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����� 2 
 

��	
� ��
���� ���������� 
 
��	
� ��
���� 
 
1. ���������� 

�����	
��
�������������������������������� �� !�" #�$��% Bacillus subtilis MUV4 *�+�
��,����-�# $.
����� Nutrient Agar ��+�
9�!:;� 4 ��<��*��*��� �=>
�������+���#�$	����
��?���.�$
����"�
@
� A��!�B �����BA
A����� !�" B9?�
�������;��-�� ;�� ���������-��<����� 
(���D ��
"�<�������:�, 2537) 

�����	
��
�������������������	���;���������� #�$��% Bacillus cereus ATCC11778 #�$���B �;
�

�B��?��	����; ����<���������"��� ��?�� ���@��9�
M  Escherichia coli ATCC 25922 
��? Staphylococcus aureus ATCC 25923 #�$���B �;�

�B��?��	��!�B ���	
���  ���� B9?
 ����<����� ;�� ���������M��
B��
��� 

 
2. ���������� �!"�� 

 ��������������������;��������+;�$
 ��?�����,����-������ Bacillus subtilis MUV4 B�� 
Nutrient Broth ��? Nutrient Agar (Prommachan, 2002) 

�������������������������������� �� !�"	�� Bacillus subtilis MUV4 B�� Modified 
Mckeen Medium (Prommachan, 2002) =�?����$ � ��:AB� 10, monosodium glutamate 10, yeast 
extract 3, MgSO4·7H2O 1.02, K2HPO4 1.0, KCl 0.5 g/L ��? trace element 1.0 ml/L 
(MgSO4·4H2O 0.5, CuSO4·5H2O 0.16, FeSO4·7H2O 0.015 g .

������+
 100 mL) 
 �����������������������	
��
������������	���;���������� #�$��% B�� Trypticase soy broth 
��? Trypticase soy agar 

�����������������������
%;�����	
��
�����	����
�"�+�.�$.
����%������
���;�
���#�$��% 
Mineral Salt Yeast extract Medium (MSYM) =�?����$ � Na2NO3 4, Na2HPO4 0.5, KH2PO4 1.5, 
CaCl2 0.01, MgSO4 0.2, FeCl3 0.0005 ��? Yeast extract 0.1 g/L 
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3. 	���$%� 

 ����B;���+.�$.
��� ��B��?������	���;M��������������� �� !�" �����������������
�� ��+����#�$.�$����
�@�j ��?���=�?�
���.�$�%��k �=>
����B;����� ��B��?�� 

��%
 Thin-layer chromatography (TLC) aluminium sheets silica gel 60 F254 M
�� 20x20 
cm layer thickness 0.2 mm (MERCK) 
 
4. ��
���� 

- �B��+�� ��B �;�=>
��� - �%�� �
%
 420A ���-�� Orion Research, Inc 
- �B��+���M�%�B �B
;�
9�!:;� �
%
 M.3525 - 1 ���-�� LAB - Line Instruments, Inc 
- �B��+���;

�� �+������
��B �B
;�
9�!:;� �
%
 5403 ���-�� Eppendorf 
- �B��+���;

�� �+������
��B �B
;�
9�!:;� �
%
 SCR 20 B ���-�� Hitachi 
- �B��+��������<�$�
 (Hot air oven) �
%
 MOV. 212 ���-�� Sanyo Electric Co., Ltd 
- �:$�� (Universal oven) �
%
 UM 200 - 800 ���-�� Memmert  
- �%��B �B
;�
9�!:;� (Water bath) �
%
 W350 ���-�� Memmert  
- �;$�
�+�r%������ (Autoclave) �
%
 SS - 325 ���-�� Tomy Seiko Co., Ltd 
- �B��+���?�������
DD���< (Rotary evaporator) �
%
 SB - 651 ���-�� Tokyo  

Rikakikai Co., Ltd 
- �B��+����=�A�AsA�;������ �
%
 U - 2000 ���-�� Technical Cooperation 
- �:$=�������� (Laminar air flow) �
%
 527044 ���-�� Hotpack 
- �B��+����+� 4 �����
%� �
%
 BP 210 s ���-�� Sartorius 
- �B��+����+� 2 �����
%� �
%
 HF - 1200 ���-�� A&D Company, Ltd 
- �B��+���M�%���������� �
%
 GFL ���-�� Gesellschaft fur Labortechnik mbH 
- �B��+��=xy
��; (Vortex mixer) �
%
 1297 ���-�� LAB-Line Instruments, Inc 
- �:$��,��
9�!:;� 4 ��<��*��*��� �
%
 S - 616 D 
- Az�:�B �;���
 (Desicator) 
- �B��+�� IATRONSCAN TLC/FID Analyzer �
%
 Iatroscan, TH-10 Mark 5 ���-�� 

Iatron Laboratories, Inc 
- Ring tensiometer �
%
 OS ���-�� Torsion balance supplier 
- �
=��9����������� ��B��?�����	
��
����� 
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����������$����� 
 
1. ������$������������'(� �!"�� 

1.1 �����
$)����
*
��"��	  
 =|�=��� ��%��;� 1 ;�������� 
��#=�;

�� �+����+B �;��, ��� 10,000 ����%�
��� �=>
� �� 
15 
��� �������% 
.���� �$���*����$ �
������+
��$ 
��#==xy
�� �+�����B������+B �;��, ��� 
10,000 ����%�
��� �=>
� �� 15 
��� ����% 
.������$ 
���?��
�*���#=�?���.

������+

=��;��� 1 ;�������� 
��;� ��B��?�� ��� ��B%�����:����
����$ ��B��+����=�A��AsA�;��������+
B �;�� B��+
 660 
�A
�;�� (OD660) .�$
������+
�=>
 blank ��?�����������*����=>
	��
 
 3 
B���� (Kim et al., 1997) 
 

1.2 �������+������,�����-   
 =|�=��� ��%�� =��;��� 20 ;��������.�%.
�����������+����
����
���
%
�
 
��#==xy

�� �+����+ 10,000 ����%�
��� �=>
� �� 15 
��� �$���*����$ �
������+
 =��;��� 20 ;�������� ��?=xy

�� �+�����B������+B �;��,  10,000 ����%�
��� �=>
� �� 15 
��� ����% 
.������$ 
���?��

�*�����.�$��$���+ 105 ��<��*��*��� �=>
� �� 24 ��+ A;� ����# $.�$��,
.
��*��B����� ��?��+�

����
�� �����������*��� 3 B���� (Cooper and Goldenberg, 1987) 
 
2. ������$�����
��%����+�.����
��,� A��.�$ �@� Somogyi-Nelson method (Nelson, 1944;  

Somogyi, 1952)     
	���$%�  
1. ����?���B�=�=��� (Copper reagent )  

 �����;A���?��� Sodium Potassium Tartate 12 g Na2CO3 anhydrous 24 g NaHCO3 
16 g ��? Na2SO4 (anhydrous) 144 g .

������+
 800 mL ��?���;����?�����+;� 
CuSO4.5H2O 4 g ��? Na2SO4 36 g (�?���.

������+
 200 mL �%�
) ��;.�$�M$���
 
=��;��� 200 mL ��������# $ 1-2  �
�%�

��#=.�$���� (���;��?��
) ��?��,�.
M �
������+�
9�!:;��$�� 

2. ����?����
���
 (Nelson reagent)  
 �����;A���?��� (NH4)MoO4.4H2O 50 g .

������+
 900 ;�����������;������;?z�


�M$;M$
 42 mL B
.�$�M$���
 ���; Na2HAs2O4.7H2O 3 g ��+�?���.

��� 100 ;��������  
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 ��������# $ 1-2  �
��+�
9�!:;� 37 ��<��*��*��� ���� (���;��?��
) ��?��,�.
M ���
�� 

������� 
1. �����;���s;���~�
M��
��������:AB��M$;M$
 20, 40, 60, 80 ��? 100 #;AB����;

�%�;��������.

������+
 A�����	
����?���;���~�
.
��������������? 0.5 
;�������� ���;����?���B�=�=��� 0.5 mL �$;.

�������� 10 
��� ���.�$��,
��
�� ���;
����?����
���
 0.5 mL ��;.�$�M$���
����# $��+�
9�!:;��$�� 15 
��� ���;
������+
 5 
mL ��;.�$�M$���
 
��#= ��B%�����:����
�����+B �;�� B��+
 520 
�A
�;�� �M��

���s����B �;��;"�
@��?� %��=��;�9
��������:AB���?B%�����:����
���  

2.  ��B��?���� ��%��A��.�$�� ��%����+�	��	��#�$��;�?�; 0.5 mL ��$  ��B��?����; �@����
�����;���s;���~�
M��
��������:AB� 

 
3. ����
	��������%(� 	���
�� ./ 0�� 
 ����������*������	��
����;�� (cell free broth) A��
���� ��%��
����;��;��������;


�� �+����+B �;��,  10,000 ����%�
��� ��+ 4 ��<��*��*��� �=>
� �� 10 
��� 
���% 
.� 
(supernatant) �������	���;M���������������  ����%�#=
�� 

3.1  ������$�����$)��� ./ 0�� (surface tension) ���$)� critical micelle concentration  
 ��� ��B%���������  
���% 
.�M���� ��%����+�$����������=��;��� 10 ;�������� �����
�$ ��B��+�� ring tensiometer (Cooper et al., 1981) A��;��
% ��=>
 mN/m �����B%� critical micelle 
concentration (CMC) ����B �;�M$;M$
������������� ��+
$����+�
���+���.�$�����=>
#;�*���������
B%��������� #�$�+���
� .
�
% ����;�%����� (g/L) A�����
��������������� ��+#�$ �������	��	��
�$ �
������+
	
z��B �;�M$;M$
��+�+���
���+���.�$#;%��;��z���������� M��
���#�$����%�#= ������
�����*����=>
	��
 
 3 B���� (Yakimov et al., 1995) 
 

3.2  ������$�����$)� emulsification activity (%EA) ��� emulsion index (E24) 
  ��B��?��B%� emulsification activity (%EA) ��? emulsion index (E24) ��; �@����M�� 
Cooper ��? Goldenberg (1987) A�����
����� hexadecane =��;��� 5 mL ��;����% 
.�	��
���=xy
�� �+������*��������; �@����M��
�$
������ ��%��������������� �� !�"��+����#�$
=��;��� 5 mL ��;.�$�M$���
�$ � vortex B �;��, �:��=>
� �� 2 
��� ��������# $ 10 
��� ��? 24
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��+ A;� �����������*��� 3 B���� ��?B��
 9��B%�  emulsification activity (%EA)  ��? emulsion  
index (E24) ��;������ ����;��� 

%EA ���� E24 = B �;�:�M�� emulsion ��+����M��
 x100 
                             B �;�:������;�M������?��� 

 
4. ������$�����
��%����+�%��
��
-������ TLC/FID 

����������
���;�
���.
�� ��%���$ �B��A�s���; �����,���"�?�% 
��+�=>
B��A�s���;
*�+�;�
���;�
����?�����:% 
��;� spot �
 silica gel rod SIII 	��
��
���.
�� ����?����B��+�
��+ 3 
�?�� B�� �?����+ 1 B�� 100% n-hexane 	
��?��+�B �;�:�M���� ����?����B��+�
��+��:%��+�?��� 10 
�*
���;��	��	
����+;�$
 �%��$ ��?����+ 2 B�� 100% toluene B �;�:�M���� ����?����B��+�
��+��:%��+
�?��� 5 �*
���;��	��	
����+;�$
 ��?�?����+ 3 B�� 95%dichloromethane : 5%methanol B �;�:�
M���� ����?����B��+�
��+��:%��+�?��� 2 �*
���;��	��	
����+;�$
 	��
��
�� silica gel rod SIII ��+ 105 
��<��*��*��� �=>
� �� 5 
��� ��?������ ��B��?��=��;�9M����B�=�?���.

���;�
����$ �
�B��+�� TLC/FID ��+;���������#��M�����*#�A���	
 160 ;���������%�
��� ����< 2 �����%�
��� 
�?���B �;��, .
������
 30  �
����%��
�+�B����M��������
 ��?��������
��������"��
��+.�$
���s (Sharma et al., 1998) 
 
��������
��  

 
1.  ���0��.	���
�� ./ 0�� 
 1.1  ����.���%�!"������%.-� 
 �M�+������ Bacillus subtilis MUV4 	����������� 
$
�����  1 �:= ��.
����� Nutrient 
Broth (NB) =��;��� 10 ;�������� �%;��+ 30 ��<��*��*��� �=>
� �� 16 ��+ A;� 	��
��
z%���������.

����� NB =��;��� 100 ;�������� .
s����� M
�� 250 ;�������� �M�%��$ �B �;��,  200 ����%�

��� ��+ 30 ��<��*��*��� �=>
� �� 16 ��+ A;� (Prommachan, 2002) 
 
 1.2  �������� �!"���N"��0��.	���
�� ./ 0�� 
 ��������������������  ��; �@����M�� Prommachan (2002) A�����=|�=���������+;�$

	��M$� 1.1 �
$� 27 =��;��� 10% ��.
����� Modified Mckeen Medium 250 mL .
s����� 
M
�� 500 mL �M�%��$ �B �;��,  200 ����%�
��� ��+ 30 ��<��*��*��� �=>
� �� 48 ��+ A;� ����.
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z���;��M
�� 2 ���� ��+;�=��;�������� 1 ���� ;���������� 
 200 ����%�
��� �=>
� �� 96 
��+ A;� �"�+�
��#=���.�$����
�@�j.
M��
��
�%�#= 
 
2. ������	���
�� ./ 0��O�-���	����P�� 	)�� 
 2.1  ���.�.����������	��

-��.���+�������������� 
 
��
����;�� (culture broth) 	���������������� Bacillus subtilis MUV4 .
�!� ?��+��;�?�;
	�� �@���������M$� 1 �
$� 27  
��;�=xy
�� �+����+B �;��,  10,000 ����%�
��� ��+�
9�!:;� 4 ��<�
�*��*��� �=>
� �� 15 
���
������?����% 
.� (supernatant) ��+#�$ �������	���;M�������
�������� ��; �@� ��B��?��M$� 3 �
$� 26 
���% 
.���+�����=���"�����=>
 2.0 �$ � 6 N HCl ��,���+ 4 
��<��*��*��� M$�;B�
 =xy
�� �+����+B �;��,  10,000 ����%�
��� ��+�
9�!:;� 4 ��<��*��*��� �=>

� �� 40 
��� ��,���"�?�?��
 
��#=�$���$ � 100 mM HCl =xy
�� �+����+B �;��,  10,000 ����%�

��� ��+�
9�!:;� 4 ��<��*��*��� �=>
� �� 30 
��� �?����?��
�$ �
������+
��?=���"�����=>
 
7.0 �$ � 2 N NaOH ��?���.�$��$�A�� �@� lyophilization A���% 
����������+#�$	����������$�
��
����� %� �% 
�������� (crude BS) ��?�������	���;M��������������� ��; �@� ��B��?��M$� 3 
�
$� 26 (Yakimov et al., 1995) 
 �;�+�
���% 
����������+�%�
��������$���$ ;��?����$ ��;@�
�� �?����� ����?���
����$ ��B��+�� evaporator ��?��
����
����+�
%
�
 	?#�$�=>
�% 
���������;@�
�� (crude 
MeOH) 
  
 2.2 ���.���	��� $�
�����O�	)��	��
����
-������ Thin Layer Chromatography 
(TLC) 
 �� 	����% 
���������;@�
��	��M$� 2.1 �
$� 28 A�� Thin Layer Chromatography 
(TLC) ��+;� silica gel 60 F254 �=>
�� ��:%�����+A��
��#=��%.
�� �B��+�
��+ B�� B��A�s���;:�;@�
��:

��� (65:15:1) A��=��;��� 	
%;�$ �����?��� Ehrich�s reagent (!�B�
 � �) �=��.�$��$� ��;��z
��������,
 ������A=�==#����=>
��M�  (Miller and Wright, 1982) 
 
 2.3  ������T
�����T$�%�T.���UV���
*
,�� 
 �����;B���;
�M
����$
�%�
<:
������ 3.4 �*
���;�� A�����; silica gel 60 (70-230 mesh) 
��#=.�$;�B �;�:�M�� silica gel 36.5 �*
���;�� �?B���;
��$ �B��A�s���;:�;@�
��:
��� 
(65:15:1)A��=��;��� 
���% 
���������;@�
��	��M$���+ 2.1 �
$� 28 ;��?����$ �B��A�s���;
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:�;@�
��:
��� (65:15:1) =��;�����,�
$����?.�%.
�% 
�
�
�M��B���;
��?�$ ��� �B��+�
��+ A��
���+;	�� B��A�s���;:�;@�
��:
��� (65:15:1) =��;��� 1,000 mL ��?�"�+;B �;;�M�� M���� 
�B��+�
��+ B��A�s���;:�;@�
��:
��� �=>
 70:30:1 60:40:1 20:80:1 =��;�����+.�$.
����?B���;
�
B �;�M$;M$
�? 500 mL 	
��?��+�z�� �;@�
��:
��� 100:1 =��;��� 700 mL 	��
��

���% 
��+���
#�$�$ �B���;
�����:�*����%�?�% 
�� 	�����B�=�?����$ � �@� TLC ���M$� 2.2 �
$� 28
��
�% 
��+;�AB�;�A����;��;��
��
� ;�M$��$ ���
��
����
����+�
%
�
M�����������+�%�
������.�$
����
�@�jM��
�$
 �������	���;M��������������� ��; �@� ��B��?��M$� 3 �
$� 26 ��?��,���"�?
�% 
��+;���	���;M��������������� �:���+�
��"�+�
��#=.�$.
M��
��
���=�?�
���.�$�%�#= 
 
3.  ���W/�X�	%��.���"�� .-�(� 	���
�� ./ 0��  
 
��������������� ��+���?��
�$ ���� ��?�% 
���������;@�
��	��M$� 2.1 �
$� 28
<��-��;�����������$
����%�#=
�� 
 3.1  $��%$ .��.)�$��%�
Y���

)�  (pH stability)  
 
���� ��%�� =���"����.�$��:%.
�% � 2-12 ��?��,�# $�=>
� �� 24 ��+ A;� ��+ 4 ��<��*��*��� 
�������	���;M��������������� ��; �@� ��B��?��M$� 3 �
$� 26 
 
 3.2  $��%$ .��.)�����\*%� (Thermal stability)  
 
���� ��%�� �%;# $��+�
9�!:;��%��k B�� 4 �
9�!:;��$�� (30±2) 50 ��? 100 ��<��*��*��� 
�=>
� �� 5 ��+ A;� �������	���;M��������������� ��; �@� ��B��?��M$� 3 �
$� 26 
 
 3.3  $��%�����"� (Resistance to salt)  
 
���� ��%�� ���;����?��������A*����;B��#��� B �;�M$;M$
 0-30% ��?����# $��+ 30 ��<�
�*��*��� �=>
� �� 24 ��+ A;� �������	���;M��������������� ��; �@� ��B��?��M$� 3 �
$� 26 
 
4.  ���
�����.�O!-	���
�� ./ 0��!��\�N 
 4.1  ��������� ���������� T
����� Alamar Blue Assay (Kanjana-Opas, 2002) 

4.1.1  ����.���%�!"�������������
	�� 

�������	
��
�������+�$������������%�?�
�� B�� Bacillus cereus ATCC 

11778, Escherichia coli ATCC 25922 ��? Staphylococcus aureus ATCC 25923 
������.
����� Trypticase Soy Broth (TSB) �M�%��$ �B �;��,  200 ����%�
��� ��+ 
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30 ��<��*��*��� �=>
� �� 16 ��+ A;� �	��	��.�$;��*�����:%.
=��;�9��+��;�?�;
������% 1.0x104-1.0x108 CFU/mL .
����� TSB ��+��;��� Alamar blue .

������% 
 10 µl/mL =|�=�����?���	
��
������������+�����;# $��
;�? 100 µL 
.�%.
	�
�"�?������
�� 96 ��
; �%;��+�
9�!:;� 30 ��<��*��*��� ���������
�=��+�
��M�� Alamar blue .
��
; �
�k 2 ��+ A;� 	��
 
�����	
��
������������+
��;�?�;"�	��9�	��B �;�M$;M$
�����	
��
�������+
$����+�
���+��;��z�=��+�
 
Alamar blue 	����
������
�=>
���;":#�$ !��.
�?�?� �� 8-12 ��+ A;� 
 
4.1.2 �����!��
���
��%��(� 	��.-����$�����������%��	%.)����������   
 �!"�������������
	�� 


������M 
���	
��
������������+B �;�M$;M$
��+��;�?�;	�� �@����
�����M$� 4.1.1 �
$� 29 =��;��� 100 µL .�%.
	�
�"�?������
�� 96 ��
; ��� $

.
�z ��+ 1 ��+;�������;����M 
���	
��
����������=��;��� 190 µL 	��
��

���;����$�
��B������;���~�
 #�$��% Ampicillin, Tetracyclin, Kanamycin ��? 
Vancomycin ��+�?���B �;�M$;M$
���+;�$
 20 µg/mL =��;��� 10 µL ��.
�z ��+ 1 
	��
��
�	��	������$�
��B������;���~�
��B��+��
�+�.
�z z��#= A��=|�=����
�M 
���	
��
����������	���z ��+ 1 =��;��� 100 µL .�%��.
�z ��+ 2 *�+�;�
����M 
���	
��
���������� 100 µL �������	��	���%�#=	
z����
;�
��$����+
	?�$��;�����	��	�� ��?=|�=�����M 
���	
��
������������+��;����$�

��B��������$ ����#= 100 µL �%;��+�
9�!:;� 30 ��<��*��*��� ����������=��+�
��
M�� Alamar blue .
��
; �
�k 2 ��+ A;� �=>
� �� 8-12 ��+ A;� =��;�9��?�
��
M������$�
��B������;���~�
��+;����+�
���+#;%��;��z�=��+�
�� Alamar blue #�$ 

�+
B��#;%;�����	��DM��	
��
���������� 
 
4.1.3  ����
	��������%��������� �!"������������ 


������M 
���	
��
������������+B �;�M$;M$
��+��;�?�;	�� �@����
�����M$� 4.1.1 �
$� 29 ���;����?��� Alamar blue .
������% 
 10 µl/mL 
��;.�$�M$���
 	��
��
=|�=�;�=��;��� 100 µL .�%.
	�
�"�?������
�� 96 ��
; 
��� $
.
�z ��+ 1 ��+;�������;����M 
���	
��
����������=��;��� 200 µL 
	��
��
���;�����+�$���������� B�� �% 
����������+�%�
������.�$����
�@�j��$ 
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����% 
	��M$� 2.3 �
$� 28 B �;�M$;M$
���+;�$
B�� 1,250 µg/mL ������������ 
Escherichia coli ATCC 25922 ��? Staphylococcus aureus ATCC 25923 ��?
B �;�M$;M$
M�������������+;�$
B�� 300 µg/ml ������������ Bacillus cereus 
ATCC11778 =��;��� 100 µL ��#=.
��%�?��
; �	��	������?��������;���
B��+��
�+�.
�z z��#= A��=|�=�����M 
���	
��
����������	���z ��+ 1 
=��;��� 100 µL .�%��.
�z ��+ 2 *�+�;�����M 
���	
��
���������� 100 µL ���
����	��	���%�#=	
z����
;�
��$����+	?�$��;�����	��	�� ��?=|�=�����M 
���
	
��
������������+��;���������% 
���
����#= 100 µL �%;# $��+�
9�!:;� 30 
��<��*��*��� 
�
 8-12 ��+ A;� ��
������
� 2 ��+ A;�����������=��+�
�=��
M���� Alamar blue ��������
;��+;���
������
�M$;��
;�
��$��M����%�?B���;
�*�+�
����z����������������	��DM��	
��
�������+.�$����� B��
 9��B �;�M$;M$
M��
������������� ��+.�$�����.
��
;
��
 B%�B �;�M$;M$
��+#�$
��B��B%� Minimum 
Inhibitory Concentration (MIC) �=��������������������������$�
��B������
;���~�
��+B�������#�$	��M$� 4.1.2 �
$� 30 

�;�+��%;B���?�?� ����+��;�?�;M����%�?�����	
��
������������$  
�������	
��
�����
�����	�� 96 well plate ;� streak �
����� Trypticase Soy Agar (TSA) �"�+��:
 %���������
��
;������.�$�����	
��
����������z:������������	��D����A����.�
�?� %�� Bacteriostatic ��? Bacteriocidal 

  
4.2  ��������	�� Polycyclic aromatic hydrocarbon (PAHs)  

 �"�+� ��B��?��	�
<�����M������?���M����� PAHs �;�+�;�������;�������������  A�� 
�?������ naphthalene ���� phenanthrene .
 95% ��@�
�� �=>
 stock solution B �;�M$;M$
 
1,000 µg/mL 	��
��
=|�=�����?���	�� stock solution ��.
���������.�$;�=��;�9��� 
naphthalene ���� phenanthrene 100 µg 	��
��
�?����� ����?������ ��?���;������������� ��+
�?���B �;�M$;M$
�%��k��#= #�$��% 100 200 300 ��? 400 µg/mL deionized water =��;��� 1 mL 
��������# $��+�
9�!:;��$�� �=>
� �� 48 ��+ A;� 	��
��
.�$=|�=��:���"�?�% 
��+�?���;� ��B%����
�:����
�����+ 254 ��? 205 ������� phenanthrene  ��? naphthalene  ��;������ (����=��	�� 
Barkay et al., 1999) 
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 4.3  �����f���������+�%��T
�O!- Sand Pack Column  
  �@� Sand pack technique �=>
 �@���������B �;��;��zM��������������� .
�����,�
���+� 
���;�
.
�?����$��=��������� ;� �@����B�� ���	
������+�%�
����$���$ ���� (acid-washed 
sand) 1 ���; ��.
B���;
���$  M
�� 13.0x0.5 *;. ��?��%�$ � weathered crude oil =��;��� 0.5 
;�������� ��$ =�%��
���;�
�% 
���
#�����	��B���;
�  	��
��
���;�% 
.� �% 
�������� ����
�% 
���������;@�
�� B �;�M$;M$
 1 mg/mL ��#= 3 ;�������� 	�� �@���������M$� 2.1 �
$� 
28 A��������������=���������������.�$
������+
��?sodium dodecyl sulfate (SDS) (1 mg/mL) 
 ��=��;�9M��
���;�
��+z:�=�%�����;�  
 ��� ��=��;�9M��
���;�
 weathered crude oil ��+z:��?���;�
��
 ���#�$A���������
���;�
���;�
�$ ��� ����?���B�� B��A�s���; z%����M � vial ��+����
����
����+�
%
�
 	��
��
�?����� ����?���
��� ��+�
����
��M�� vial ���B�����
�+��"�+���
����
��M��
���;�
��+�"�+;M��
A����%�?�
���������.�$������
�=������������B �;��;��z.
����?�$ � SDS (Makkar and Cameotra, 1998) 

 
4.4  ����N��%$��%	�%��iO�����)��	�����+�%��
�� 
A����������;�����	
��
�������;����������������%������
���;�
��� A��
���� ��%����


��+=
�=���

���;�
�B��+�� 10 ���; ���;��.
����� MSYM ��+;�
���;�
����=>
���%�B�����
�$���? 
0.3 	��
��
�������
�B��+���M�%�B �;��, ��� 200 ����%�
��� ��+�
9�!:;��$�� �=>
� �� 3  �
 ������
z%��������%���� 3 B�����
������:�����; ��,������.
 20%glycerol �"�+�
��#=.�$.
��������B����
�%�#=�����;���������������� mineral salt medium �����;� 2 �:������� B��  

�:����+    1    ���;
���;�
����$���? 0.3 �=>
���%�B�����
  
�:����+ 2 ���;
���;�
����$���? 0.3 ��?������������� �� !�"��+#�$	����������������          

B. subtilis MUV4 .
����� Modified Mckeen Medium 10 ;�������;�%������ 100 ;�������� 
���;�����	
��
�������;��#=�$���? 10 �������
�B��+���M�%�B �;��, ��� 200 ����%�
��� ��+

�
9�!:;��$�� �=>
� �� 7  �
 ��,��� ��%��������"�+� ��B��?������%������
���;�
���A�� �@� TLC/FID 
��; �@���� ��B��?��M$� 4 �
$� 27 

 
�$���?����%������
���;�
��� = "��
��+.�$���s-"��
��+.�$���s���+;�$
 x 100 

    "��
��+.�$���s���+;�$
 


