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�=��
���������>�)��/(������;-��)�$8-�

0I����
�    
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Abstract 

 

 Natural rubber latex is a colloidal material. After tapping from rubber tree, 

coagulation and putrefaction are occurred within 2-3 hours, so an additional of preservative 

into the freshly tapped natural rubber latex is necessary to prevent such the phenomena. At 

the present, the most commonly preservative substance used to prevent putrefaction and 

destabilization of natural rubber latex is 0.3% w/w ammonia in combination with 0.05% w/w 

TMTD/ZnO. However, the use of TMTD has drawback problem about latex discoloring, and 

can generate carcinogen nitrosamines. Moreover, ZnO also affect to the rubber latex by 

reducing the stability of the latex. Based on these problems, the development of new 

preservative substance in order to replace TMTD/ZnO was thus studied. In this work, types 

of bacteria in fresh natural rubber latex, causing destabilization of natural rubber latex, were 

characterized and identified by bacterial test kit. This information is a guidance for finding 

new preservative, which effective preventing the putrefaction and destabilization of natural 

rubber latex with no change of basic properties of both fresh latex and concentrated latex 

compare with those preserved with the present preservative latex. 

From the obtained results, it was found that the main types of bacteria consisting in natural 

rubber latex is Bacillus coagulans, Burkholderia cepacia, Bacillus licheniformis, Bacillus 
cereus, Bacillus subtilis, Serratia ficaria, Bacillus amyloliquefaciens, Brevibacillus brevis, 
Enterobacter aerogenes. New preservative, which can inhibit the bacteria growth in natural 

rubber latex is the use of 0.05% w/w preservative A and 0.3% w/w NH3. Besides, the 

concentrated latex can be prepared by the further addition of 0.025% w/w preservative A 

and 0.3% w/w NH3 into centrifuged fresh latex. In addition, the basic properties of both fresh 

latex and concentrated latex including tensile strength of concentrated latex, preserved with 

new preservative system, were not different as comparing with those of latex with the 

present preservative system. 
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,;<�&���-�����������	
� 

 

 �����>�<�=����
�7����#����-�����
!�����>�)��/(��������-��8&�����-�� j����))�7j�� 

(ZnO) &	� +����+���	7�j
	7P��7��$&�� (Tetra methyl disulfide Thiuram (TMTD)) �
/�-�����6)�

�/(������&	��/(����6��+�:;)�
!��-��-����
�)��������� 

 

�
#�*;��
��� 

 1.   +�:;)�<�=�����6)�&����+�����;+05���+���6)����+�������$�+�8�6)��/(����#������� 

 2.  +�:;)�
!��-��7�����>�)��/(����#���������;7�8+05���=�8)%$�-��&	�7�8�(�-�����
���/(�   

                 ���6��&	�%	��

�J����+���70 &	�-�������>�(�70�
!��-���
�-����
�)���������   

                 �8)707�� 

 

&�
�������/01��-��������� 

 


���)��-�������	
�%�,�=1��/01,�01��-9���
��������/01,
����/
��%�;��,/����

#'��;��,/� ����������	 �,;>�-���������/01,
�� 

 -��������+����/(����#��������
��8�+05�7j'��	��� (Cytoplasm) j<;���)���0���)�

������ +�8� lutoids, vacuolysosomal compartment, plastids, Fre-Wyssling particles, 

ribosomes '��������;6)�&�8	�)���0���)��
��	8����;+��;��6�)�-��	7�&	�+����)	����8�� \ -�

������ �����>�<�=�7��'������<�=�-��	)���	)� (In vitro study) 

 �/(����#�������7����������;�8)�/(���� (lactiferous vessels) >$��
� '��0����/(������;7�	

))�����������8)���������<;���
/���0����� 300-500 ml 6</�)�$8�
�`�$��	 
$��0��+��&	�):;� \ j<;�

������7�	
��-� 2-3 �
;�'�� '�������/(������;+������&6,��
�0Q���;���+���)�����+�������&6,��
�

6)��/(������/�8� spontaneous coagulations �(���
�+�	���;�/(������&6,��
���/6</�)�$8�
�)���
$��6)�

��;�&��	�)� ����+�>���6)��/(����&	�)�������
�&0�):;�)��  

 ����6)��/(����#�������+�:;)+�,��/(��������;����7��������-�)���
$����)� �/(������+������

+0	�;��&0	��
��70���+���'��+���0���w����� 2 )�8�� �:)����+�>���6)��/(����	�	�'�����

���
��
�&6,�+05���)�	)�)�$8-��
/�j��
�&	�����$�+�8�6)��/(����'���
�+��7������	�;�6)��/(������;

+0	�;��70���+�����;���	�;��)����� ��+�����;�(�-���/(����+����
��+��������;��������+	,�\ ��;7�8

�����>�)�+�,�������+0	8���:)��;+�����8� “��������	” ��;��)�$8���#���������;�����>+����+���'�

'������8)��	��������'0���� ���)���'� ����'�7�+��� ���76�
� &	����)������� )�������� ��;
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)�$8-��8��6)�j��
�-��/(����j<;�+�������8)���+����&	���������+����)��j<�+�:;)-�������>

�(��������)�$87�� ���+����)��j<���;&����+��������6</����
/�+05���+�����<;���;�(�-���/(����+������+���

�
�� +�:;)+05����0x)��
����+����
��6)��/(�����<�7��������<�=�����6)�&����+�����;+05���+���

6)����+���0���^������$�+�8��
��	8�� 

 �����������><��	7���;�(�-��+��� spontaneous coagulation 7�� 2 &�� �
���/ 

- �	7���; 1 +05��	7���;+������%	6)�����+05���� (acidity) 6)��/(������;+0	�;��&0	�+�:;)

��;��������6���+	,��8�� \ �(�0w��������
��8��0���)���;+��;�6</� +�:;)�����8����;7�8-�8���-��/(���� 

(non-rubber components) +�8� &����+������-�'��-���/(���	��;��)�$8-��/(����&	��+0	�;���/(���	

+05����j�����)�7�))�7j�� j<;�+�:;)	�	���/(�&	����`�#��+05�����<��(�-���8�����+05����-�8�� (pH) 

6)��/(����	�	�70���� 

- �	7���; 2 +05��	7���;+���������7�'��7	j��6)�76�
��8�� \ ��;��)�$8-��/(����#��������(�

-��0�����6)����76�
�)����+��;�6</� �<��8�%	-������+�>���6)��/(����	�	� )
�+�:;)��������+05�

���6)��/(����+��;�6</� 

����6)�&����+���'���
;�70�����>�(�&��))�+05��	�8�-��8 \ ���	
�=������
�"��

�����7���
���/ 

1. &����+����
/��;(� 

&����+����	�8���/����	
�=��+05�+j		�+���� (unicellular) j<;���&�8�))�7��+05��	�8��8)� \ 

���	
�=���$0�8���
���/ 

1.1 Cocci : +j		�����	
�=��+05�����	� (spherical) ��;��+���%8��$����	��0����� 1 �m 

1.2 Bacilli : +j		�����	
�=��+05�&�8� (rod) 

1.3 Vibrous : +j		���	
�=����;+�����8� curved – rod 

1.4 Spirilla : 	
�=��+j		���+05�&��+�	���7�8�:����8� 

1.5 Spirochaetes : ����	
�=��+05� filament ��;�:����8�&	���� &	�)����	
�=��+05�

+�	��� 

2. &����+����
/��$� 

&����+����	�8���/�����8����;+�����8� filament &	������>+���'���+05� mycelium &	� 

����+j		�+y����(���
�����:��
�#��  
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-�0I����
���/��#�����(�&������6)�&����+����
/������>�(�7���	����#�+�8�  

1. ����(�&��'��-������&���8��-�+�:;)�6)� 	
�=������
�"������� (morphology)  

&	��`�������������� (Staining Reaction) ��#���/�
�-��-�����(�&��&����+���-�6
/�+��;���� '����

�����>�(�&��7����8�� \ ����	�8�������
��j<;���#������)��������:)��;+�����8� Gram-Stained �,+05�

��#���<;���;���(�-������><�	
�=��6��� �$0�8�� &	��	�8�6)�&����+���7�� &�8)�8��7��,�����#���/-���)�

	
�=������
�"�������7��7�8&�8�
��
� �
��
/��<������0�
�+0	�;����#������+�������
��	8���8)70 

2. ��#����+���+	�/��+�:/) (cultural characters) �	
����6)���#���/�:) )��
����+����+���'� 

6)�&����+�����;&���8���
�-�)����+	�/��+�:/)�����8�� \ j<;�+�:/)��;+����+���'��������>�)�+�,�7��

������+0	8� '��)����+	�/��+�:/)�
/���)�$8�	������&	�-����+	�/��+�:/)���(�7��-��	���
���6</�)�$8

�
�����6)�+�:/) j<;�+�:/)&�8	������,��)����)����+	�/��+�:/)&	��
�����;+������-����+����+���'�

�8���
�&	��	
�������+���+	�/��+�:/)&	�� &����+���&�8	������,��+����+���'�7��+05�'�'	��-�)
���

��;�8���
�&	�	
�=��
���)���;�)�+�,��,��&���8���
� 

3. ����(�&��'��)��
� Biochemical Reaction ����(�&����#���/-���
�&����+�����;7�8 

�����>�(�����(�&������ 2 ��#�&��7�� '��)��
�0w�������������+��� ���
�)�8��+�8� �����
�+�:/)

'��-��&�	8�6)�����'�7�+�����;&���8���
� '����#���/��)��
��	
���� ���+������6</�����8��

&����+����
��/(���	&	�-�����+0	�;����6)�)����+�+�)��+05��
��
����+0	�;��&0	� )��������<;���;

�����>-�������
����+��� Biochemical reaction 7���:)�����������j��;+���6</�'������
�����

P)�)���� +05���� 

4. Antigenic characters ��#���/��+05���#���;�����>�)��0�����&	�����6)�&����+���7��'�� 

)��
�0w���������;+�����8� antibody reaction '��0w���������;+���6</���+05�0w�������+y���+�:;)����

&����+���&�8	� species ���� antibody ��;&���8���
��(�-��+���0w���������;&���8���
�  

5. Typing of Bacteria : Bacteriophage Sensitivity ��#���/-���
�&����+���+y����	�8���;+05�  

pathogenic +�8��
/� 

6. Animal Pathogenicity ��#���/��-���
�&����+�����;�8)-��+���'����:)+����+���'�7��-� 

+�:/)+�:;)6)��
��� 

7. Antibiotic sensitivity ��#���/+05�������)����+����+���'�6)�&����+���-����)������; 

�� antibiotic &	� chemotherapeutic agents -�0������8�� \ �
�%��)�$8 

 �����#�����(�&������6)�&����+�����;�	8�����
/���� &�8	���#����(�&��&����+���7���8���
�

�
/���/6</�)�$8�
��
�>�0��������;��)�����<�=� ��#���;�����+	:)�-��-�������;��)������������6)�

&����+�����8�� \ �:)��#���; 2 +����+05���#���;7�8��8����&	������>�(�7��-���)�0w��
�����'��+���

�8�-���8����)���;���+�:;)+�����
���#�):;� \ 
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 ���������
�):;� \ �����	���+�����;%8�������8�����������+�:/)&����+���-��/(����j<;�)�$8-�

�	�8�6)� Micrococcus luteous &	� Aerobacter aerogenes j<;������>+���+	�/��7��-�)����+	�/��

+�:/)���� nutrient agar 

 )�8��7��,��� �
�7�8������<�=�+��;���
���+���6)�����8)-��+�������$�+�8�6)��/(����

#��������8�+������&����+����	�8�-� �
��
/��<�+05�0��'����)�8����;��(���
�����<�=��	�8�6)�

&����+�����;)�$8-��/(�����8�+05�����-� +�:;)�(����
!��0�������-�����+�����;+05� Bactericide ��;

+�������8)����
��
/�����$�+�8�6)��/(����#�������  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-�0I����
���������/(����6)��������������+������>�)��/(���� �:) &)�'�+����8���
�

6)�%������8��j����))�7j��&	�+����+���	7�j
	7P��7��$&�� +�:;)�
�=��
��6)��/(������ '����

%	�(�-���/(����7�8+�������
��
�&	�0x)��
��	�;�+��,��8)���;���8�70�
�'�����)���������%	���/(�

���6�� &�8)�8��7��,������+�����;-���
���6�)+���+��;���
�����+05���=��;+05�)
������8)%$�-��  

 

 

 

A B 

��;/01 1   A �/(��������;����7��������    B �/(�������	
������/�7����;)���
$����)�+�	� 2 �
� 
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�(���
����>�)��/(������;����������
���
���/ 

1. ��������������>-�����(�	����:)�
��
/����+����+���'�6)���;��������6���+	,��8�� \ 7�� 

2.  ��������������>+��;�����+�>���6)��/(����7��'�� 

-+��;�0����7PPx���;%��������;)�$8����8��%��)��
������
��
/�j��
� 

-+��;����������>-�����
����6)�'�+	��	6���-��8��;�)��/(� (Hydrophilic    

macromolecules) ��%��)��
����� +�:;)-��+�������+�>���+�:;)��������+����   

(steric stabilization) 

- +��;����������>-����7�+���
�6)�'�+	��	�/(���;%��)��
�����7�� 

3. ��������������>-����	������8)�7�6)�7)))�6)�'	�����������;��+����+	,���)�-�

�/(����'��+y���)�8����;�7)))���;��0���������� '��)�����8��-��+�������(��
���:)�����)�

'	���8�� \ -��)�$8-��$06)�+�	:)��;7�8	�	���/(� '����6�)�$	�8� 

- 7)))�6)�'	����������������(�+05��8)���+����+���'�6)���;��������6���+	,� 

             -��/(���� j<;��(�-���/(�����
��
�&	�+�������$�+�8����	�;�+��,� 

 - 7)))�6)�'	�����������%	�8)����+�>���6)��/(����'��+y���7)))�6)�    

    &����+j��� 

4. ��)�7�8+05������;+05�)
������8)�
/��/(����&	�%$�-���/(���� 

5. ��)�7�8�(�-���/(������:)PQ	�����+������+0	�;���� 

6. ��)�7�8�(�-���/(�������	�;� 

7. ��)�7�8�������;��������������%	���/(����&	�%	��

�J�����/(���� 

8. ���������7�8&��&	�)�$8-��$0��;�8���8)���-����� 

 �(���
�������;��;�(��
�6)�&)�'�+�����;+���	�70-��/(�������
���/ 

1. �(�	��&����+��� (bactericide) 

�������<�=�6)�'	�� (Lowe ���8�0�����&)�'�+�����;�����8� 0.35% '���/(���
��8)�/(�  

��
����(�-��&����+����������+����+���'� &�8>��-��0�����&)�'�+�����;��)���8� 0.05% '��

�/(���
��8)�/(���
� �	
�+05�����8�+�������+����+���'�6)�&����+���&	���;����+6��6�� 0.1% '��

�/(���
��8)�/(���
� ���8�)
������+��;�&	����	�	�6)�&����+���+�8��
� 

2. �(�������;+05��8���
�=����
�����+05����-�8��6)��/(���� 

3. �8��-���������)�7)))�6)�'	��������� +�8� &����+j���7)))� (Mg2+) '���(� 

0w��������8���
�))'�P)�+P�&)�7)))� (orthophosphate anion) 7��+05� &����+j���&)�'�+����

P)�+P� (magnesium ammonium phosphate) ��;�����)�	������)��
�������������;0�0���

-��/(���� 
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�)������/&)�'�+����
�+05����+�����;��+��7���8�� �<��(��
�7���8��&	�7�8+05�)
����� 

�8)���=������
�>��7�8�$���+6��70-�0�������;�����:)�
�%
����	�	��&)�'�+�����;+6��6�� �(���
�

�/(������:)PQ	�������7�8+������+0	�;��&0	��� 

 �(���
�6�)+���6)�&)�'�+�����;-��+05����>�)��/(������;�(��
� 7��&�8 

1. �(�-���/(�������	�;�y��&����� 

2. &)�'�+�����%	������8)���������%	���/(����6���:) �(�-���/(������:�6</�  

+�:;)����7���)�7j��7)))� (OH-) ���&)�'�+����(�0w��������
����0���)�j����-��/(���� 

'��+y���j����))�7j�� �	��+05����0���)���;7�8	�	���/(� �(�-��������:�6)��/(����+��;�6</�  

 

 �)����&)�'�+���&	���
������>�)��/(����)���	������7��&�8 

1) Pentachlorophenate 

 

 

 

 

 

 

 

Pentachlorophenate >$�-��+05����>�)��/(�����
/�&�80� �.�. 1938 '��-���8���
�

&)�'�+��� +�:;)����+05� bactericide ��;����� '��0�������;-���:) 0.2% w/w sodium 

pentachlorophenate �8���
� 0.2% &)�'�+��� &�8-�0I����
�����
���/�
��8�+05������;+05���= �/(����

��;�
�=��
����������
��$8��/��������;+0	�;��70 +�:;)+�,��/(����7��+05�+�	���� 

2) Zinc dialkyldithiocarbamate 

�
�-���8���
� 0.2% w/w &)�'�+���, 0.1-0.2% w/w Zinc diallyldithiocarbamate &	� 

0.2% w/w lauric acid 

3) Aminophenol +�8� ethylenediamine tetraacetate 

���������/��������;�	
��:)+05� bactericide +�:;)-���8���
� 0.2% w/w &)�'�+��� &�8��6�)+���

�:) �(�-���/(����+0	�;��&0	���+�:;)+�,�7�� ><�&���������������y�
�)����8����+��� ZnO �,��

�����>�8��	�0I���+�:;)���/7���,��� &�8�,7�8����-���
�����
� 

 

 

-O

Cl Cl

Cl

ClCl
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4) Boric acid 

+��;������-�� boric acid -�0� 1960 '�� Sekaran &	� Morris '��-���8���
��
� 0.2% w/w 

&)�'�+��� 0.2% w/w boric acid &	� 0.5% w/w lauric acid 6�)��6)� boric acid �:) +05� 

bactericide ��;�� 7�8�(�-���/(����+0	�;���� 7�8��%	�8))
�������
	��7�j���� �)������/ boric acid ��;�

������>$� )�$8-��$0��;������8)���-�����&	��
��
��8�+05����+�����;+05�)
�������)�����8)���=�� 

&�8-����0w��
��7�8�����-�� boric acid &�8�,�
�7�8��+���%	-���;�:��
� 

5) Tetraalkylthiuram Sulphide 

������;-���
������;����:) tetramethylthiuram disulphide (TMTD) '�������#��
��y�
�&����;

�(��
�6)� Ten Brock +�:;)0� �.�. 1959 ��;)���><����-�� TMTD -�0�������;��)���8� 0.5% w/w &	� 

ZnO 7�8�����8� 0.02% w/w �8���
� 0.2% w/w &)�'�+��� -�����
�=��/(����6������&)�'�+����;(� 

(Low-ammonium latex) ��:) LATZ  

�8)�� Calvert 7��������+��)��#����%	���/(������;��0�����&)�'�+�����;�;(������:)��;

+�����8� Ultra low-ammonia latex j<;�7��+��)7�� 2 ��#� �:) 

- ULAZN latex '��-�� 0.10% w/w &)�'�+��� �8���
� 0.08% w/w TMTD &	� 

0.02% ZnO 

- KLAZN latex '��-�� 0.05% w/w &)�'�+��� �8���
� 0.10% w/w TMTD &	� 

0.02% ZnO &	� 0.10% w/w KOH 

+���%	��;�
���)�+���&)�'�+���+�:;)������)�-��-���������)� Mg2+  

6) P)����	��7���&	�&)�'�+��� 

P)����	��7����
��8�+05� bactericide ��;�����&	�>:)�8�����8�&)�'�+������� ���-�� 

P)����	��7���+�:;)�+�)��7	j��/(�����8)�+���&)�'�+���+�����8� McGavack system of preservation 

'��0����������+���P)����	��7��� 0.15-0.2% w/w -��/(������;����7���
���+�:;)�(�	�� 

&����+���-��+�,���;��� ���8��/(���������>+�,�7��7�����><� 15-30 �
;�'�� '��7�8+������-� \ �8)�>$�

�(����8�'�����%	���/(����6�� -�6����;P)����	��7������(�0w��������
�'0����-��/(���� �(�-�� pH 

6)��/(����	�	� �<���)�)����)��(����+���&)�'�+���+�:;)0�
� pH -��+��;�+05�0����� 6 &	���(�

���0I���/(����-��7��+05��/(����6�� &	���(����0�
�0�����&)�'�+��� +�:;)�
��8��/(����������/�� 

colloidal stability ��;����� &	��
����8)����+�,�7����������� &�8�
�7�8��+���%	)#�����8��(�7� 

 )�8��7��,����/(����������/7�8����-��-�)���������%	��'P���� +�:;)�����8�'0����>$�

�(�	�� (denaturation) '��P)����	��7���&	�� �<���%	-�� foaming characteristics 6)��/(����+���

70 
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 7) 'j+����j
	7P�� 

 �
���-��'j+����j
	7P��+05����0x)��
����&6,��
� ��:) anticoagulant '��+���	�70-�>���

��:)
����+�,��/(�����	
��������-��8 \ ��#������/�������-�������;���(��/(�����
��	8�����(�+05�

���&%8�&���&�� pale crepe +�:;)�������(�-�������;�������7�8�	/(� +�:;)����'j+����j
	7P���(�

������;+05��
��
��
/�����(����6)�+)�7j�� '��0�������;-���:)0����� 0.05% w/w 

 8) '0&��+j���7���)�7j�� 

 '0&��+j���7���)�7j��+05����+�����;�(��
�-����-����&��&)�'�+���7��+05�)�8���� 

'��+y����/(����6����;+�����7�������#� Evaporation -��+05��/(����6�� 75% +�:;)������)�-������

��)��8��-������+���/(�-����������%	���/(����6�� �<���)�-��'0&��+j���7���)�7j��&��

&)�'�+��� +�:;)����&)�'�+��������>��+��707������8�����%	��'0&��+j���7���)�7j���
��8�

+05� bactericide ��;�� +�:;)�������
������+05��8����;&�� �)������/�
����8���8���
�=��)		)����/(�

���7�����������&	�0I���+�:;)� thickening 6)��/(�����,7�8��+�:;)-��'0&��+j���7���)�7j�� 

 9) �������):;� \ 

 - Thiobis halogenaphenols +�8� 2,2-thiobis-(4,6-dichlorophenol) �
��8�+05� antibiotics 

��;�� ���������/7���
���������#��
��-�0� �.�. 1962 '�� Graham &	� Taysum '��-��+���� 0.001% 

w/w �/(������;+������������/��7�8�����+0	�;��&0	���><�&��+�,�7������,��� 

 - cis-1-(3-chloroallyl)-3,5,7-triaza-1-azoniaadamantane chloride ���������/����

0�����#�
�������><�&����7�8��)�-���8���
�&)�'�+����,��� &�8+05������;)
���������<�7�8����-�� 

 )�8��7��,����
���������
���;7�������#��
��+��;���
�����
�=��
���/(����'��-�����+�������

�8�� \ )�$8������ �
����	8���8)70��/ 

- 0� �.�. 1976 Palcher; Joseph john 7�������#��
�����-�����0���)�j�	�'��-�

���-��+05�����
�=�����+�>����/(����#�������&	��/(�����
�+������ 

- 0� �.�. 1978 Malaysia Rubber Research Institute 7�������#��
�����-��

���0���)�7�j
	7P�� �8���
�j����))�7j��-��/(������;+���)
	��7	0����� 0.05% 

><� 1.0% '���/(���
� 

- 0� �.�. 1979 '�� Malaysia Rubber Research Institute 7�������#��
�����-�� 

nonionic surfactant �8���
�&)�'�+��� 

- 0� �.�. 1998 '�� Ong, C.O. 7�������#��
�����-�����0���)�+)����8���
��/(����

��;+��� TMTD &	�j����))�7j�� 
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�����;�	8�����
/���� ��+�,��8���������
�+��;���
�����
�=��
���/(����������#�-��8��+05�

+�	����&	�� &�8)�8��7��,������+�����;-���
���6�)+���+��;���
�����+05���=��;+05�)
������8)%$�-�� 

�
��
/�-��
�������0I����
�6)����-�����������+y���&)�'�+�����;-��-�����
�=��
���/(����j<;�

�
���+���-�0����� 0.3 – 0.8% '���/(���
��8)0������ 6</��
�����+�	���;��)����-���
�=��
�� 

'��>��-���8���
������;-��{8�+�:/)&����+�������+����+���	7�j
	7P��7��$&��&	�j����))�7j�� ��

�����>	�&)�'�+���	�7��+05� 0.2% '���/(���
��8)0������   

)�8��7��,�����#��
�=��
���
��	8���
���6�)+��� �:) &)�'�+��������>��+��7���8��j<;���

����+05���=�8)�
/����=��&	���;�&��	�)� �)������/�
��(�-��)�0������:)�8���8�� \ 6)�+��:;)��
��-�

'�����+�������<���8)�7���8�� 

�(���
�+����+���	7�j
	7P��7��$&���
/� �
��8�+05�����8)��+�,�0��+
�7�'��j���� 

(carcinogen nitrosamines) ������<;���;�(��
����j<;��
��8�+05�0I�����;�(��
��8)%$����'
��/(����+05�

)�8����� '���
���>$��(���+05���+���-�������-���/(����#�������	�	� �)������/�
��(�-��

%	��

�J�����/(����+������+0	�;�������� �(���
�j����))�7j���
/��(�-������+�>���6)��/(����+���7��

�8��+�:;)�����(�-���/(������:�6</� '��+y����/(������;�����+���&)�'�+��� )�8��7��,��7����������
�

6)���;0�<�=��������+��������6)����=
���;&���(�+��;���
�����
�=��
��'��-���������-��8

��&�� TMTD -��/(���� +�8� Struktol LB 219 j<;��(�-��0����� carcinogen nitrosamines ��;��)�

���&	��
��8���
�=�����+�>���6)��/(����7���8)�6�������� &	����
���8�� \ 6)�����,7�8�8��70

�����;-������
�=��
������ TMTD &�8)�8��7��,����
�7�8+05���;&��8�	��-�)������������+����

+05����+�����;-��+y������=
�+�8��
/� -�0I����
��/(������;�����+���+����+���	7�j
	7P��7��$&��&	�j�

���))�7j����;�8�))���0�����	�	�)�8��+�,�7���
�+�� '��+y���-�)�����������;���(��/(����70-��

%	��%	��

�J���;%$�-����)�������
�%
�'�����6��-�� +�8� ��������+�,� 6)�+	8�+�,� +05���� 

+�:;)����+�:;)�8���+05���+���-��+���'����+�,�-�%$�-����� 

�
��
/��<�7��������<�=������>�)��/(��������-��8��&�����-�� TMTD/ZnO ��;-��)�$8-�

0I����
� +�:;)-��&��8�	��-�)���������&	�	�����+05�)
�������;���8)%$�%	��&	�%$�-��%	��

�J�

������#������� �(���
�������
���/�
��������-��&)�'�+���-�0�����+�8��
���;-��)�$8-�0I����
�

�8���
����>�)��/(��������-��8 +�:;)����&)�'�+���+05������;��+��7���8��7�8������)�$8-�

%	��

�J� 
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��!0���/$���  

#��/01 1 ��������"��$-�����/0,�0�/01,;>�
�,&#*-�������$,�'�-���� ����!���"�#� 

�
#�*;��
��� 

 +�:;)�<�=�����6)�&����+�����;+05���+����(�-���/(������+����
�� 

��!0/$��� 

- &��+�:/)����/(����#�������'����#� pour plate ��;����+�	��8��\ ������
;��/(�����$�

+�8� 

- &��+�:/)&����+���&�8	�����'����#� streak plate +�:;)�(����&��-��+05� colony +��;��\ 

- �8�+�:/)7����;)���
$�� 37oC +05�+�	� 2 �
� 

- �(�+�:/)&����+�����;&��7�����<�=�	
�=��6)�&����+���'����#� Wet mount (*) 

- �����)�������
��-���������6)�&����+���'�������)���&��&��� (gram stain) (*) 

- �<�=�������)����))�j�+��6)�&����+���'����#� Agar shake method (*) 

- �����)�	
�=������
�"�������&	�&��&%����+����6)�&����+��� (*) 

- Identify &����+�����;&��7��'�������+���������	(��
� DNA ����+����� DNA 

sequences  &	�+����� test Kit  


��	�

� (*) �����������
�����������������������	��!"��
#��$����%��&'#�������
������'��(�����������	)(	
������ DNA sequences ��������� test kit ����*�����*����+-#��������.� 
 

 

��!0������,"=�����/0,�0�	���� ����!���"�#��$���!0 Pour plate 

- �(��/(����#����������(� serial dilution ��;����+�	��8��\ ������
;��/(�����$�+�8�  

- �(�&�8	� dilution (����+6��6�� 10-5-10-6 6)�0�������/(����+��;����) +�	�-� petridish  

- +� nutrient agar ()���
$��0����� 45oC) %���
� dilution 6������'������������70

��-���8��%��+6���
����
�)���� ���
�)�8�-�����y)�70�������� 

- �
/���/�7��������
;�����&6,��
�&	���<��	
����+�:;)0x)��
���-���/(���;�����������	������� 

- �8�+�:/)7����;)���
$�� 37oC +05�+�	� 2 �
� 
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���,#�0����&��,�0���,"=�� Nutrient agar 

1. +�����)����+	�/��+�:/) Nutrient agar '���
;� Meat extract 3 g, peptone 5 g %��-��/(�

�	
;� 1,000 ml ��-��	�	��+6���
���+��� agar 15 g �
/�7P��+�:)�&	� agar �	)�	�	��

��� �����	�-�6�� screw cap medium bottle �(�70�<;�{8�+�:/)-����)�<;������
�7)��;

)���
$�� 121�C �����
� 15 0)����8)�������/� ��� 15 ���� 

2. �(�)����+	�/��+�:/)��;%8�����{8�+�:/)&	��&	���)���
$��	�	���><�0����� 45�C ��+�-�8

���+���+�:/) (Petri dish) ��;0������+�:/)���	� 15-20 ml ��/�7��-��&6,�+�,�7����;)���
$�� 

4�C 

 

��!0������,"=�����/0,�0��$���!0 Streak plate technique 

1. -���8��>8��+�:/)��;{8�+�:/)&	��&��+�:/)700x����%��)�������� (Nutrient agar) -������;+�����

7����;�(�&��8�&�� 

2. 	��+�:/)���&����; 1 (First streak) 

3. �(��8��>8��+�:/)70	�7P 

4. �(��8��>8��+�:/)70	��+�:/)���&����; 1 (First streak) 70���&����; 2 (Second streak) �(�

�8��>8��+�:/)70	�7P 

5. �(��8��>8��+�:/)70	��+�:/)���&����; 2 (Second streak) 70���&����; 3 (Third streak) 

6. +)��8��>8��+�:/)70	�7P{8�+�:/)0	8)�-��+�,�	� 

7. +�,����)����+	�/��+�:/)-��$�+���+�:/))���
$�� 37�C +05�+�	� 2-3 �
� 

 

 

  

                    

 

                      

 

 

 

 
         ��;/01 2 	
�=������(� Streak plate 
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���,#�0��
F�$��$���!0 Wet mount 

1. -���8��>8��+�:/)&���/(���&��	����7	����;��)�� 1 ��� 

2. -���8��>8��+�:/)&��+�:/)����	)�+	�/��+�:/)'����#� Aseptic technique ��%���
�����/(���

�7	��&	��{8�+�:/)���8��>8��+�:/)�8)���;������8��>8��+�:/)	� 

3. 0Q�&%8�0Q��7	��	�������/(� 

4. -�������=j
��/(���;���+����)))� 

5. �(�70�����$�����	�)���	�����������(�	
�6����8��\  

6. �
�+��	
�=��6)�&����+�����;&��7�� 

 

���� �,"=�����	��&��$/$����$���!0 Aseptic technique 

1. >:)�8��>8��+�:/)����8����/��
�&�8�:)&	���/���/6)��:)6�� 

2. �(�-���8��0������+�:/)'���(�70+%�����+0	�7P�����+����-����)�&��0����� ¾ 6)�

������� 

3.  ��/�7��-��+�,��
���$8 (0����� 10-15 ������) 

4. -����/���)�6)��:)6���<�����(�	�6)��	)���	)�7�����)�\ �
�>:)�	)���	)�-��:)j��� 

5. �<�����(�	�))�'��������7�8-���<�))�'����� >��+05�6����+�	���-��+0Q������))�'��-��

��/��
�&�8�:)&	���/���/6)��:)j��� 

6. 	�0���	)���	)�)�8�����+�,���+0	�7P 

7. �)��8��>8��+�:/)	�70-��	)�&	�&��+�:/)��;6</�)�$8+��\ 

8. �<��8��>8��+�:/)))�����	)�'��7�8-���
�%
��
�%��-��	)�&	�+)�0���	)�	�7P)�8��

���+�,� 

9. -�8����(�	�	�70���)��
/�0Q���-��&�8� >��+05�6����+�	���-��-����/��
�&�8�:)&	���/���/��;>:)��

6��7��0Q���6��-��&�8�)�8��+��� 
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����9��
0������� 

��!0,#�0��
F�$� 

1. -���8��>8��+�:/)��;{8�+�:/)&	��'�����	��
�+0	�7P�����+�����(�70&��+�:/)%���
�����/(�

���7	����;��)�� 

2. 	�+	�+�:/)��;)�$8���7	��-��������))�+05����+�����\ 

3. 0	8)��7	����/�7��-�)����-��&��� (Air dry) 

4. �(�-��&����+������&�8����7	��'��������)� (Heat-fixed) �:)�(��7	��70%8��+0	�7P)8)�\ 

�����+���� >��	�7P���+������(�-��+j		�7��� 	)�+)��7	��&�����	
��:)>���7	��)�8�\

&����8�-��7�� 

5. 0	8)�-���7	��+�,�	�&	���(�70��)���&��&��� 
 

       ��!0�9��
0 

1. �(��7	�����������;��)� ����/(��� Crystal violet 0	8)���/�7����� 1 ���� 

2. +���))� 	��������/(���)���;7�	)8)�\ &	������/(���7)')�����/�7����� 1 ���� +�:;)-���������

6</� 

3. 	��������/(���)���;7�	)8)�\ �	
��/(�))�����7	������� 

4. -���/(���	����� (Decolorize) ���-��7�	%8���7	�����/(�����;���%8��7�8�������))������� 

6
/���/-��+�	� 3-10 ������ 6</�)�$8�
�����������6)�+�:/)��;�����7	�� ���
�)�8�	�����))�

���+������+�������(�-��%	��;7��%���	�� 

5. 	��������/(�)�8�����+�,� �	
��/(�))�����7	������� 

6. ��)���������)�����$8 (Counter stain) '��-���� safranin O ��� 30-60 ������ 

7. 	���))������/(� 

8. j
��/(�))�'��-�������=����$&	�0	8)�-���7	��&������� �$	
�=����������6)�&����+���

�����
��/(��
�6)��	�)���	������ &����+�����;+05�&��������������8����:)���/(�+���6)� 

Crystal violet �8�������;+05�&���	��������&����:)�����$6)� safranin O 
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������������#9��������H�,	�-�����/0,�0��$���!0 Agar shake method 

1. -���8��>8��+�:/)��� Nutrient agar �(�70-�8	�-��	)�)����������;�	)�+�	� 

2. 0I���	)�'��-������:)�
/��)�6���+�:;)%��)�����
�+�:/)-��+6���
� 

3. �(�-��)��������&6,��
�)�8�����+�,�'��+0Q���)�-���/(�7�	%8��%���)�6)��	)� 

4. +�,��	)�-��&���&	���(�-�8�$�+���+�:/) )���
$�� 37�C +05�+�	� 48 �
;�'�� 

5. �����$���+����;�����+����6)�+�:/)-�&�8	��	)�&	�������)��8�+�:/)��;���)��
�)�$8-�

0��+
�-����������)����))�j�+�� �
�&���-�7�)�&��� 

 

           
           

   ��;/01 3 	
�=�����+����6)�&����+������������)����))�j�+�� 

 

���#��	
���
���������0-�����/0,�0� 

 �(����+���&����+��� Unknown '����#� streak plate technique �� nutrient agar plate 

-��7��'�'	����;&������
� �(����70-�8�$�+���+�:/))���
$�� 37�C +05�+�	� 24-48 �
;�'�� �(�+�:/)��;6</�

������������$	
�=���8��\ 6)�'�'	�� �
��8)70��/ 

1. 6��� (Size) -��7������
��
�6���+���%8��$����	��6)�'�'	�� 

2. �� (Pigmentation) �����$��6)�'�'	�� ��+����������
�>���;&����+���%	��6</��8��-��8�
�7�8

	�	���/(� >��+05�����
�>���;	�	���/(���&��870���+�:/))�������� 

 

 

 

 Microaerophile Obligate anaerobe Facultative anaerobe 
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3. �$0�8�� (Form) �����$�$0�8��'�'	���8�+05�&��-��8)70��/ 

Circular -'�'	����;���$0�8���	� 

Puctiform -'�'	����;��6���+	,� &�8�
�+�,�7��������+0	8� 

Irregular -'�'	����;���$0�8��7�8&�8�)� 

Spindle  -'�'	����;���$0�8���	��������� 

Rhizoid  -'�'	����;&��&6��))��	������ 

4. 6)� (Margin) �����$6)�6)�'�'	���8�+05�&��-��8)70��/ 

Entire  -6)�+����7�8���)���
� 

Undulate -6)�+05��	:;���;'�����:)+���+����+	,���)� 

Lobate  -6)�+05��	:;���;'�����:)+������ 

Serrate  -6)���
��	���PI�+	:;)� 

Filamentous -6)�+05�+���\ �:;�))����'�'	�� 

5. �����6)�%������ (elevation) �����$������
�6)�%��'�'	���8�+05�&��-��8)70��/ 

Flat  -&��70���%������)���� 

Raised  -+����6</��$����%������)����+	,���)� 

Convex  -�$�'������%������)���� 

Umbonate -�$�'������%������)����&	��$�'���+05�0�������	�� 

6. %������ (Surface) �����$%��6)�'�'	���8�+05�&��-��8)70��/ 

+���� (Smooth) 

6��6�� (Rough) 

�8� (Rugose) 

+05���&���j�)��
��	���
/� (Conoentrically ringed) 

���#��	
���
�������,	��+-�� Stroke culture 

 -���8��>8��+�:/)+6�;�+�:/)��+����� Nutrient agar slant '�����	��+������+����+���+���� 

�(�70+���+�:/)��;)���
$�� 37�C +05�+�	� 24-48 �
;�'�� �����$���+����6)�+�:/)�8�+05�&��-��8)70��/ 

  Filiform  -+������;(�+��)���&����;+��� 6)�+���� 

  Echinulate -+������;(�+��)���&����;+��� 6)�7�8+���� 

  Beaded -+����7�8��;(�+��)���&����;+���&�8+05���8)��	���	$�0I� 

  Effuse  -�����+������)�+05����\ ���&����;+��� 

  Arhorescent -+����&��&6���	������7�� 

  Rhizoid  -+����&��&6���	������ 



 

19 /90                      

                     

 
 

 

 

                             
 

 

 

 

��;/01 4 ���+����6)�&����+���-�)����+�	� 

Uniform fine turbidity Flocculant growth Pellicle Sediment 

��;/01 5 	
�=��6)�'�'	��&����+�����)���� Nutrient agar 

Margins 
Elevation 

Forms 

circular 

Irregular 

Filamentous 

Entire 

Convex 

Raised 

Rhizoid 

Flat 

Umbonate 

Serrate 

Undulat
Lobate 
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��!0���
�
$ DNA 	��,H������/0,�0� 

 1. 0I��+�,����)�+j		�&����+���-�8	�-�  Micro centrifuge tubes 6��� 1.5 �	. +��� 

DNAzol reagent �(���� 0.3 �	. %��-��+6���
�'���	
��	)�70�� 

 2. 0I��+�:;)&��+�=+j		�))�70��;����+�,��)� 10,000xg ��� 5 ���� 

 3. �����8��-�-�8�	)� 1.5 �	. -��8 &	������)���+),�+)'��+��� 100% ethanol �(���� 

0.2 �	. (0����� 1/2 6)�0������  DNAzol reagent) %�����-��	)�-��+6���
�&	��
/���/�7��

0����� 2 ������;)���
$����)� 

 4. 0I��+�,����)���+),�+)��;����+�,� 12,000xg ��� 2 ���� 

 5. �	
����0I��&	�� +��8��-���/�&	�	������)���+),�+)-���
;����� 75% ethanol �(���� 0.8 

�	. �(�700I����; 12,000xg ��� 2 ���� 

 6. +��8��-���/� )����)���+),�+)-��&����)0�����&	�	�	�����)������/(��	
;���:) 

8mM NaOH �(���� 20 �l 

 

 

 

 

 

 

 

 

��;/01 6 	
�=�����+����6)� Stroke culture 

Filiforms Echinulate Beaded Effuse Arborescent Rhizoid 
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���,��1�;�����$0,�J�,�-�����/0,�0��$�,/���� PCR 

 ���+��;�0�������+),�+)���� Tag DNA polymerase 

1. +������	)���	)�6��� 0.5 �	. +�:;)+�����+05� master mix '��%������8��\ 

	�-��	)����������
��8)70��/ 

 

������� 1 Reaction (�l) 3 Reaction (�l) final concentration 

�/(��	
;�7��+�:/) 35 105 - 

10X PCR buffer 5.0 15.0 1X 

10 mM Dntp mix 1.0 3.0 0.2 mM each 

50 mM MgCl2 1.5 4.5 1.5 mM 

10 �M primer 1 1.0 3.0 0.2 �M 

10 �M primer 2 1.0 3.0 0.2 �M 

Tag DNA polymerase 0.25 0.75 1.25 units 

0��������� 45.0 135.0  

 

 2. +������	)���	)�6��� 0.2 �	. �(���� 2 �	)� label ��;���	)�+05�����+	6 1-2 

&	�+�������8��\ 	�-��	)���	)��
���/ 

����6)���� �	)���; 1 (�l) �	)���; 2 (�l) 

Master Mix 45.0 45.0 

��+),�+)&�8&�� - 5.0 

�/(��	
;� 5.0 - 

0��������� 50.0 50.0 

 

 3. %������8��\ -��+6���
�&	�0I����;����+�,�0����� 1,000xg 0����� 3 ������ 

 4. �(��	)���	)�-�8-�+��:;)� PCR 0Q���+��:;)�&	��
/�'0�&����
��8)70��/ 

 Pre-denaturation  94 )���+j	+j��� ��� 1 ���� 

 Denaturation  94 )���+j	+j��� ��� 30 ������ 

 Annealing  55 )���+j	+j��� ��� 30 ������       30 ��� 

 Extension  72 )���+j	+j��� ��� 1 ����   

 Final – extension 72 )���+j	+j��� ��� 10 ���� 
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 5. +�:;)0w������� PCR ��/����&	�� ����0w�������'��+��� 10X loading dye (0.25% 

Bromophenol blue, 25% glycerol, 60 mM EDTA, pH 8.0) �(���� 2 �l %���
� PCR product 

�(���� 10 �l �����)�%	��

�J� PCR '����#� agarose gel electrophoresis 

 6. +�:;)7��0�������+),�+)��;��)���� �(�70��	(��
���+),�+)'��-��+��:;)��:)-������	(��
���

+),�+) 

 
��!0���#��	
��"��$-�����/0,�0�/��"0�,��0 

1.���/$
������'������	���� (Arginine dihydrolase Test) 

 ������)� aginine dihydrolase 6)�&����+����8��-����&��&����+������ 

pseudomonas enterobacter &	� beta hemolytic streptococci ����8)��	�� aginine �
������  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Aginine desimidase 

+    NH3 

Citrullinase 

 + NH3 +   CO2 

NH
2

H
N

NH

H
2
N

O

OH

NH
2

H
N

O

H
2
N

O

OH

citrulline

NH
2

NH
2

O

HO

ornithine
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  �����(��� 
 Moeller’s Method 

+�����)���� Moeller Decarboxylase broth base &	��+��� 1 % L-arginine 

monohydrochloride &	�+�����)���� Moeller Decarboxylase broth base '��7�8+��� L- 

arginine 7��+05�)����+0����+���� 

1. 0	$�+�:/)	�-�)������;+��� Arinine &	�7�8+��� 

2. +� Mineral oil �
�-�����0����� 4-5 ��. 	�-�&�8	��	)� 

3. �8�+�:/)��; 35o C ����%	
��-� 4 �
� 

 7���� ���8����:)��&�� (�	)�+0����+������+�	:)�) 

 7���   ��+�	:)��
/� 2 �	)� 

 

2. ���/$
��$0������H�,�
 (Decarboxilase Test) 

 +�:/)&����+������(�-��+��� Decarboxylation 6)����)���'� j<;���-��������
����/-����&��

����&���8�����
����	��:)���� +)�7j�� decarboxylase ���8)��	�����)���'�7�� +)��� &	� 

CO2 j<;������>�����)�7�� 

 0w������� Decarboylation 6)����)���'� ornithine j<;�-��-����&��&����+����	�8� 

enterobacteriaceae  

 
 
�����(��� 
 1. 0	$�+�:/)	�-�)������;�����)���'� ornithine  

 2. �(��	)�+0����+����'��-��)���� decarboxylase base 0	$�+�:/)	�70 

 3. >��+05�)����+�	� +�����PQ��
�����	)� &	��0Q������+�	���-��&�8� 

 4. �8���;)���
$����)���� 24-48 �
;�'�� 

 5. ����%	'���$���+0	�;����6)�)���� 

  7����  �	)���;�����)���'������8�� (�	)�+0����+����+05���+�	:)�) 

  7���    ��+�	:)��
/� 2 �	)� 

Ornithine decarboxylase 

H
2
N

NH
2

putrescineNH
2

NH
2

O

HO

ornithine  
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3. ���/$
�����%"9H�,#�/ (Citrate Utilization Test) 

 ������)����-�� citrate +05�&�	8������)� ����-��-����&��&����+������ gram 

negative bacilli ))�����
� 

 

�����(��� 
 1. 0	$�+�:/)	���%��)��������+)��� (Simmons’ Citrate agar) '��-��+6,�+6�;��(�+�:/)-��+05���� 

(point inoculate) 

 2. �8���;)���
$�� 35o C +05�+�	� 24-48 �
;�'�� (�$���� 7 �
�) 

  7���� �����+����)����+0	�;�������+6���+05��/(�+��� 

  7���   7�8�����+���� ��6)�)����7�8+0	�;�� 

 

4. ���/$
�����
�9����M
FO�$�,	�H
�FQ$� (Hydrogen sulfide (H2S) production Test) 

 &����+����������)������� H2S ������)���������;��)�$8-� peptone ��:)������)��������

j
	+P)����;��)�$8-�)���� �������� H2S ������)�������-��+),�7j�� cysteine desulfhydrase ���8)� 

cysteine ��;��)�$8-� peptone �
������ 

 
�����(��� 
 1. -��+6,�+6�;�+�:/)&��+�:/)	�-� triple sugar iron agar slant '��6��70�� (streak) ��;%��6)�

)�����:/�+)��� (slant) &	��&��	� (stab) 	�70��;�8������	)�+�����8� butt 

 2. �8���;)���
$����)� ����%	����
������ 5 �
� �
�+���$���+0	�;����6)�)����&	��$���

+���&��� 

  7���� +������(�����)���;0	$�+�:/) 

  7���     7�8�����+0	�;��&0	� 

 

 

 

H
2
N

SH

O

OH

cysteine  

Cysteine 

desulfhydrase 

H2S + NH3 + CH3COCOOH 

                        Pyruvic acid 
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5. ���/$
�����0,�
 (Urease Test) 

 ������)���������+)�7j�� urease '��&����+���-��-�����(�&������6)� Proteus sp. 

&�8�,-���
�&����+�������):;� \ ���� 0w��������
������ 

 

 

 

 

 

 

�����(��� 
 1. 0	$�+�:/)+05����	���)��������+)�����;-�����)�'��-��+�:/)��;��)�����)� (18-24 ��.) ����

0�����+	,���)� 

 2. �8�+�:/)��;)���
$����;+�������8)���+����6)�+�:/) ����%	������)���� \ �
�+05�+�	� 7 

�
� �
��<�����+�	����+0	�;����6)�)���� 

 7���� )����+0	�;�������+�	:)�+05������+�,� 

 7���    )����+05���+�	:)� 

6. ���/$
��$0,���,�
 (Deaminase Test) 

 ���������>6)�+�:/) Proteus sp. &	� Providence sp. -���� deaminate ���)���'�

�8��\ ��-��-����&������&���8��6)����	+�	8���/))����������):;�\ 6)�&P��	� 

Enterobacteriaceae 

 -������	)���/��+05�����<�=���� deaminate tryptophan +05��
������ 

 

 

  
 

 

NH
2

O

H
2
N

urea  

+   2H2O 
urease 

2NH3+ CO2 + H2O 

NH
2

N
H

O

OH

tryptophane  

+  NH3   +   H2O 

+   Fe3+ 

Cherry red color complex 

Amino acid oxidase N
H

O
O

OH

indole pyruvic acid  
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�����(��� 
 1. +	�/��+�:/)-�)��������+)��� Tryptophan )���0����� 18-24 �
;�'�� &	��(��	)�

+0����+�����:) 7�8��+�:/) 

 2. +��� 10% ferric chloride 	�70�	)�	� 5 ��� 

 3. +6�8��	)�+��\ +�:;)-��+�:/)�	�����)���� 

 4. �
�+�����+0	�;����6)�)���� &	���������)���;���	�70
��-� 5 ���� +��������;

+���6</�7�8+�>��� 

  7���� ������&��+�)��;-�)����&	���������)�'��+0����+�����
��	)�

+0����+���� 

  7���   7�8�����+0	�;��&0	�6)���)����&	���������)� �
���+05���+�	:)�6)� 

ferric chloride 

 

7. ���/$
������$� (Indole Test) 

 ������)����������>-���������)��'�	��-��&��&����+��� Escherichia ))���� 

Klebsiella – Enterobacter ��;������������������)��'�	������)���'� Tryptophane �
������ 

 
 
�����(��� 
 1. 0	$�+�:/)	�-�)����+�	� tryptone  

 2. �8�+��/)��;)���
$����)�+05�+�	� 24-48 ��. &	��+��� Kovacs’ reagent 0.5 �	. 	�70 

  7���� +�����&����;%���
/��� 

  7���   7�8+0	�;���� 

 

 

 

+  H2O 

N
H

indole
O

O

OH

pyruvic acid

+
tryptophanase 

NH
2

N
H

O

OH

tryptophane

+ NH3 
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8. ���/$
�� VP (Voges – Proskauer (VP) Test) 

 ������)� VP ����-��-����&��&����+������ Enterobacteriaceae j<;������������>-�

�����
��/(���	 glucose 7�� �
������ 

 

 

 
 
�����(��� 
 1. &�8�)����+	�/��+�:/)-�8�	)����)���;��)�� 

 2. +��� creatine 	�-��	)�0�����+	,���)� 

 3. +��� NaOH 40% 	�700����� 5 �	. +6�8�-��+6���
� 

  7���� +��������$
��-� 2 ���� ��:)�����8���/�,7�� 

  7���   +�����+�	:)� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O2 , KOH OH

O

acetoin

CH3(CO)2CH3 

Diacetyl 

+ Red complex 

O

HO OH

HO OH

HO

glucose  

OH

O

acetoin

fermentation OH

OH

butanediol

NH
2
N

NH

OH

O

creatine

CH3(CO)2CH3 

Diacetyl 
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9. ���/$
�����&�
�������FO,$�# (Carbohydrate fermentation test) 

 �����
�+05�����������8)��	�����)�������-��
��7�8��)����&	�-�����)�������+05�

�
��
�)�+	,���)�&��))�j�+�� %	��

�J���;7����������
���)�$8�
/�-��
�������j�&	�))�j�7��� 

  

�����(��� 
 1. 0	$�+�:/)��;��)�������)�	�-�)���� Fermentation carbohydrate medium  

 2. �8���;)���
$����)�0����� 18-24 �
;�'�� 

 3. ����%	'���$���+0	�;����6)�)���� &	��$���+���&���-��	)��
�&��� 

  7���� 

  1. )����+0	�;��+05���+�	:)� &�87�8��&���-��	)��
�&��� &����8� +�:/)��
�

����'�7�+���&	��7��+y������ 

  2. )��������+�	:)�&	�&���-��	)��
�&��� &����8� +�:/)��
�����'�7�+���&	��7��

���&	�&��� 

  7���  )����7�8+0	�;����  

 

10. ���/$
��������H�F$
�������&�
� (Oxidation – Fermentation Test) 

 0���&����+������8)��	������'�7�+���'��������#� 2 ���������
��:) �����
�&	����

))�j�7��� �(���
����))�j�7�������'�7�+���+05������������;-��)���� '��&����+������ 

obligate &	� strictly aerobe ��-��))�j�+��+05��
��
�)�+	,���)� 

 
�����(��� 
 1. 0	$�+�:/)	�-�)���� Hugh and Leifson’ O-F medium ����	� 2 �	)� '�����&�����

	�70 

 2. �	)���<;��(�-��)�$8-��
��6��))�j�+��'��+�����PQ�+�	�0Q�%������ 0����� 2 

+j���+��� 

 3. �8�+�:/)��;)���
$����)� ��� 48 �
;�'�� 

 4. �$���+0����+������6)�)����&	����+���&��� 

 

  7����/$
�� 

 )����+0	�;�������+6���+05�+�	:)� +y����	)���;7�87��+�����PQ� &����8�+05� Oxidation 

&�8>��+���+0	�;�����
/� 2 �	)� &����8�+05� Fermentation 

 



 

29 /90                      

11. ���/$
������0$��H�F�,#�/ (Nitrate reduction Test) 

&����+�������������j� NO3
- 7���	��&�� +�8�&�� assimilation '�� NO3

-  >$������j�+05� NH3 

>��+05�&�� dissimilation / respiration NO3
-  ��:) NO2

- +05��
��
�)�+	���)��
�������� �(�-��

�����>+����-��
����;7�8��)����7��  

 ��������j� NO3
- 7�8�8���+05�&�� assimilate ��:) dissimilate ��+05� nitrate reductase 

(nitratase) �
������ 

 

 

 

 

 �����(��� 
 1. +6�;�+�:/))��� 24 ��. 	�-�)���� nitrate broth 

 2. �8�+�:/)��;)���
$����)�+05�+�	� 48 ��. 

 3. ��� sulfanilic acid &	� �-napthylamine 

 4. >��+�����&��0����)� &����8�%	������)�+05���� 

 5. >��7�8+�����&��+���%��
�����	�70 

  7���� 7�8+�����+�:;)���� NO3
- >$������j�+05� NO2

- &	� N2 

  7���  >��+�����&��%	+05�	� 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NO3
- 

 Nitrate reductase 

NO2
- NH3 
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#��/01 2 ��������
�������� ����"��$%&�'%��� ����
$  

�
#�*;��
��� 

 1. +�:;)�
!��&	����
����+�����;�����
��+05� bactericide 

 2. +�:;)�<�=�0�����#�
����� bactericide �����8��\ �8)���
���:/�"��&	�����
�=��
��    

                6)��/(������ 

��!0/$��� 

2.1 �����>�)��/(��������-��8��;-��&�� TMTD/ZnO '���
��������+��� 0.3%NH3 �8������ 

      - +�,��/(��������������;���������
�#�� RRIM 600  

- ��)��/(��������;+�,�7�������� 30 ��	�	��� +�	�-�6����;�����>�)��/(���������8��\ ��;   

  ����+6��6�� 0.1, 0.3, 0.5 &	� 1.0%w/w 0Q���6��-��&�8� '����	)�j/(��
�)�8��	�  

  2 ��
/� 

 - %���/(�����
����>�)��/(����-��+6���
�'�����+6�8�6�� 

 - +�,�7����;)���
$����)� 

 - �
�+�����+0	�;��&0	�������
��6)��/(���� +�8� �	�;� �� 	
�=��6)��/(���� ���\    

              �
�������
;��/(����+����
�� 

 - �����)����+���&����+���-����>�)��/(����&�8	�������;+���	��/(���� 

 

���>�)��/(������;-��-�����<�=���
/���/&�8�))�+05��	�8�-��87�� 8 �	�8��
���/ ()
�=�-���+	,�

&����>���6)����+��� '����;  l &	�  s ����><�6)�+�	�&	�6)�&6,� ���	(��
�) 

1. Primary aliphatic amine 

- Ethylamine (l) 

2. Anionic surfactant  

- Demol RN-L (l)  - Neopelex F-24 (l) 

- Levenol WX (l)  - PELEX SS-H (l) 

  - Emul E 70C (l)  - Monolaurylphosphate  Potassium Salt (l) 

  - EMAL 10P (s) 

 3. Nonionic surfactant 

  - Emasol O-10V (l)  - Emasol P10F (s)   

- Emasol L-10F (l)  - Emasol S-30F (s) 

  - Emulgen 105 (l)   - Emasol S-10F  (s) 

  - Emulgen 108 (l)  - Homotex PS-200 (s) 
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  - Emulgen 408 (l)  - Emulgen 123P (s) 

  - Emulgen 707 (l)  - Excel VS-95 (s) 

  - Emulgen 920 (l)  - Emulgen X-70 (l)   

  - Excel O-95R (l)  - Rheodol SP-O10 (l)  

  - Levenol V-500 (l)  - Rheodol AO-15 (l) 

4. Cationic surfactant  

- LEVENOL RC (l) 

 5. Sulfur compound 

  - Preservative A (l)  - Preservative B (l) 

  - Preservative C (l)  - Preservative D (l) 

 6. Cosmetic antioxidant 

  - methyl p – hydroxybenzoate (methyl paraben) (s) 

  - ethyl p – hydroxybenzoate (ethyl paraben) (s) 

  - propyl p – hydroxybenzoate (propyl paraben) (s) 

 7. Antibiotic drug 

  - Chloramphenical (l)   - Ampicillin (s) 

  - Penicillin (s)   - Kanamycin acid (s) 

  - Norfloxacin (s)  - Cloxacillin (s) 

  - Amoxicillin (s)    

 8. Other  

  - KOH (s)    - NH3 (l) 

  ** ���+���0��+
� surfactant ��;-��-������	)�7���
������8���:)��� Dr. Kishimoto, 

Manager of R&D, ���=
� KaO Corporation (Thailand)  

���+����� Stock solution 

 - ���>�)��/(������;+05�6)�+�	� (l) ����	
�=��6����:�+�:;)�(�70+���-��/(�������%����

7�8�
;�><� �
��
/��<�	�����+6��6��6)����>�)��/(���������/(��	
;�-��������+6��6�� 50%w/w  

 - ���>�)��/(������;+05�6)�&6,� (s) ��	�	�������/(��	
;� ����+6��6��6</�)�$8�
�

���������>-����	�	��6)����&�8	�����  

- ���>�)��/(������� Cosmetic antioxidant �
/� 3 ���� 7�8�����>	�	��-��/(��	
;�7��

��:)	�	��7��+����+	,���)� �
��
/��<�-�� surfactant �8��-����	�	�� '��-��   Emul E : H2O : 

cosmetic antioxidant  )
����8��  2.5 : 100 : 0.15 
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2.2 ������)����
���:/�"��6)��/(��������;�
�=��
���������>�)��/(��������-��8+0����+���� 

      �
����>�)��/(������;-��)�$8-�0I����
� 

       - �(��/(��������+������>�)��/(��������-��8 (0.3%NH3 + 0.05% Preservative A) &	����

>�)��/(������;-��)�$8-�0I����
� (0.3%NH3 + 0.05%TZ) &	��+�,�7����;)���
$����)� (28oC) 

       - �����)����
���:/�"��6)��/(������ (%TSC, %DRC, %NRC, %NH3, Mg2+, VFA no.) 

 

#��/01 3 ��������&�
�������� ����"��$%&�'%��� ����-9�/017'������
���
)������9�   

�
#�*;��
��� 

 +�:;)�<�=�����&	�0�����6)����>�)��/(������;+��������;�8���
�=��
��6)��/(����6����;

7������/(��������;%8������
�=��
����&	�� 

��!0/$��� 

 - �(��/(�������(���� 150 	�����;+��� 0.3% NH3 &	� 0.05% Preservative A  ��0I��-��+05� 

               �/(����6�� (60% DRC) �8)����0I�������0�
��8� Mg2+ -��)�$8-��8�� 170 – 190 ppm '�� 

               -�� 7.5% w/v DAHP (diammonium hydrogen phosphate)  &	�+�:)����/(������-��+05�  

               30% DRC 

- +������>�)��/(�����
�):;�+��;��������+������ &	��+�,�7����;)���
$����)� (28oC)   

   +05�����+�	�0����� 3 – 6 +�:)� 

- �����)����
���:/�"��6)��/(����6�� (%TSC, %DRC, %NRC, %NH3, Mg2+, VFA    

  no., pH, KOH no., MST, Coagulum content, S.G., Viscosity) 

 

���>�)��/(�����
�-��8��;-��-�����
�=��
��6)��/(����6�����
���/ 

- +��� NH3 -��+05� 0.7% 

- NH+
4-L 0.075% + +��� NH3 -��+05� 0.3% 

- NH+
4-L 0.075% + 0.025% preservative A + +��� NH3 -��+05� 0.3% 

- NH+
4-L 0.075% + 0.05% preservative A + +��� NH3 -��+05� 0.3% 
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#��/01 4 ��������
��
#��=��^��-������&9�/01,#�0��F$9	���� ����-9�/01%"9
�������� ����   

            "��$%&�'�$����/ �Q_��� 

�
#�*;��
��� 

 +�:;)�����)�&	��
!�����
��6)��/(����6����;+������>�)��/(��������-��8��-���������

�����8�-��������+�����������;��� 

��!0/$��� 

 �(��/(����6����;+�����7������)���; 2.2 ���(�����)�0�����
����+����8�� \ ����$�����

%	��>���:) &	���(�����<�=��8� tensile strength +0����+�����
���#����-�����6��0���-����%	��>��

�:) 

 

�$�����+�����;-��-�����(��)�0���� 

 

���+��� phr* 

�/(����6�� 100 

'�&��+j���7���)�7j�� 0.1 

'�&��+j���	)+	� 0.1 

j���� +)� 7�+)�#�	 7�7#')������+��  0.7 

j����))�7j�� 0.5 

j
	+P)�� 0.7 

&)���))�j�&�� 1.0 

phr* = part per hundred rubber 

 

 ���/$
���� �������;��$� 

1. ������)��	)'�P)���6)��/(�����)�0���� 

���0������ : +�:;)�����
���� cure 6)��/(�����)�0����&	�-��+05�6�)�$	+0����+������� 

                    ���)� % swelling 

��#���� 

- �(��/(�����)�0����&	��	)'�P)���)�8��	� 10 ��		�	��� -�8-����+�)�� 

- -��&�8�&�����-��+6���
�������
;�����
��
�+05���)� 

- 0I����)����-��+05���)�+�����
�&	��-���:)�
/��)�6����<�-����)����6��))�����
� 

- &0�%	���
���� cure 6)��/(�����)�0������������ 
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�=��6)���)���� ���
���� cure ����+	6&���%	 

����
��
�+05���)�+����� �<�&	���:� 7�86������
� 7�8 cure 1 

����
��
�+05���)�+����� �<�&	���:�+	,���)��<�6�� cure +	,���)� 1+ 

����
��
�+05���)�+����� �<�&	��+�:/)���6�� 7�8�:� cure ��)� 2 

����
�+05���)�7�8+����� �<�&	��+�:/)���6�� 7�8�:� cure ��)� 2+ 

�<�&	��+�:/)���6������
� ��/&	��&��+05���)�-��8 cure 0���	�� 3 

�<�&	��+�:/)���6������
� ��/&	��&��+05���)�+	,� cure 0���	�� 3+ 

���7�8�
�+05���)�-��8 �8��j�� cure ��� 4 


��	�

� : ���)�/��0���������������
��	&�����(���
#�����1���!�2���
��������"� 
2. ������)� % swelling 6)��/(�����)�0���� 

���0������ : +�:;)�����
���� cure 6)��/(�����)�0���� &	�-��+05�6�)�$	-���� 

                   +0����+����������)��	)'�P)��� 

��#���� 

- �
;��/(�����)�0����	���&%8����+�:/)�+�	:)�0����� 0.4 ��
� 

- +�����<� 1 ��� -����)��
����+�	�;�-��+6���
�&	�-���/(����&%8+05����	�

+���%8��$����	��0����� 5-6 +j���+��� 

- �(�70)�-��$�)���; 140-150 )���+j	+j��� 15 ���� 

- ��/�7��-��+�,� &	��������&0x�6���'��+�:;)-��	)����))����8�� 

- �
����+05����	����� die cutter 

- �(�70&�8-����&��� j<;���'�	$)�� 0����� 10-15 ��		�	��� +05�+�	� 15 ���� 

- �
�+���%8��$����	��6)��
�)�8����;6���))� '��������&����������=���P 

����(���� 

 

%swelling   =   

 

 

���&0�%	 

 

 

 

 

% swelling ���
���� cure 

> 160 % �
�7�8 cure 

100-160 % cure ��)� 

80 – 100 % cure 0���	�� 

< 80 % cure ��� 

(+���%8��$����	��6)��
�)�8����;6���))��� – +���%8��$����	��6)��
�)�8��+��;����) x 100 

                                               +���%8��$����	��6)��
�)�8��+��;���� 
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7����/$��� 

 

#��/01 1 ��������"��$-�����/0,�0�/01,;>�
�,&#*-�������$,�'�-���� ����!���"�#� 

 ����<�=�&����+�������/(������-��8��  6 +�:)�&�� ���%$����
�7��&��&����+�������/(����

#���������;����������'��-����#� streak plate technique &	��(�&��&����+���-��8����;+�,��/(������

������-��
;�'��+��;����+������
/�+����+�8��
/������	)���/7���(�j/(� 4 ��
/� ��&����+�����;��	
�=��

'��+�8�+��������+���� �(�&����+�����;���
��	8�����<�=�	
�=���:/�"���
�&���-�#����/01 1     

 

#����/01 1 ������
��+�:/)����6)�&����+�����;&��7������/(������ 

 

������
��+�:/)���� 	
�=��6)�&����+��� 

��6)�'�'	�� ��6�� 

6���6)�'�'	�� 0.7 j�. 

�����)���&��� Gram negative 

	
�=��6)�+j		� Cocci 

�$0�8��'�'	�� Circular 

6)�6)�'�'	�� Undulate 

������
�6)�'�'	�� Raised 

%������6)�'�'	�� Smooth 

���+����6)� Stroke culture Echinulate 

������)����))�j�+�� Aerobe 
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���#����/01 1 ���
��+�:/)������;-��-�������)�&����+�����;&��7������/(�������
�7�8

�����>�(�&��&����+�����;&��7���8�)�$8-��	�8�7�� ��)���������)����
��6)�&����+���-�6
/��)���;

�$�6</� ���������"��6
/����+�:;)�8�&����+�����;��-��/(�������8����
�)�$8-��	�8� acidic bacteria 

+������������	)��
��8� pH 6)��/(�������	
�����/(����+����
�����8��8� pH 6)��/(����

	�	�)�$8-��8�� pH 5 – 6 

 ������
��+�:/)����6)�&����+�����;7��7�8�����>�
��	�8�6)�&����+���7���<��(�&����+���

�
��	8�����<�=�����&����+���'��-��+����� DNA sequence %	�����	)�&����
���;/01 8 

��;/01 8 &���	(��
�6)�&����+�����;��-��/(��������;+�,�7��-�)���
$����)� ���	(��
� DNA 

��;7���(�70�(� matching �
� Database 6)�&����+��� ���8�����
����� Enterobacter aerogenes  

&	� Klebsiella trevisanii �����;��� j<;������>�:��
�7���
���;/01 9 &	� ��;/01 10 j<;�����	(��
�+��

6)� DNA ����
����><� 452 	(��
�+��6)� 455 j<;����+05� 99.34 % �
��
/��<�7�8�����>���07���8�

+05�&����+�������-�7���������-����#����)8��	(��
�+��6)� DNA +����)�8��+���� 

 �
��
/��<�7���(�������)�������
��6)�&����+�������������+��� '��-�� kit �:;)�8� lapi 20E 

j<;�+05� kit ��;-���(���
������)�&����+���&���	�&	�&����+���-��	�8�6)� Enterobacteriaceae 

%	������)��
� #����/01 2 

 

 

(A) (B)

��;/01 7 	
�=��+j		�&����+�����;&��7������/(������ (A �:)	
�=��6)�+j		��8)�     

           �(� gram strain   B �:)	
�=��6)�+j		��	
��(� gram strain )            

 



 

37
 /9

0 
   

   
   

   
   

   
   

   

                      

��;
/

01 8
 	

(��

�

D
N

A 
6)

�&
��

��+
���

��;�
�-

��
/(��

��
��


