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Hay informes publicados extensos falacionadoa entl
la produccidén de coloides hidrofilicos masdiante 1a propagscidn
asrdbica de bacterias del género Yanthomonas en un ﬁc?i) ny--
tritivo acuoso., El {rabajo anterior a este ramo fuaiilavaéo
a cabe en Northern Regional Research Labsratory del Départa.
mento de Agricultura ds los Estados Unidos en Peoris, T1llinsis
se describe en la Patents Norteameriéana Hdmaro 3,00%,790.
Se describen procedimisntos de fermsntacidn modificadoz en las
Paténtes'Norteamericanae Nymero 3,020,206; 3,391,060: 2,427,225:
©3,433,708; 3,271,267; 3,251,749, 3,281,329; 3,455,765;
3,565,763; 3,594,280; y 3,391,061.

Bl coloide hidrofflico (goma do xantenc) preducido

mediante Xanthomonas campestrip es un polisacdrids gue contiene

manosa, glucisa, deide glucordnico, radicalss de O-acetilo, y
deido pirﬁ&iéo enlazado con acetzl en una relacidn molar de
2:2:1:1:0,5, Enta goma y sus gderivados han sncohtra&o-aplicam
- clones extensas alimenticias e industriales. Ees do espscial
interés el enfoque aumentado en el uso de la gome ds xantans
en el dasplazamiento de petfoleo ds depdsitos parcialmenta
agotados. .

Tipicamente, el petréloo sa rocupera ds depdoites

subtérransos a travée de una seris de nporaciones en secuencia.
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Un nuevo pozo por lo general producird una cantidad limitada
de petrdlso como resultado do le liberacidn de la presidn in-
terna en ol pozo. A medida que esta presidn se agota, o5 ne-
cesario bombear centidades adicionales de patréleo por medios
mecdnicos. Estas medidas recuperan sdlo aproximadaments el 25
por cionto del petréloo total almacenado sn el depdsito., TUna
gran cantidad del petrdleo queda todavis tratado dentro de los
poros de la formacidn. L& mejora adicional de la recuferscidn
luego puede efectuarse medisnte una recupsracidn secuhdaria.
En un método de recuperacidn, se 1levq a cabo una inurdacidn
con agua bombeando agua hacia el pozo o una serie ds pauos,
degplanzando parte del peiréleo atrapado de la roca porosa y re-
cogbndo el patréleo desplazado de los pozos circundantea. Sin
embargo, la inundacidn de agua todavia daja ds aproxiradamente
55 & 60 por clento del petrdleo disponible atrapado on la for-
macidn, La explicacidn de este fendmeno es due el agﬁa tiono
una viscosidad muy baja en comparacidn con el petréleo crudo y
tiende & segui® la trayectoria de menor resistenciz, penetrando
a través del petréleo y dejendo grandes cavidades 2in tocar.
Adomds, la fuerza de la superficie en la fdrmaeidn tienden &
retensr el petrdlso o impedir su desplazamisnto.

Se han desarrollado mimeros de procedimlentos en
los gﬁoé recientes para recuperar cantidades adicionzles del
petrédleo en estes dopdsitos mediante el uso de soluciones de
control Ge movilidad que mejoran sl desplazamiento de patrélso
aungntando la viscosidad o la permsabilidad del fluido de des-

plazamiento. Son de¢ interés aquelles procedimientos de recups-
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.racidén majof&dos qua emplesn inundacidn de polimero con un pqli;
gacdrido o una pliscrilamids para sumentar la viscosidad del
fluide de desplazamisnto. Las veriaciones de &ste'procadimiente
incluyen el uso ds surfactantes y co-surfactantes para Jibsrar
el petrdleo de la formacién de la roca. Las pliacrilamidas

se ha encontfado gue adaleceg de deficiencias tales como pdrdi-
da de viBscoeidad en salmearas y seris sensibili&éa al esfuerzo
‘cortente., Pussto, que t8l y como s ha dado a.conocer‘en 6l
ramo anterior, 1la goma do xantano es insensible a l&& salas

(no se precipitan ni pierde viscosidad bajo condicioras norma-
les), 86 establece al esfuerzo cortante, es termoescabié y es
estable en viscosidad a travéds de uns amplia escala Ge velores
de pH, 12 gome de xanteno e2 un huen agente de desplazamianto.
Ademds, la goma &8 dificilmente absorbida en los slsmentos de
las formacionss & roca porosas y proporciona viscosicéades dti-
les para la rgcuperacidn mg jorada del petrdélso (@s 5 & 90
unidades de Centipoises & 1,32 saguﬁdos'l de régimen de esfuer-
z0 cortante) & bajas concentracionss (de 100 a 3000 partes por
mi116n). -
A El uso de las solucines de gome de xantano o 1los
de?ivados de la pome de xenteno puarz la recyperacidn del petrd-
lgo se ha descrito en 1lsg Patentes Norteameric&naé Ndnmaros
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

le Patente Norteamericana Nimero 3,305,016 gue las soluciones
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acuosas que contiensn sl heteropolisacdrido en cantidad suficien
te para aumentar la viscosidad, se smplean como el agente ggpe-
pador para preparar soluciones viscosas do inundacidn de sgua.
El polisacdrido pusde prepararse, separsrse, purificarss y-
afadirse luego. Alternativemente, de conformidad con gsta rofe-
rencia, todo el cultivo después de afiadir un bactericida (v.gr.
formaldehfdo) para metar y exterminar las bacterfias. sc puede
afiadir al agua de inundacidn. —

ILa Patente Norteamericana Ndmero 3,000,790 describs
0l cultivo de una bacteria de Xanthomonas en un medio aereado
del pozo que contiene glucosa comercizl, una fuante/brgﬁnica
de ﬁitrdgeno, fo;fato de dipotasio y elementos de traza apropia-
dos. ILa fuente de nitrégeno orginico usualmente emﬁleada 98 la
de materiales solubles de los dsstiladores. E1 usc de este
fuente de nitrégeno orgdnico aporta una cantidad considerable
de materiales insolubles al caldo de formentacidn.

"Los procedimientos descritos en las Patentes Forte-
americanas Ndmeros 3,000,790 y 3,391,060 y otros'procedimientoS’
de fermentacidn snumerados anteriorments, rinden'cambiod de for-
mentacidn finales que contienen cantidades considerablss de ma-
teria inao;uble adn cuando se diluyan con agua, para inyectarse
on ias formaciones subterfaneas petroliferas para impartir el
control de movilidad necesaria y deseado pare sl desplazaéianto
del petréleo. La materia en partfculas y en cie:toé casoz, las

células de Xanthomonas en este caldo entero pronto obturarfan
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la formzeidn petrolifera sn el sitio de la inyeccidg y por lo

" tanto -ensuciarfan sl pozo e impedirfan cualquier recuperacién
de petrdleo/adicﬂon&l, 'Ademés, sg encontrarfa ¢l mismo proble-
na con la gbma do xantano reconstituide precipiteda y separada
‘de estos céldoe de fermentacidn. ILas tendencias de obturacidn
de estos caldos de ferﬁentacidn pueden evitarse mediante fil-
tracidén a travéds de filtros ds hoja ds tierra de diaﬁeoméae

a fin de remover las célules de Xanthomonss y la mtoria en
pertfculas y la materia coloidal., Sin embargo, estos pasos de
" filtracidn adicionales son costosos y se suman significativa-
mente & los factores de costo totales para la recupeféeidn de
petréleo me jorada.

) La Patents Norteamericana Nimsro 3,853,771 resvd-
verel problema de 12 obturacidn dé loe caldos de fermentecidn
enteros reclamando un procadimientd.para disolver o éiépersar
los microorganismos celulares que consiste de poner eﬂrcontacto
estos materialee con une solucidn acuosa que contiene por lo me-
" nos un surfactante efectivo para dispérsar las capas de la pared
externa de las células'de,micrdorganismos, por lo menos un
egente de quelacién para dispersar las capas ds la pared inter-
ne de las células del microorganismo y por 1o menos un hidréxi-
do de metalnalcalino efectivo para me jorar les acciones de dis;
persién.

» La Patente Norteamericana Nimeroe 4,010,071 desori~

be un procedimiento para clarificer los cambios do fermenta—
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cidén y otras suspensiones scuscsas que contionen uné gomu’de
xantano disuelta y sélidos suspendidos que resultan de la fer-
mentacién mediante tratamientos con una cantlidad paqueila de una
enzima de p;oteasa. La capascidad de 1a inyecéidn de las solu-
‘clones acuosas que contiensn goma de xantano ¢larificades de
esta manera, se ms jora en las oparaciones de inundacidén del
pozo de petrdlso con respecto & las soluclonses que nﬂfaépan
tratado de esta manera. Sin embargo, este tratamien%ﬁtho
vence 1lo8 problemas de obturacidn debido a la prasenéiaddo los
materiales orgdnicos no protefcos o los materiales inorgduicos
insolubles presentes en el medio'de fermentacidén o que Se pro-
ducen durante el curso de la fermentacidn.

El objeto del procedimiento de la Patant@.Ncrte—
americana Ndmero 3,391,060, es recupsrar u pfcducto do peli~
sacdrido de pﬁreza considerable sin el usc de procedimiantgs
de separacidén extensos. Se recupera una gomé de xentano d?
calidad superior, de gran viscoeidad, de color claro y de alta
pureza del caldo de fermentacién de Xanthomonas. De conformi-
dad con esta patente, 1a recuperacién se simplifica y se¢ evi-
taﬁ los pnocediﬁientos de purificacién complicados mediante
1a reposicidén de una fuente orgdnica de nitrégeno en el caldo
con una fuente ihorgénica de nitrdgeno (ss decir, nitrato de
amonio). Sin embargo, el procediudentorde fermentacidn dgo-
crita en la presente no @8 econémico debido & que &e requicren

porfodos de tiempo de reaccién prolongados; y se obtiencn bajos



rondinientos del biopolimero.

El método para mejdrar la permeahilidad de las so-
luciones de control de movilidad mediante la adicidn de ciertos
deidos carboxflicos substituides por hidroxi, tales como &cidos
mdlico, tertdrico, cftrico, gluednico, ldetico y ®licilico,
se ha descrito en la Patente Norteemericana Nymero 2,867,279.

Esta invencidn estf relecionada con un pracsdimiento
scondmico para preparar caldo de fermentacidn que ccntione el
coloide Xanthomonas epropiado para la preparacidén de solucionos
de.contrcl de movilidad que Se usan en la recuperacién'da petrd-
loo Que consiste de fermentar asrdbicamente un org@niémo de
Xénxhomonas gn un madio gutritivo acuoso cuyos ingredientes :

_ es8tdn constituidos de un carbohidrato, una fuente de nitrégeno,
un Zecido de cilo Krebs, caleio quelado y ionge deo mangEnoso y
'iones de hisrro. Bl caldo entero producido produce Bélwciones

de control de movilidad de aproximadamente 100 a 3006 peértes por
m.116n de coloide Xanthomonas que estdn esencialmente exéntos '
de materia insoluble y que tiene un tamafio de particula mayor
do aproximadamente 3 micrones.
La pressnte inveneidén proporciona ahora por primera
vez un procedimiento prdetico para preparar un caldq de for-
" mentacidén de Xanthomonas que sin tratamiento o clarificacidn
rproporciona soluciones ds control de movilidad para usarss eon
la rocupasracidén del petréleo, QUe tiene una concentracién deo

usc de aproximadamente 100 s 3000 partes por millén de coloide
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da Xanthomonasrqus ostd esencialmante exenitos do materis insolu-
" ble qﬁo tionen un tamafle da partfculas mayor do aproximadamento
3 mlerones. De conformidad con esta invencidn, el caldo de
fermentacidn entoro puede userse dlrectements como una solucidn
de_contfol de movilidad tal como cuando la cantidad dél coloide
producida duranté 1a fermsntacidén queda dentro de la sscala do-
seada de concentracidn de uso. Alternativamente, el;cal@o UG~
de diluirae con aguad o con una solucidén ds agua, tal coﬁ@ una
.salmuera para roeducir el nivel del ccloide a la escalé deseada.
Los aditivos para modificar las propiedades de las goluciones -
de control de movilidad pueden emplearse ademds da lds caldos
enteros ¢ no clarificados de la pressnte invenci&n. .

Se ha encontrado que el petrélac en miclsos de
108 campos de petrdleo por lo gensral 8e rscuperard de manera
efecfiva mediante la gomé dexantano i la solucidn de polise~
cdrido & 1a concentracién de uso pusde hacerss una pruoba de
Piltratilidad Millipors, tal y como =e describird a continuacién
Los tamaiios de poro tipicos de los filtros de IMillipore que se
usan para esta prueba son de 0.45 & 3.0 micrones. .

Ademds de la filtrabilidad de Millipore, las prua-
bas de micleo se llevan a calo tal y como ss describe por W.B.
GOgarty en'Control de Movilidad com Soluciones Polimdricas,
~ Documento (SPE 1566B) presecuntado en la Socisty of Buginoers
41st Annual Fall Heeting colebrado en Dallas, Texas, del 2 al
5 do octubre de 1966.

Una particularidad novedosa de lcs caldo de fer-
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mentacidn ds la presente invencidn, qua‘BG distingue &e manera
jmportante, de los caldos y preparaciones de fermentacidn de
Xenthomonas dados a conocer anteriormente, s 12 nscesidad
‘evidente dqlfiltracidn o clarificacién costora y retardada.
Los faétorés importantes que ayudan a ser esto posible son

los siguisntes:

1. Todos los ingrsdientes nutritivos son:aa$ncial-
mente Solubles en agud 0 Se convierten en esencialmsntéisolu
bles en agua durente la fermentacidén o antes de 1a iﬁyéccidn:

2. Se mentiene asepsia absoluta durante ia‘fer—
mentacidén y se afiade de preferencia un bactericida al final

"de la fermentacidn.

3. De preferencia no se usa agua dura con altas
conéentracionés de iones de calcio como la reposiciéﬁ para el
medio de fermentacidn. Los niveles bajos da ionee dé calelo
(de menos de aproximademente 100 miligramos por litro}-de_
preferencia menos de aproximadamente 60 miligramos por liﬁro)
pueden secusstrarse mediants la édieidn de un agente ds quela-
cién t8l como dcido etilendiamintetraacgtico o ds preferencia
deido cltrico. _ |

4, las cantidadesrde iones de manganeso pueds li-
mi tarse para évitar la formacidn de cristal contaminante y la

. precipitacidn de las sales de calcio y fosfato insolubles (tI-
picamante de aproximadamente 0.75 & 60 partes por millda, do

preferencia de 1.5 & 2.4 partes por milldn).
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5. ©Se controlan las cantidades de hierro vesti-
glal para evitar la'formacidn de cristaleé contaminantes y
la precipitacidn de las sales de fosfato y calcio insolubles.
Es importante para el prdcedimiento de la presen~
te invencién 1a incorporacidn de los Biguientes ingredientes
para activar el crecimiento rdpido de las cdlulas y pera aumen-
tar el rendimiento de xanteano mientras que 8e lograu Jas solu-
ciones de control de movilidad desezdas que eSsnc iaiméﬁte no
tienen materia insoluble con un tamafio de particulas éayor do
aproximadamente 3.0 micrones.
1. Calcio quelatado - de aproximadamente 1 & 200
partes por.milldn, de preferenciarde aproximadamente 40 a 60
partés por milidn.
2, Hierro vestigial - tIpicaments de aprox mada~
mente 0.25 a 20 partes por milldn de prefefencia ‘de 0.5a 8
partes por milldén. - | .
. 3. Acido ds ciclo Krebs - de aproximadamsnte 0,1
a 10 gramos por litro de preferencia de aproximedamente 1 gra-
< mo por litro. I
' Se afiaden contidades vestigiales de iones de ma-
ganeso y ferroso en forma de sales taleé como MnSO4.H20.
¥nCl,, FeS0,.TH,0 ¥y FaClz“
Mediante dcido de ciclo Krebs se quiers dar &
entender un dcido asimilable que se selecciona del grupo que

consiste de dcido cftrico, dcido oxaloacético, dcido limdlico,
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deido fumdrico, dcido suceinico y dcido oxalosuccinico. El de
do cis-aconiticé 68 un dcido de ciclo Krebs que no es til pe-
ra el procedimionto de esta invenéiGn. El 4cido preferide ss
el dcido cftrico debido a su eficiencia adicional como un agen
" te Bacugstrante para los iones de calcio. El dcido eftrico
- puede incorporarse en ol medio de fermentacién a una concentre.
cidn de aproximadamente 0.5 & 2 gramos por litro, de preferen-
cisa a aproximadamente 1 gramo por litro. o

En le prdctica ds esta invencidn, un mgéio de fer-
mentacidn apropiado se inocula con un organismo dal génaro
Xanthomoras. El medioc de onoculo puede ser el caldo Y# (Difco
o un madio que contiend glucose cruda (cerelosa), fosfato. de
sodio y de potasio, sulfato de magnesio y cualasqgiera de una
variedad de fuentes orgdnicas de nitrdgeno, tales ébmo 8l pro-
ducto de digestidn enzimidtico de frijol de soya (Péptoné de
" Soya Tipo T, Humko-Sheffield Chemical Co.) o ua producto de
digestidn enzimdtico de caseina (NZ-Amina YT, Humko-Sheffisld
Chemical Co.). Dsspuds de la propagacidn aerdiica durante
aproximadamente 30 horas a femperatura de 28°C. una alicudta
se¢ traslada a un fermentador para sl inoculo de seguﬁda atrapa.

Hay presente un carbohidrato apropiado en el medio
mitritivo a una concentracidén de aproximadamente 1 & aproxima-
damente 5 por cionto en peso. Los carbohidratos apropiados in.
cluyen, por ejemplo, glucosa, sucross, maltosa, fructoea, 1a§~

tosa, melaza de remolacha invertida trateda, amicar invertida,
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almid6n adelgado filtrado de calidaé supsrior o mozclas de

estos carbohidratos. Los carbohidratos proferidos son glucose,
maltosa, fructosa, hidrolizados de almidén filtrados o mezclas
de los mismos. - "

| El nitrégeno inorgdnico estd presente en el medio
mtritive a concentracion de aproximadameonte 0;02 a aproximada-
mente 0.35 por ciento en peso, de preferencia de 0.0?ug—?.ZS
porrcionto en peso. El nitrato inorgdnico es8 la fuenﬁa'éo ni-
trégono preferida; el nitrato de amonio a aproximadamente 1 gra-
mo por litro, nitrato de sodio & aproximadamente 2 gramos por
litro o nitrato de potasio & aproximadamente 2.4 gramos}bor
1litro, pueden usarse aeimismo. La fuente de nitrdgeﬁo preferida
en asto asi como 61 medio de produccidn es inorgénica. Sin em-
bergo, las fuentes do nitrégeno orgdnicas puaden tembidn wtili-
zarse adn cuando acentdan 12 formacién de una célul&.grande de
Yanthomonas cun la condicidn'que £e mantonga el rGQuiSifq total
de una exoncidn considerable de matwiales insolubles con un
tamafio de partfcula mayor de aproximadamente 3 micrones.

El magnesio en la forma deVMgSO4.7H20 ¢ sales do
epsom, dé 0.1 a 1.0 gramo por litro, se afiade junto con ionss
de mangsneso y hierro vestigiales. Un agente de quelacidén tal
como el dcido etilendimmintetraacdtico o de preferencia el &ci-
do cftrico que funciona como un 4dcido de cielo Krebs de promo-
cién de crecimiento y un agente secuestrante para cualquier

celcio presento, puede afiadirse asimismo.
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Se afiaden cantidages suficientes do los fosfatos
de mono- y di-potasio para amortiguar el medio & un pH de apro-
ximadamente 5.9 & 8.5, de preferencia de 6.0 a 7;5. Despuds
‘de la propa;acidn agrébica durante aproximadamente 20 a 40 horas
e tempsratura de 24° a 34°C., de praferencia de 28° a 30°C.,
una alicudta se traslade & un fermentador que contiene el medio*
de produccidn. |
El medio de produccidn es semejante en compqsici6n
a aguel del medio de indculo de segunda etapa-con 1arexcepcidn
de gque se usan deo prefefencia fosfatos de sodio on vez de los
.fosfatos de potasio debido & sus costos mds bajos y se aflade
‘una cantidad pequefia de calcio en la forma de una sal ﬁor e jem—
plo clorurc de calecio o nitrato de calcio u éxido tal como cal-
. para aumentar el rendimiento de xantano. Ia cantidaé-de calcio
que s8¢ afiade depende de la cantidad de calcio presenté gn ol
agua usada para la reposicién del medio, la'fuente dé»ﬁitrégeno
usada y la espscie y cepa del organismo de Xanthomonaé emplsado.
Cuando. se usa nitrato de sodio o nitrato de potasio, en vez de
nitrato de amonio, se requisrs menor cantidad de calcio (apro-
ximadamente 27 partes por millén). Pueden también usarse como
el medio de reposicidén el agua desionizada, agua destilada o
agus que contiene menos de aproximadamsnte 20 partes por milldn
de calcio y otros cationes de fosfato capaz de precipitersa.
Los iones de calcio pueden afisdirse a una concentracidn desea~

da. El papel de los -jones de calcio para acentvar la produc-
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cidn de xanteno es uno importante pero ee crftico para el
procedimdento de la presente invencidn que se impide 48 la
precip?tacifn de los cationes de calecio excesives y los otros
cationes tales como las sales de fosfato insolubles. Esto se
logra, cuaﬁdo se desea, mediante la adicidn de un agonte do
quelacién tal como decido etilendiamintetraacdtico o cualquior
otro compuesto apropiado conécido por aquellas perso%ﬁgfbxper~
tas en el ramo, a una concentracién milimeler de aproximadamen-
te 1 & 20, de preferencia una concentracidén milimolar dg 2 a 8.
El pH del medio de fermentacidn as bastante impor-
tante para el crecimlento apropiado de las bacterias dna
Xenthomonas. La gscala preferida es de aproximadamente 6.0 &
7.5. El control del pH dentro de esta sscala sa puesie obters
medieante el uso de un cdmpuaato amortiguador tal como el foo-
fato de dcido de disodio. El dcido etilendiamintetrazcdti.co
0 cualquier otro agente de quelacién apropiado se afiade tam-
bién en la solucidn amortiguadora que se utiliza para el control
del calor del pH para impedir le preeipitacidn delos iones de
caleio introducidos en el agua usada para 18 reposicidn del me-
dio como las sales dg calcio.inéolubles. El pH de preferencia
se controla durente el ciclo de fermentacidén mediante la adi-
cién de una Bolucidn de hidréxido de sndio de potasio lo cual
tiene ventajas adicionales para disminuir la viscosidad del
caldo sin afectar el rendimiento del xantano y la eliminzcidn

de la necesidad de la quelacidén de 1a solucién amortiguadora.
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A fin'da 6btener una fermentacidn rdpida, és esen-
cial que haya una cantidad correcta de oxigeno disponible para
el crecimlento del cultivo bacteriano. El msdio de fermenta-
cidn so aerea para proporcionar suficiente oxfgeno para pProdu~
eir un valor de oxidacidn del sulfito dentro de la sscala de
aproximadamente 1,5 & aproximzdamente 3.5 milimoles de ox¥geno
ror litro por minuto. Una descripcidn del valor de: oyidacldn
de sulfito se da a conocer en Industrial Englneermb Chemlstry
36s 504 (1936). El valor de oxidacidn de sulfito es una me-
dida del régimen de absoreidn de oxfgeno en el fermentador ba jo
las condiciones de ag1tacidn ¥y asreacidn empleadas.

La fermentacidn ss deja continuar a temperatura
de aproximadamente 30°C. hasta que el caldo tiene una conecenira.-.
cién de xantano de por lo menos aproximadamsnte 100 partes por

m1lén, de preferencia por lo menos aproximidaments 3 O por
ciento ¥ mas, de preferencia por lo menos aproximadamente 1.4
por ciento (de 30 a 96 horas)., las viscosidades del culdo tf-
picaments son por lo menos de aproximadamente 4,000 unidades
Cnetipoise y de preferencia de aproximadamente 7,000 unidades
Centipoise,

Es deseable matar todas las células microbianas
mgdiante la adicién de un bactericida tal como formaldehido,
glutaraldehido, fenol o fenol substituido tal como cresol o
hidroxibanceno o un fenol polihalogenado tal como Corexit

~ (Exxon Corporation), o cualquier otro agente de conservacidn
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bien conocido en el ramo. EL agente de conservacién prefori-
do es ei formaldehfdo a una conceantracidn de aproximédamente
200 a 10,000 partes por milldn, de preferencia de aprdximada-
mente 1000 a 3000 pattes por millén, que puede affadirse al cal-
do de fermentacidn finel antes o durante el almacenzmiento.

El procedimiento de esta invencién trabeja hien
para ﬁnchaé especiaes da bacterias deVXanthomonae. ;@siespacies

" ilustrativas incluyen Xanthomonas phasgoli, Xanthomonas

malvacearum, Xenthomonas carotas, Xanthomonas begonizs,

Xanthomonas incanse, y Xanthomonas vesicatoria, La especio pre-

’

ferida es Xanthomonas campasiris,

La prueba ds filtrabilidad Milliporé es ;ﬁ procedi~
miento experimental que mide el régimen de flujo a través de un
filtro Millipore (tamafio de poro de 0.45 a 3-0,microna$) como
una funecién del volumen bajo una presidn constante d§.?.812 ki~
logramoe por cen#fmetro cuadrado magnoméirica. La’f@iaci6n de
filtro es la relacién del tiempo para recoger 1z cuarta parte
dé los 25C: mililitrbs’de la sBolucidn de control de movilidad
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 solucién no tiene tendéncia a obturacidén.

Una solucidn de control de movilidad aceptable tiens una rela-
cién de filtro de 1 a 3 (filtro Millipéra de 0.45 & 3 micrones),
de preferencia de 1,7. :

. La relacidn de filtro y el tamafio de filtro -
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¥illipore Geseados para probar una solucién de control de movi-
lidad sspecifica dopenden de la permeabilidad del estrato
‘subterrdneo del cempo de petréleso para el cual se planea el
desplazamicnto del petréleo.

' I1as soluciones de control do movilidad preparadas
de caldos de fermentacién enteros de la presente invencidn,
tiene relacionss de filtro apropiadas para usarse en 12 mayo-
rfalde los 6ampos de petréleo. Cuando los estratos sﬁbﬁérra_
neds son altamente impermeables, dsben omplearss soluciones &s
control de movilidad con bajas relacionss do filtro. Baejo es-
tas circﬁnstancias, los caldos enteros ¢ ne clarificadds de con~
formidad con la presente invencién, de preferancia no tienean
efencialmento materia insoluble con un tamafio de particula
en exceso de aproximadamente 0.65 micrones. Esto pue@é lograr-
ge simplemente almacenando el caldo de fermentacién fiuai en
presencia de aproximadamente 200 a 10,000 partes por ﬁillén de
formaldehfdo durente un periodo de aproximadamente 3 & 4 dfas.
este procédimiento de efis jamiento, contras las células de
Yanthomonas de menera que su dimensidén paqueila no excede de un
tamefio d8 0.65 micronss. Ias células de Xanthomonas son en .
forma de bastén y normalmsnte la dimensidén mds larga de las
células es mayor de 0.65 micrones mientras que 1la dimensién
mds corta de las cdlulas es de aproximadamente 0.4 a 1.0 micro-
'nes. La tempsratura de almacenamiento no es éritica y puede fa-

"riar desde 0° a 135°C., de preferencia de 20° a 45°C, Un recur-



-~ 18 -

80 prdctico'es el almacenamiento & temperatura ambiente duren-
te un perfodo de tiempo guficiente & fin de que el oxamen
microscdpicg revele que las dimensionss .poguefias de las cé-
julas do Xanthomonas no son mayorss de 0,65 micrones on tama-
fo (de 3 a 4 dfas).

Los siguientes datos muestran la influencia 42 los
ingredientes del medio en las relaciones del filtro dé/ias 8011~

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

mentacién afie jados:
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Alternativamente, el procedimiento de afig jamiento,
se afiade un hidréxido de metsl alcalino tal como hidréxido de
- sodio o de potasio al caldo de fermentacidn final a una con-
contracidén he 0.1 & 2.0 por ciento en peéo/volumen, de prefe-
rencia O.Slpor ciento en peso/volumen, junto con una sal de me~
tal alcalino tal como cloruro de sulfato de sodio o de potasio,
8 una concentracién de O a 5 por ciento en peso/voluiren, de pro-
ferencia de 1.0 por ciento en peso/volumen. La sal vreferida
es el clorurc de sodio. E1 caldo se calienta bajo ungﬁatmésfera
exenta de oxlgeno (v. gr., nitrégeno) a una temperatura de 55° a
121°C. de preferencia de 85° a 95°C, E1 tiempo de calentamiento :
no 86 critico y puede prolongarse durante varias horas. Un p&=
riodo de tiempo préctico es el 1. 2 30 minutos de pr?ferencia da
aproximadamente 10 minutos. El caldc se enfria a femperatura
ambiente y se ajusta & un pH de 3 a 12, de preferencigrﬁn pH de
T, con un dcido tal como dcido clorhfdrico. Este tratamiento
térmico alcalino hidroliza las cdlulas bacterianas sin afoctar
el contenido del xantano., Ia desacetilacidn del xamntano ocurres
durante este procedimiento y el producto desacetilado es bas-
tante apropiado pars usarse en la recuperacidén de petréles.

E]l caldo de fermentacidn apropiadamente afie jado o
tratado térmicamente en forma alealina se diluyé por lo goneral
con agua o salmuere hasta una concentracién de xantano de apro-
ximadamente 400 & 1000 partes por millén para usarse en la re-

cupsracién de petréleo mejo_rada., Opcionalmente, puede afiadirse
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un surfactante para msjorar la recuperacidn de petréleo.
Los surfactantes representativos incluyen vafios sulfonatos
rdé petréleso bien conocidos por aquellos expertos en el ramo
de recupsracidn de pstréleo. .

Quedard comprendido que pueden haber condiciones
y factores que hagan imprdetico o costoso el transporfe ds gran-
des voldmenes do caldo de fermentacién para inyectarse en 1los
depésitos que contienen petréleo. Para este objetd;fée Pro-
porcions una composicidn espscial. Al caldo tratadoe térmica-
mente en forma alcalina, que se ha descrito anteriormente, sSs
aﬁadé un solvente miscible en agus tal como metanol. stenol,
acetona, alcohol de Wtilo terciario, o isopropanol. sn ceatidad
suficiente para precipitar la gom2 de iantano que &e Separa me—
diante enetrifugacidn o filtracién y se seca. Bl solvente mis-
cible en agua preferido es isopropancl a una concentrécién de
20 é 75 por ciento en peso/peso de preferencia de 387§or cien-~
to en ﬁeeo/peso. La reconstitucidn con agua o salmera hasta
 una concentracidén de xantano ds 100 & 3000 partes por millénm,
proporciona una composicidn para la raecuperacidén de petrdleo,
mg jorada que es comparable en funcionamiento con aqueila de
caldo de fermentacidn entero diluide. Durante el procedimisnto
de 1a re-disolucidn, es importante proporcionar un esfuerzo
cortante suficiente para ocasionar una dispersidn adecuada del

polisacdrido y para impedir la formacién de aglomerados.

PROCEDLMIENTOS DE PRUEBA
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Prusba de Filtrabilidad Millipore

_ Se preparan 1000 mililitres de un2 solucidn de
xantano de 750 partes por m116n en 500 partes por milldn de
una solueidn de eal (10:1 - NaCl:CaCl,) de la ciguiente maners:

En un mezclador de tipo Waring pquipade con un roos8-
tato, sa mide una cantidad de caldo suficionte (baséndese en el
contenido de xantano) para proporcionar 0.75 gramos da sélidos
de xantano. Se diluye de 1 & 6 con una solucidén de mal. Esta
‘mezcla Be somete & esfuerzo cortante de 12 siguiente manera:

. 40 por ciento de energla/2 minutos
' 60 por ciento de energla/2 minutos
80 por ciento de energfa/2 minutos .
Dilﬁyasa en un mezclador hasta 750 paries pox mi11én
de xantanc y somdtase a esfuerszo cortante a 40 por c;onto de
la energie durante 2 minutos. (La solucién se use taumidn bara
la determinacién de la viscosidad.)
Use un2 instalacién experimental que perzita quo
el régimen de flujo & través de un disco de filtro Millipore
(47 milfmetros, temafio de poro de 0.45 & 3.0 micrones) como
una funcidn del volumen bajo una presidn constante de 2.812 ki~
logramos por centimetro cuadrado manomdtrica. Use un depésito
que acomode > 1000 mililitros.
Cargue el depdsito con un 1i%ro de la solucién de

xantano (750 partes por m1lén). Gradde la presidén a 2.812
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id logramos por centimetro cuadrado manométrica. Abra la vdl-
vule y comience & registrar el volumen del meterial filtrado
v ol tiempo (ssgundos).

. tiempo pare recoger la cuarta parte 250
mililitros de solucidn

Relacidn-de Filtro = tiempo para recoger la primera parte de
los 250 mililitros de la solucidn

Detarminzcidn de Viscosided

Mida la viscosidad con un viscosimstro sigdroeléctri-
co Brookfield, modelo LVT, usando un adaptador UL, lida la
teriperatura & 25°C. & § y 12 revoluciones por mnuto. L& vis-

cosidad se sxpresa en unidades centipoiss.

Determinacidn de Xantano

Bl xentano altamonte purifibado contiene aproximada-
~mente 18.4 por ciento de dcido glucﬁrdnico. El deido glucord-
nico en las composiciones de xantano se determina en ausencia_
de formaldehfdo y sin borato a temperatura de 100¢eC. medianﬁe
8l método de Knutson and Jeanes, Anal. Biochem., 24 470

(1968); ibid., 482.

: 4 de-Acido Glucordnico x 100
% de xenteno =

18.4
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EJEMPIO I

[Les célulae de Xenthomonas campastris de un cultivo
en tubo in;linado de agar YM se trasladaron a 300 mililitros
do caldo YM contenido en un matrasz Fernbach de capacidad de
2,8 litros y se agitaron en un agltador giratorio durante apro-
ximadamente 3L horas & temperatura de 280C, Una alicuéta de
o5 mililitros gs trasladd a un matraz Fernbach de 258 1itros
que contenfa 500 mililitros de un medio de la siguisnts compo-

sicidn:
Ingredients Gramos/.itro
Glucosa-fructosa (Isosweet 100, _
sometido 10.1
Corn Products) geparada—
nente & 25.T
Glucosa cruda (cerelosa) autoclave
) =
MgS0,, . TH,0 : . 0.10
MnSO4.7H20 0.03
FBSO4.7H20 . 0.01L
Acido cftrico anhifdre ' 1.0
KQHP04 : : 4.1
KH2P04 . : 0.69

_ La cerelosa y ol Isosweet 100 se disolvieron en
agua destilada y se sometieron a sratamiento en autoclave.

El resto de 1os ingredientes se combinan, se ajustan & un pH

do 6.4 y se sometea a tratamiento en suteclave. Los materiales
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somotidos & tratamiento en autoclave separadamente se combinan
luego.

Después de agitarse a temperatura de 280C. durante

aproximadamente 33 horas, una porcién de 200 mililitros se tres-

leda & un fermentador ds capacidad de 4 litros, agitado mecdricst

mente que contiens 2 litros del medio: _

Inprediente Gramos/liiro

Cerelosa . ' ' 25.7
\\\i:::::>_sometidos a tratamiento .
Isosweet 100 en autoclave separadamente 10.1
NH4NO3 3 | 1.0.
MgSO4.7H20 7 . : 0.10
FeSO4.7H20 , O’Ol,
Acido cftrico anhidro o 1.C-
NaZHPO4 3.34

Les azdcares disueltos en 300 mililitros de agua
se someten sgparadamente a tratemiento en autoclave. El res-
to de los ingredientes disueltos en 1700 mililitros de 2gua 6o
sometieron a tratamiento en autoclave y las dos solucionos s»
combinaron luego. La aereacidn se efectda a un régimen para

proporcionar de 1,5 & 3.5 milimoles de oxigeno por litro por

minuto. ILa fermentacién se lleva a cabo a tempsratura de 30°C. [

LBl al S8 Sl S S




- 28 -

durante 48 horas a travée de cuyo parfodo de tiompo sl pH del
medio se mantiens entre 5.9 y 7.5 mediante la adicidn de una
solucién amortiguadors de fosfato de gsodio constituida con agus
4o 1a 1lave. El dcido etilendiamintetraactico se afiade tan-
bidn & 1a solucidn amortiguadora de fosfato de sodio para impe-
dir la preclpitacién de las sales de fosfato de calcio. Al fi-
nal de la fermentacién, la viscosidad del caldo es de :} 7800
unidades Centipoise (a 6.27 segundos -1 de regimen de esfuerzo
cortante) y el rendimiento de xantano es de > 1.5 por ciento.
Una solucidn de control de movilidad tiens una re-
lacidn de filtro de < 1.7 (filtro Millipore de 3.0 micrones).
Une solucién de control de movilidad que Be prepare
a partir de caldo de fermantacidn entero aflejado dursnts 4 afas,

tiene una relacién de filtro de < 1.7 (filtro Millipors de 0.65

i crones).

BJEMPLIO IT

Se repitié el método del BEjemplo I emplsando los

eiguientes modios de fermentacién:
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¥edio de Inoculo (primera etapa)

- Acido cftrico amhidro

gramos/11itro

Ingrediente

-Cerelosa. / 10.0
(NH4)2HPO4;E 2.0
KH2PO4 1.0
MgSO4.7H20 0.5
Nz-Amina YT ~ pH - 7.0 11.0

Medio de Inoculo (segunda etapa)

Ingrediente gramos/1i 7o
D-Glucosa tratada separadamente 27.0"

~ D-Fructosa en.autoclave 3.0
,NH4NO3 1.0
MgSO, . TH,0 0.10 . -
MnSO4.H20 0.035 .
FoSO4.7H20 0,01
Acido Citrico anhidro 1.0
K2HPO4 4.1
KH2P04 pH -~ 6.4 . 0f69

Medio de Produccidn

: Inggediénte gramos/litro

D-glucosa 27.0
tratado separadamente

D-frutoss en autoclave 3.0

1.0
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(continuacién) ,

Ingrddiente ' gramnos/1itro
N MO - 1.0
HgS0 , + TH,0 0.10
Mn804.H 0 0.03
FGSO4.7H2 0. Ol ]
0201, 28,0 ' 0. 2o
NaZHPO4 pH - 6.4 3. 34

La fermentacidn se lleva a cabo tal como en 3l Bjem-
plo I, con resultados comparables, con la excepclién &a que el
ajuste del pH se efectya con una solucidén de hidrdxide de aodio

gin la adicidén simultdnea del dcido etilendiamintetraacético.
EJEMPIO III
Sa lleva a cabo una fermentacidn en upa epcala de

la siguiente manera:;

Medio de Inoculo (primera etapa)

Ingredients ' gramog/1itro
' Cerelosa ' : : . 110.0
(NH, ) HEO, . 2.0
KH2P04 ‘ 1.0
MgSO4.7H20 ' 0.5
Nz-Amina YT - 11.0

pH - 7.0




-3 -

El medio se distribuys en porcionss de 500 milili-
tros en dos matraces Fernbach de capacidad de 2.8 litros.
Despuds ds someterse a tratamiento en una autoclave y de en-
friarse, los matraces se inoculsn con cédlulas de Xanthomonas
campestris. Despuds de agitarse durants 30 horas a tempe-
ratura de 28°C. los dos matraces ee combinan y se usin pe-
ra inocular un fermentador de capacidad de 757 litrosrque

contiene loe siguientes ingradientes emn 378.500 litroe del

medio:
Medio Ge Indculo (Sepunda Etapa)

Ingrediente Centided (Kz.)
"Cerelosa ' ; 4.540

(NH, ) HEO, ,_ - 0.908

K P04 ' - 0.454

Sales Epson 0.227
NZ-Amina YT : . 4,994

pH - 7;0

El medio de fsrmentacidn se agita con un agitador
mecdnico y S aerea para proporcionar de 1.5 2 3.5 milimo-
les de oxfgeno por litro por mindto. Se afiade wna solucidn

de hidréxido de sodio & intervalos para mantener el pH a un
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valor de 6.0 a 7.5. So afiade aceite de fri jol de soya para
controlar la espumd excesiva., Despuds de eproximadamente 48
horas de fefmentacidn, un volumen suficiente para proporcio-
nar un indculo de 5 por ciento en volumen/volumen se traslada
a un fermentador de capacidad de 7,570 litros que contiene

3,028 litros del medio de la siguiente composiecidn:

Medio de Indculo (Tercera Etapa)

Ingrediente ' Cantidad
NE,NO (solucidn al 50 por ciento) 5.034 Litros
KHPO, . 12.485 Kg.
Sales Epsom . ' 306 gramowu -
MnSO4.H2O 94 gramos
FeSO4.7H20 30.5 gramos
Cerelosa ) : | 79.450 Kg.

) tratados en autoclave, .
Isoswest 100geparadamente 31.780 Kg.

Acido cftrico anhidro 3.064 Kg.
' pH - 7.0 .

Despuéds de fermentarse bajo las condiciones ante-
riormente descritas durante aproximadamente 31 horas, Be tras-
lada un volumen suficiente para proporcionar un indculo de

10 por cisnto en volumen/volumen a un fermentador de capaci-
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dad de 7,570 litros que contiense 4,542 litros del siguien~

te madio:

Medio de Produccidn

Ingredients
Cerelosa ;
tratados en autoclave,
Isosweet 100 ) separadamente
NH4N03 (solucidn al 50 por ciento)
Cal hidratada
Acido eftrico anhidro
NaZHPO4
NaH2P04
Sales Epsom (Mgso4.7H20)
MnSO4.H20
FeSO4.7H2O

pH - 7.0

. Cantijad

134.é3S Kg.
53.118 Kg.
T7.570 Litres
0.331 Kg.
4.546 Kg.
15.209 Kg.
3.176 Kg.
454 grauos
141 gramos
45.4 gramos
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Xanthomonas en un medio nutritivo acuoso, cuyos ingredien-
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' Los puntos de invencidn propia y nueva que se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que se reco-
gen en las reivindicaciones siguientes:

12.~ Un procedimiento para la recuperacidn de pe-
tréleo crudo de una formacidn subterrdnea petrolifera, en
donde una solucidén de control de movilidad que contieie ﬁn
coloide hidrofilico se inyecta en la forﬁacidn, caracheriza
do porgue se inyecta en la formacidn una solucidn de con-
trol de movilidad que contiene un caldo de fermentacidn,

obtenido o bien fermentado aerdbicamente un organismo

tes cénsisten en un carbohidrato, una fuente de nitrdgeno,
de aproximadamente 0,1 a 10 gramos por litro de un 4cido de
ciclo Krebs asimilable, de aproximadamente 1 a 200 partes
por millén de calcio quelado, de aproximadamente 0,25 a 20
partes por milldén de hierro y elementos vestigiales, hasta
que por 1o .menos aproximadamente 100 partes por milldén del
coloide estén presentes en el caldo, mediante lo cual. el
caldo entero producido proporciona soluciones de control
de movilidad de aproximadamente 100 a 3000 partes por mi-
116n de contenido del coloide Xanthomonas que estin esen-
cislmente exentas de materia insoluble y tienen un tamafio
de particula mayor de aproximadamente 3 micrones, o bien a)
fermentando aerdbicamente un organismo de Xanthomonas en

wa medio nutritivo acuoso, cuyos ingredientes consisten de
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| un carbohidrato, una fuente de nitrdégeno, de aprokimadameny
te 0,1 a 10. gramos por litro de un deido de ciclo Krébs asil
milable, de aproximadamente 1 a 200 partes por millén de
calcio quelado, de aproximadamente 0,25 a 20 partes por mi
116n de hierro y elementos vestigiales, hasta que por lo»
menos haya presentes en el caldo 100 partes por milldn del
coloide, ¥ bY!almacenando el caldo durante 3 a 4 dias, me-
diante 1o cuél se obtiene un caldo de fermentacidn que con’
tiene coloide hidrofflico, esenciaimente exento de materia
insoluble cuyo tamafié de partfcula es mayor de 0,65 micras.
o 28, Un procedimiento para la recuperacidn ce gg
trdleo crudo de una formacidén subterrdnea petrolifera; '
. Tal y como se. ha descrito en la Memoria gue anse
cede ¥y péra los fines que se han especificado. . ‘
Esta Memoria consta de treinta y cinco hojas 2s-

critas a miguina por una sola cara.

Madrid, 26.ENE1978
P.A.
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