditivos pare modificar las propiedades de 1as soiuclonss
de control de movilidad pueden emplearse ademds de los caldos
enteros o no clarificados da le presente invencién.

Se ha encontrado que el petrélec en nicleon de
loa campos de petréleo por lo general 2e récuperarﬂ do mangra
ofectiva mediante la goma dexantano ei la solucién de polisa-
cdrido a 1a concentracién de uso puede hacerse una pruebs de
Filtratilidad ¥illipors, tal y como se describird & contlnuacién
Los tamafios de poro tipicos de los filtros de Millipors que se
usen para esta prueba son de 0.45 a 3.0 micrones.

Ademde de la filtrabvilidad de Millipors, lag prug-
vas do micleo se llevan a.cabo tal y como se describo por W.B.
Gogarty en Control de Hovilidad con Soluclones Polimdricas,
Documento (SPE 1566B) presentedo en 1a Society of BEunginoers
415t Annual Fall Moeting celebrado en Dallas, Texas, del 2 al
5 de octubre de 1966.

Una particularidad novedosa ds los caldo &o fer-
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meﬁtacidn do la ﬁreeenta invencidn, que se distingue de manera
importante, d&e los caldos y proparaciones de fermentacidn ds
Yenthomonas dados a conocer anteriormente, es la nscesidad
evidente de filtracidn o clarificacidén costeosa y retardada.
Los factores importantes que eyudan & ser esto posible son
los siguientes: '

1. Todos los ingredientes nutritivos son esencial-
mente solubles en ague o ss convierten en esencialmente solu
bles en agua dursnte la fermentacidn o antes de la inyecct én:

. 2, Se mantione asepsia absolubta durante ié fer—
mentacidén y se afiade de preferencie un bactericida al final
de la fermentacidn. ’

3. De preferencia no se usa agua dura con al{as
'coneantracionés de iones de calcio éomo la reposicidn. para ol
medio de fermentacidén. Los niveles bajos de iones de calcio
 (de monos de aproximadamente 100 miligremos por litro, de
preferencia menos de aproximadamente 60 miligramos por,liéro)
pueden secuestrarse medisnte la adicidén de un agente d@;éuelao
cidn tal como dcido etilendiamintetraacédtico o de preferencia
deido cItrico. .

4. Ies cantidades de iones de menganeso puads 1li-
mi tarse para évitar la formacidén de cristal contaminante y la
pracipiiacidn do las sales de calcio y fosfato insclubles (u2-
picamente ds eproximadamente 0.75 & 60 partes por millén, do

preferencia de 1.5 a 2.4 partes por milldén).
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5. Se controlan lae cantidadss de hlerro vesti-
glal para evitar la formacidn de cristales contaminantes y
la pfecipitacidn de las sales de fosfato y calcio insolubles.

' Es importante para ei procedimiento.de la presen-
ta'invenéidn la incorporacidn de los siguientes ingredientes
paf&'activar 0l crecimionto rdpide de las células y para aumsn-
tar el r;ndimiento de xantano mientrae ques 8o logren las solu-
ciones de control de movilidad deseadas que esenc ialmente no
tiénen materia insoluble con un tamafio de partfculas mayor de
aproximadamente 3.0 micrones.

1. Caleio quelatado - de aproximzdamente 'l & 200
- partes por'millén, de preferencia de aproximadamente 40 a 60
partes por millén. '

2, Hierro vastigiai -. tfpicamente de apreoximada~
mente 0,25 a 20 partes por millén de preferencia de 0.5 & 8
partes por millén. 7 ' _ ’ '

3. Acido de ciclo Kraebs - de aproximadamente 0.1
a 10 gramos por litro de preferoncia de &proximadamonte{l gra—

- mo por litro.

Se afladen contidades vestigiales de iones de ma-
ganeso y ferroso on forma de salse tales como MnSO4.H20.
MpClZ, FeSO4.7H20 y FeClz..

Modiante dcido de ciclo Krebs se quiere dar a
antender un dcido asimilable gque se selecciona del grupo que

cdhsiste da deido citrico, deido oialoacético, deido 1<mdlico,
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deido Tumdrico, dcido succfnico y Zcido. oxalosuccfnico. Bl dc
do cis-aconitico es un dcido de ciclo Krebs que no es Util pe-
ra'el procedimionto de esta invencidn. EL deido preforido e

el dcido cftrico debido & su eficiencia adiclonal como un agon.

' te sscuestrante para los iones de calcio. E1 dcido citrico

puade incorporarse en ¢l medio de fermentacidn 2 una conceniya.

cidn de aproximadamente 0,5 & 2 gramos por litro, de¢ preferen-

cia a aproximadamente 1 gramo por litro.

En la préctica de este invencidn, un medio de fer-

- -

-mentacién apropiado se inmocula con un organismo del'génaro

: Xanthomonsas. E1 medio de onoculo pueds ser el calde YH (Difco

6 un medio que contiene glucosa cruda (cerelosa), fosfato de

Bodlo y de potasio, sulfato de magnesio y cualssquiers de une

. variedad de fuentes orgdnicas de nitrdgeno, tales cha el pro-

ducto de digestidn enzimdtico de frijol de soya (Peptona de
Soya Pipo T, Humko-Sheffield Chemical Co.) o un prodﬁ@to de
digestidn snzimdtico de caseina (NZ-Amina YT, HumkorSheffield
Chemical Co.). Despuds de la probagaci6n aerdbica durante

~ aproximadamente 30 hores & temperatura de 28°C. uns alicudta

" se traslada a un fermentador para el inoculo de ssgunda etapa.

Hay presento un cerbohidrato apropiade en el madio
mitritivo a una concentracién de aproximsdamente 1 & aproxima~
darente 5 por clento en peso. Los carbohidratos apropiedos iz-

cluyen, por ejemplo, glucosa, sucrosa, maltosa, fructoss, lac-

- tosa, melaza de remolache invertida tratada, amicar invertids,
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almiddn sdelgado filtrado de calidas superior o mezclas de
astos carbohidratos. Los carbohidratos preferides son glucosa,
maltosa, fr?ctosa, hidrolizados de almiddn filtrados o mezcles
de los miBmPB.

_ | fEl nitrégeno. inorgdnico estd presente en el medio
mtritivo & concentracfon do aproximadamente 0.02 a aproximada-
meﬁte 0.35 por ciento en peso, de preferencia de 0.07 a 0.25
por ciento en peso. E1 nitrato inorgdnico es la fuente de ni-
trégeno preferida; el nitrato de smonio a aproximadamente 1 gra-
mo por litro, nitrato de sodio & aproximadamente 2 gfgmas por
litro o nitrato de potasio & aproximadamente 2.4 grambé'bor
1itro, puedon usarse asimiémo. La fuente de nitrégeno;preferida
en esto asi como el medlio de produccidén es inorgdnica., Sin em-
bergo, las fuentes de nitrégeno orgdnicas pueden tambidn utili-
zarse ain cuando acentdan la formacién de una célula graande de
Yanthomonas con la condicidn que £e mantenga el requisito total
| de una exencidén considerable de matriales insolubles con. un
tamafio de partfcula mayor de aproximadamente 3 miecroné€s.

El megnesio en la forme do”mg504.7H20 o sales do
epsom, de 0.1 a 1.0 gramo por litro, ss afiade junto con iones
de mongsneso y hierro vestigiales. Un agente de quelacidn tal
como el acidq otilendisamintetraacético o de preferencia el ﬁci~'
_do eftrico que funciona como un dcido de ciclo Krebs de prono-
cién de crecimiento y un agente secuestrante para cualquisr

calcio presente, puede afiadirse asimismo.
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Se aﬁaden centidades ﬁuficlentes de 1los fosfatoé

ds mono- y di-potasio para amortiguar el medio & un pH de apre-
rimadanente 5.9 & 8.5, de preferencia de 6.0 @ 7.5. Después
.do 1la propagacidn aordblca durante aproximadamente 20 a 40 horas
a jemperatura de 24° & 340C., de preferencia de o980 g 30°9C.,.
uyna alicudta so traslada & un fermentador que contiene el medlo¥*
de produccidn.

El medio de produceldén o8 seme jente en composicién
a aquel del medio de in6culo de segunda etapa cen 18 excepcldén
de que Se usen do preforencia fosfatos de godio on vez de los
fosfatos de potasio debido @ sus costos ms bajos y Se 5iade
une cantidad pequefia de calcio en ja forme de una sal por sjem-
plo cloruro de calcio o nitrato de calcio u éxido tal como o8l~
para aumentaf ol rendimiento de xantano. L& cantidad d@»calcio
que Se afiade depende de la centidad de calcio presente en ol
ague usada pers la reposicidn del medio, s fuente de.nitrégeno
uysada y la especie y cep2 del orgenismo ds Xanthomonaéép@pleado.
Cuando se use nitrato de sodio o nitrato de potasio, ea‘fez de
pitrato de amonio, Be requierse menor cantidad de calcio (apro—
" ximadamente 27 partes por millén), FPueden también usarse como
el medlio de reposicidén el agud desionizada, agué destilada o
agus quo contiens menos de aproximadamante_zo partes por millén
de calcio y otros cationes de fosfato capaz de precipitarse.
Los iones de calclo pueden afladirse 2 una concentracién desgd-

da. E1 papel de los -jones de calcio para acanivar la produc-
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cidn de xantano es uno importantes pero es critico para ol
procedimionto de 12 presente invencidén que s impide deo la
proecipitacidén de los cationes de calcio excesives y los otros
éafioneé tales como las sales de fosfato insolubles. Esto se
lnga, cuando se desea, mediante la adicidn de un agento da
quelacidn tal como dcido etilendiamintetraacdtico o cualquier
otro compuesto apropiado conoccido por adquellas psrsonas exper—
tas en el remo, 4 una concentracidn milimolar de aproximsdamon-
te 1 & 20, de praferencia una concentracidn milimolar do 2 a 8.
El pH dsl meaio de feormentacidn as bastan%é”impor—

tante para el crecimiento apropiado de las bacterias dé
Xanthomonas, La escala preferida es de aproximdaments 6.0 &
7.5 E1 control del yH dentro de esta escala se puede obiers
mediante el uso de un cdmpuasto amortiguador tal como §t fog-
fato de dcido de disodio. Bl decido etilendiamintetrazcéiico

o cuglguier otro agente de quelacidn epropiado se aﬁaésf¥&m-
bidn on la solucidn amortiguadora que se utiliza para ol control
del calor del pH para impedir la precipitacidn delos foﬁés de
calcio introducidos en el agua usada para la reposicién del me-
dio como las sales de calcio insolubles. ELl pH de proferencia
8e controla durante el ciclo de fermontacidn mediante la adi-
cién de une solucidén de hidréxido de eodio de potasio 1o cual
tiene ventajas adicionales para.disminuir la viscosidad deol
. caldo sin afectar el rendimiento del xantano y la eliminzeidn

de la necesidad de la quelacidn de la solucidn amortiguadora.
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A Tin de obtenor una fermentacién rdpida, es sson-
cial que haya uns cantidad correcta de cx{geno disponidle para
ol crecimiento del cultivo bacterisno. E1 medio de férmenta_
cién se acrea para proporcionar suficiente oxigeno para produ-
cir un valor ds oxidacidn del eulfito dent}o de la escala de
apfoximadamanta 1.5 a aproximadamente 3}5 milimoles de oxigeno
por litro por minuto. Una descripcidn dsl valor de oxidacida
de sulfito se da & conocer en Industrial Engineering Chemistry
36, 504 (1936). E1 valor de oxidacidn de sulfito o8 uns me-
dida del régimen de absorcidén de oxfgeno en el ferm;ﬁtédor ba jo
las condiciones de agitacidén y asreacidn empleadas. |

La fermentacidn se deja contimuar a tempééatura
de aproximadamente 30°C. hasta que el caldo tiene una concentra
cidn de xantano de por lo menos aproximadamente 100~pértes poy
mi1llén, de preferencia por lo menos aproximsdaments 1.0 por
clento y mds, de preferencia por lo menos eproximademente 1.4
por ciento (de 30 & 96 horas), Las viscosidades del .caldo ti-
picamente son por lo menos de aproximadamente 4,000 u?é@adas
Cnetipoise y de preferencia de aproximadamente 7,000 upidadas
Centipoise.

Es deseable matar todas las célules microbianas
Vmediante la édicidn de un bactericida tal como formaldehido,
glutaraldehido, feﬁol o fenol substituido tal como cresol o
hidroxibanceno o un fenol polihalogenado tal como Corexit

(Exxon Corporation), o cualquier otro agents de conservacidn
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bisn conocido en el ramo., E1 agente de conservacién preferi-
-do e8 ¢l formaldch¥do a una cohcentracidn de aproximadamente
200 a 10,000 partes por milldén, de preferencia de aproximada-
mente 1000 a 3000 pattes por milldn, que puede affadirse al cal-
do de Termentacidn final antes o durante sl almacenamiento.

El procedimiento de esta invencidén trabaja bien
para michas ospacies de bacterias de Xanthomonas. Ias eepeciés

ilustrativas incluyen Xanthomonas phasecli, Xanthomonas

malvacearum, Xanthomonas carotas, Xenthomonas bagoniae,

Xanthomonas incanss, y Xanthomonas vesicatoria, La aspecie pre-

.,

forida e¢s Xanthomonas campsstris,

! Ia prueba de filtrabilidad Milliporse es un procedi-
miento experimental gue mide el régimen de flujo a través de un
filtro Millipore (tamafio de poro de 0.45 & 3.0 micronss) como
una funcién del volumen bajo una presién constante d¢ 2.812 ki-
logramos por centimetro cuadrado magnoméirics. La‘reiacién de
filtro ee la relacidn del tiempo para recoger la cuarts parte
de los 25 mililitros de la solucidn de control de mevilidad
hasta el momento de recoger los primeros 250 mililitros de la
solucién de control de movilidad. Una relacidn de filtro de
1.0 indica que la solucidn no tiene tendencia a obturacién.

Una solucidén de control de movilidad aceptable tisne una rela-
cidn de filtro de 1 & 3 (filtro Millipore de 0.45 & 3 micrones),
de preférencia de 1.7.

La relacidn da filtro y el tamafio de filtre
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Miilipore deseados para probar una solueidn de control de movi-
lidad espscifica dependen de la permegabilidad del estrato -
subtarréneoidal campo de peitrdles para el cual se planea el
' desplazamie;to del patréleo.

ias soluciones de control de movilidad preparades
de caldos de fermentacidén enteros de la presente inveﬁci&n,
‘tiene relacionss de filtro apropiedas para usarsg sn la mRyo-
ria de los campos de petréleo. Cuando los estratos subtérra-
neos son altam&nte impermsables, deben emplearse solqpiqpes ds
control de movilidad con bajas relaciones de filtro. {Baﬁo 8S~
tas circunstancias, los caldos enteros o no clerificades de con—
formidaed con la presente invencidn, de preferencia no tienen
ggencialmente materia insoiuble con un tamailo de partf§u1a
en exceso de aproximadamente 0.65 micrones. Esto pueds lograr-
8o simplemente almacenando el caldo de fermentacidn finsl en
presencia de aproximadamente 200 a 10,600 partes por mf@xGn de
formaldehfdo durante un periodo de aproximadamente 3 a:4fdias.
este procedimiento de afie jamiento, contrae las células de
Xanthomonas de menera que su dimensién pequefia no excede de un
tamafio de 0.65 micrones. Las células de Xenthomonas son en
forms ds bastén y normelmente la dimensién mds larga de las
cdlulas es mayor de 6.65 micrones mi.entras que la dimensidn
m4s corte de las células es de aproximsdamente 0.4 & 1.0 miero~
nes. La btemperatura de almacenamionto no es critica y puade ve-

riar desdes 09 a 135°C., de preferencia de'20° a 45°C, Un recur-
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so préctico es ol slmacenamicnto & femperatura ambients duran-
te un pprfodo da tiempo suficicnts a firn da guc ol examen
microsedpico revele que las dimsnsiones poquefizs de las c¢é~
Julan ds }_{g.:.}_thomohas né son mayores de 0.65 micrones en tamd-
flo (de 3 & 4 afms). |

Los siguientes datos muestran la influencia de los
ingredientes del medio en las relaciones dsl filtro de las solu-

ciones da control de movilidad qus se prapsran de caldo de fer-

mentacién afie jados:
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Alternativaments, el procedimiento de afiejamiento,
se aflade un hidréxido de metal alcelino tal como hidréxido de
sodio o ds potésio al caldo de fermentacién final a una con-
centracidén de 0.1 & 2,0 por ciento en peso/volumen, de prefe-
rencia 0.5 por ciento en peso/volumen, Jjunto con una sal de me-
tal alcalino tal como cloruro de sulfato de sodio o de potasio,
& une concentracidén de 0 & 5 por ciento en peso/volumen, de pro-
ferencia de 1.0 por ciento en peso/volumen. La sal preferida
es el cloruro de sodio. El caldo se calienta bajo una atmésfers
exenta de oxfgeno (v. gr., nitrégeno) a una temperatﬁ&a'de 559 3
121°C. de prefersncia de 85° a 95°C. E1 tiempo de caioﬁtamiento :
no 88 critico y puede prolongarse durante varias horas. Un pe- |
riodo de tiempo prédctico es el 1. 2 30 minutos de preferencia de
aproximedamente 10 minutos. E1 caldo se enfria & tempsratura
ambiente y se ajusta a un pH de 3 a 12, de preferencit un pH de
7, con un dcido tal como dcido clorhfdrico. Este tratamiento
térmico alcaline hidrolizé las células bacterianas sin afectar
el contenido del xantano. La desacetilacidn del xantaﬂo:ocurre
durante este procedimiento y el producto desacstilado és bas~
tante apropiado para usarse en la recuperacién de petrdleo.

El caldo de fermentacién apropiadamente afiejado o
tratado térmicamente en forma alcalina-ee diluyé por lo general
con agua o salmers hasta una concentracién de xantano de apro-
ximadamente 400 a 1000 partes por millén para usarse en la re-

cuperacidn de patréleo me jo_raga, Opcionalmente, puede afadirse
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un surfectante para mejorar 1a recuperacién de petréleo.

Los surfactentes representativos incluysn véribs sulfonatos

de pstréleo bien conocidos por aqusllos gxpartos ex el remo

de recupsracién de petréleo.

' Quedard comprendido que pueden haber condlciones

y factores que hagan imprdctico o éostoso ol transporte de gra:.
dgs volﬁménes do celdo do fermentacién para inyectarse en los
depésitos que contienen pstréleo. Para ests objeto, B¢ pro-
'ﬁorciona uns composicidn especial. Al caldo fratado térod ca-
mente en forma alcalina, que se ha descrito anteriormente, se
afiade un solvente miscible en agua tal como metanol, etanol,
acetona, alcohol de tutilo terciario, o isopropanol ah cantidad
suficiente para precipitar la gona de xantano que Se Separa ms--
.disnte cnetrifugacién o filtracidn y se seca. El golvente mis-
cible en agua preferido es isopropancl & une concenﬁrécidn de
20 & 75 por ciento en psso/peso de preferencia de 38'pbr cien~
to en peso/peso. La reconstitucidn con agua o galmisra hasta

~ una concentracién de xantano de 100 a 3000 partes pég”milldn,
proporcions una composicién para 1arrecuperacidn de pefréleo,
imejorada que es comparable en funcionamiento con aqueila de
caldo'de fermentacidn entero diluido. Durante el procedimiente
_ de la re-disolucidén, es imporiante proporcionar un esfuerzo
cortante suficiente para ocasionar una dispersidn adecuada del

polisacdride y para impedir la formacidn de aglomerados.

PROCEDIMILENIOS DE PRUEBA




- 24 -

Prucha de Pilirabilidad Millipore

Se preparsu 1000 mililitros de una solucidn de
xantano de;750 partes por milldén en 500 partes ypor mllén de
uns solucién de sal (10:1 - NaCl:CaCl,) de 1a 5iguionte manera:

En un mezclador de tipo Waring squipado con un reosS-
tato, se mide una cantidad de caldo suficiente (basdndose en ol
contenido de xantano) pare proporcionar 0,75 gramos de sdlidos
do xentano. Se diluye de 1 & 6 con una solucién de sal. Eoia
mezela se somete & esfuerzo cortante de 12 siguientc manera:d

40 por ciento de energia/2 minutos

60 por ciento de enorgla/2 minutos

80 por ciento de energla/2 minutos

Diluydee en un mezclador hasta 750 partes por millén
‘de xentano y sométase a esfuerzo cortante a 40 por ciento de
la energie durante 2 minutos. (L& solucidén ses usa tamtidn pare
1la detormnacidn de la viscosidad.)

Use une instalacién experimental que permiie que
ol régimen do flujo & través de un disco de filtro Millipore
(47 milimetros, tamadio de poro de 0.45 & 3.0 mieronas) como
una funcidn del volumen bajo una prasidn constante de 2.812 ki~
logramos por centimetro cuadrado manomdtrica. Use un depdsito
que acomode > 1000 mililitros.

Cargue el depésito con un 1itro de la solucidn ds

xantano (750 partes por millén), Gradde 1a presidn a 2,812
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'kilogramos por centfmetro cuadrado manométrice. Abra la vél-
vule y comlence & regietrar el volumen del material filtrado
y ol tiempo (megundos).

/

| tiempo para recoger la cuarta parte 250
|- mililitros de solucién

Relacién de Filtro = tiempo para rscoger 13 primera parte de
. los 250 mililitros de la solucidn

Determinacldn de Viscosidad

Mida la viscosidad con un viscosfmetro sindroeldetri.-
co Brookfield, modelo LVT, usando un adaptador UL, hida la
" temperatura & 25°C. & 6 y 12 revoluciones por mimuto. La vis-

cosidad se exprssa en unidades centipoise.

Determinacidn de Xantano

E1l xentano altaments purificado contiene‘apfbximada-
mente 18.4 por ciento de dcido glucurénico. Bl deido glucord-
nico on las composiciones de xantano se determina en ausencia
de formaldehido y sin borato & temperatura de 100°C, mediaate
el método de Knutson and Jeanes, Ansl. Biochem., 24 470
(1968); ibid., 482.

: 4 de Acido Glucordnico x 100
% de xentano =

18.4
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BINPIO I

Las cdlulae de YXenthomonas campestris de un cultivo

en tubo inclinado de agar YM se trasladaron a 300 mililitros

de caldo YM contenido en un matraz Fernbach de capacidad de

2.8 litros y se agitaron en uﬁ agitador giratorio durante apro-
ximadamente 31 horas a temperatura de 28°C. Una alicuéta de

o5 mililitros de trasladd a un matresz Fernbach de 2.8 litros

que contenia 500 mililitros de un medio de la siguients compo-

sicidn:

Ingrediante Gramos/litro
Glucosa-fructosa (Isosweet 100, )
' sometido 1¢.)

Corn Products) separada—
mente & 25.7
Glucosa cruda (cerelosa) autoclave
NH, O _ 1.0
Mg304.7H20 0. 10
S0, . TH,0 | 0.03
Feso4.7H20 0.01
Acido cftrico anhidra ' . . 1.0
KZHP04 : 4.1
KH2PO4 0.69

la cerelosa y el Isosweot 100 se disolvieron en
agua destilada y se sometieron a tratamiento en autoclave.
Ei resto de los ingredientes se combinan, se ajustan & un pH

de 6.4 y se someten a tratamiento en autoclave. Los materiales
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sometidos a tratamiento en autéclave separadamente se¢ combinen
luego. |

’ Déspués de agitarse a temperatura de 28°C. durante
aproximadamante 33 horas, una porcidén de 200 mililitros se tras-

lada a un fermentador ds capacidad de 4 litros, agitado mscdnict

mente quae contiene 2 litros dsel medio:

Inprediente : Gramos/1itro
Cerelosa — 25.7 .
_ *s\i:::::>~sometidos a tratamiento ) :
Isoswest 100 on autoclave separadamsnte 10.1 ;
c !
NH4N03 | 1.017
MgSO4.7H20 O.lO’
MSO4—'H2O - 0.03 .
VFeSO4.7H20 O'Ol,
Acido citrico anhidro 1.0 °
CaCl,.2H,0 | S o.;o
Na HPO, 3.34
NaH2P04 0.70

Los azfcares disueltos en 300 mililitrosrde agua

" Bg someten Beparedamente a tratamiento en autoclave. El1l res-
to de 1los ingredientes disueltos en 1700 mlilitros de agua se
- sometieron a tratamiento en autoclave y las dos solucionss se
combinaron luego. La @ereacién se efectde a un régimen para
proporcionar de 1.5 & 3.5 milimoles ds oxfgeno por litro pdf

minuto. La fermentacién se lleva a cabo a temperatura de 300°C,
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durante 48 horas a través de cuyo perfcdo de tiempo el pH del
medio se mﬁntiene entre 5.9 y 7.5 mediante la aﬁicidn de una
solucidn amértiguadora do fosfato de sodio comstituide con agud
de la llavei E1 deido etilerndiamintetraacético se aflade tam-
bidn & la solucién amortiguadora de fosfato de sodio para impe-
dir la precipitacién de las sales de foefato de caleio. Al fi-
nal de la fermentacién, la viscosidad del caldo es de > 7800
unidades Centipoise (a 6.27 segundos"l de regimen de esfusrzo
cortante) y el rendimiento de xantano es de > 1.5 por ciento.
Una solucidén do control de movilidad tieme uma re-
Jacidn de filtro de < 1.7 (filtro Millipore de 3.0 mcrones).
Una solucién de control de movilidad que se prepara

a partir de caldoe de farmentacién entero afiejado durante 4 dfas,

tiene una relacidn de filtro de < 1.7 (filtre Millipors de 0.65

/

mi crones).

EJENPIO LT

Se repitié el método del Ejemplo I empleando los

giguientes medios de fermentacidn:
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HMedio de Inoculo (primera etapa)

Acido cftrico anhidro

' Ingradiente gramos/1itro
Cerelosa 10.0
- (wH, ) HPO, 2.0
KH2PO4 1.0
MgSO4.71-120 0.5
Nz-Amina YT pH - T.0 11,0
Madio de Inoculo (segunde etapa)
Inggadiente Egamosglitrq
D-Glucosa tratada separadamente 27.0
D-Pructosa en autoclave 3,0
NH4N03 1.0
MgSO, . 7,0 0.10
M:QSO4.H20 0.03
FeSO4.7H20 0.01
Acido Citrico anhidro 1.0
) K2HPO4 4.1
' KH2P04 'pH - 6.4 9.69
Medio de Produccidén
Ingrediente gramos/1itro
D-glucosa ' ' " 27.0
tratado eseparadamente
D-frutosa en sutoclave 3.0
1.0
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(continuacién)
Ingrddionte
NH4N03
MgS0, « TH,0
MnSO4.H20
Faso4.7H20
Ca012.2H 0
NazHPO

2
4

pramos/1itro

pH - 6.4 .

1.0

0.10
0.03
0.01
0.20

3.34

Ia fermentacidn se lleva & cabo tal como eu ¢l Ejem-

plo I, con resultados comparables, con la oxcepeidn de que el

[ \
ajuste del pH se efectia con una solucién de hidréxido de sodio

gin la adicidn simultdnea del dcido etilendiamintetraacético.

BJEMPLO III

Se lleva a cabo una fermentacidn en una escala de

la sipguiente manera:

Medio de Inoculo (primera etapa)

Ingrediente
Cerelosa

(NH, ) HEO
KH,P0,
MgSO4.7H2O

Nz-Amina YT ' .
- pH" 700

gramos/1itro
10.0
2.0 -
1.0
0.5
11.0
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El medio se distribuye en porciones de 500 milili-
ﬁroe en dos matraces Fernbach de capacidad de 2.8 litros.
Despuds da,%omaterse & tratamiento en una autoclave y de en~
friarse, lés matraces se inoculan con célules de Xanthomonas
campestris, Después de agitarss durante 30 horas a tempe-~
ratura de 28°C. los dos matraces &e combinan y se usan pa-
Ta inocular un fermentador de capacidad de 757 litros éue

contiene los siguientes ingredisntes sn 378.500 litros del

medio:

Medio de Inéculo (Sesunda Btapa)
Ingrediente Cantidad (Lgz.)
Cerelosa , B 4,540
HQKM _ . 0.454 -
Sales Epsom ‘ . 0.227
NZ~Amipa YT . . 4,994

pH - 7.0

El medio de fermentacidén =e agita con un agltador
mecdnico y se aerea para proporcionzar de 1.5 & 3.5 milimo-
les de oxigeno por litro por minutoe. Ss afiads wna solucidn

de hidréxido de sodio a jintervalos para mantensr el pH a un




valor de 6.0 & 7.5. OSe afiade acoeite de fri jol ds soye para
controlar la espuma excesiva. Despuds de aproximedamsnte 48

horas de fermentacién, un volumen suficiente para proporcio-

nar un indculo ds 5 por clento en volumen/volumen se traslada
a un fermentédor de capacidad de 7,970 litros que contiene

3,028 litros del medio de la siguiente composiecidn:

Medio de Indculo (Tercara Etaps)

Ingrddiente ' Cantidad
NH4NO3 (solucidén al 50 por ciento) 5.034 Litros
K HPO, . 12.485 Kg.
KH,P0, 2.156 Kg.
Sales Epsom 306 gramos
Mnso4.H20 , 94‘gr?mosr |
FeSO4.7H20 30.5 gramos.
Cerelosa ) | 79.450 Kg. °
) tratados en autoclave, _
Isosweet 100separadamente 31.780 Kg.
Acido eftrico anhidro ' 3.064 Kg. "
i - 7.0 '

Después de fermentarse bvajo las condiciones ante-
riormente descritas durante aproximadamente 31 horas, se tras-
lada un volumen suficiente para proporcionar un indcule Qe

10 por ciento en volumen/volumen & un fermentador de capaci-
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. dad.de 7,570 litros que contiene'4,542 litros del siguien-

te medio:

: Medio de Produccidn
Ingradiento . Cantidad
Cerelosa ; 134.838 Kg.

tratados en autoclave,

Isoswast 100 ) Beparadamente 53.118 Kg.
NH4N03 (8olucidén a2l 50 por ciento) 7.576 Litros
Cal hidratada 0.331 Kg.
Acigo eftrico anhidro 4.540 Xg.
Na HFO, | 15.2C9 Kg.
NaH, 20, | _ 3.178 &g.
Sales Epsom (Mgso4.7H20) 454 grazios
MnS0, .H,0 141 grenos
FeS0,. 7H,0 ' 45.4 gremos

pH has 7-0
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o . REIVINDICACIONES -

Los puntos de invencién propia y nueva que se pre
sentan para que scan objeto de esta solicitud de Patente de
Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que se reco-
gen;én'las reivindicaciones siguientes:

18,- Un ‘procedimiento para preparar un caldo de
fermentacidén, que contiene el coloide de Xanthomonas apro-

piado para la preparacidén de soluciones de control de movi

porque comprende: 2) fermentar aerdébicamente un organismo
de ¥anthomonas en un medio nutritivo acuoso, cuyos ingre-
dientes consisten de un carbohidrato, una fuente de hidfé-
geno,lde'aproximadamente 0,1 a 10 gramos por litro de un
4cido de ciclo Krebs asimilable, de aproximadamente 1 2
200 partes por millén de calclo quelado, de aproximadan2a-
te 0,25 a 20 partes por milldén de hierro y elementos veti-
giales, hasta que por lo menos haya presentes en el caldd
100 partes por milldn del coloide, y b) almacenar el caldo
durante 3 a 4 dias, mediante lo cual se obtiene un caiéo:
de fermentacién que contiene coloide hidrofflico, esencinl
mente exento de materia insoluble cuyo tamafio de particula
es mayor de 0,65 micrones. '

28,~ Un procedimiento para preparar un caldo de
fermentacidn.

Tal y como sc ha descrito en la Memoria que an-

tecede y para los fines que se han especificado.
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Esta Memoria consta de treinta y cinco hojas es-

critas a miquina por una sola cara.

Madrids o6 BNE 1978
. P.d. . o
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