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一、大纲编写依据
本课程是生物工程专业的专业方向课程之一。是为本专业提供有关微生物治理环境污染的一门重要课程。学生通过该课程的学习，掌握微生物治理环境污染的基本原理和方法；掌握环境污染治理基本实践操作技能。

二、课程目的
本课程要求学生从理论上掌握“三废”治理中涉及生物处理的基本原理以及生物工程在其它环境问题中的应用，在实践过程中能在微生物细胞水平分析和解决“三废”生物处理中的技术问题。通过该课程的学习将开阔学生的视野和思路，为承担环境生物处理方面的研究工作做好理论准备和技术铺垫。
三、教学方法
1、课堂教学

（1）讲授
（2）教师指导下的学生自学
以教材为主导内容，学生课外自学，教师随时答疑。自学内容如下：

1、我国的环境问题及解决策略（并写课程论文）

2、环境治理与基因工程
（3）其它教学方法
正确处理基础性与前沿性的关系，形成包括立体化教材建设、多媒体教学、网络教学、课堂授课与实验教学多种方式在内的完善的教学体系。

2、课外学习

1、伦世仪编著,《环境生物工程》,化学工业出版社，2002，第一版

2、陈坚编著，《环境生物技术》，中国轻工业出版社，1999，第一版

3、加雷思 M. 埃文斯编，邢新会主译，《环境生物技术》， 化学工业出版社，2006，第一版

4、周群英编，《环境工程微生物学》，高等教育出版社，2008，第三版

5、网络上查找相关的解决环境问题的知识

四、适用对象

生物工程专业。

五、先修课程及后续课程（或相关课程）
（一）先修课程

微生物学、生物化学、发酵工程与设备
六、课程性质

选修。
七、总课时及各章的分配

授课总课时数为32学时，各章的学时具体安排如下：
	章 节
	教   学   内   容
	授课学时

	第一章
	 导论
	6

	第二章
	微生物生态，
	8

	第三章
	微生物在环境物质循环中的作用，
	6

	第四章
	水环境污染控制与治理的生态工程及微生物学原理
	4

	第五章
	污水深度处理和微污染源水处理中的微生物学原理
	4

	第六章
	有机固体废弃物与废弃的微生物处理及微生物群落，
	2

	第七章
	微生物学新技术在环境工程中的应用
	2

	合计
	
	32


八、使用教材及主要参考书目 

（一）选用教材

周群英编，《环境工程微生物学》，高等教育出版社，2008，第三版

（二）主要参考书目
1、伦世仪编著,《环境生物工程》,化学工业出版社，2002，第一版

2、陈坚编著，《环境生物技术》，中国轻工业出版社，1999，第一版

3、加雷思 M. 埃文斯编，邢新会主译，《环境生物技术》， 化学工业出版社，2006，第一版

   九、考核方式及成绩评定标准
1、课程成绩构成

（1）平时成绩占百分比
平时成绩占总分40%
（2）考试成绩占百分比
考试成绩占总分60%
2、考核内容与形式

（1）知识类考核

本课程采用开卷考试形式。重点考试内容：如何利用微生物的基本方法解决环境污染的基本问题的能力。
（2）能力类考核

利用课程学习总结或小专题研究报告考查学生的自主学习能力，促进学生研究性学习，启迪学生的创新思维。
第一章　  导  论
第一节   环境问题与环境科学

一、环境与环境问题
主要介绍了环境，人类环境和环境问题。
二、重大的全球性环境问题
介绍了目前全球性的重大环境问题：温室效应，臭氧层的破坏和酸雨等的形成原因和对环境的可能危害。
三、环境污染
介绍了大气污染，水污染，固体废弃物污染，土壤污染，噪声污染以及这些污染对人类造成的危害。
第二节 目前困扰中国环境的十大问题

一、 大气污染问题
二、水环境污染问题
三、垃圾处理问题
四、土地荒漠化和沙灾问题 
五、水土流失
六、旱灾和水灾
七、生物多样性破坏问题
八、WTO与环境问题
九、三峡库区的环境问题
十、持久性有机物污染问题
第三节、 生物技术发展简史

一、古老生物技术阶段(公元前6000～7世纪）
二、初期生物技术阶段(17世纪～世纪40年代）
三、近代生物技术阶段（20世纪40年代～70年代）
四、现代生物技术阶段(20世纪70年代～ 现在）
第四节 微生物的概述

一、环境微生物的分类和命名
二、环境微生物的特点
三、对微生物学有重大贡献的人
第五节　环境工程微生物的研究对象与任务
一、环境工程微生物学的研究对象
二、环境工程微生物学的研究任务
三、  环境生物技术学科的层次性与学科内容

从高、中、低三个不同的层次介绍采用微生物治理环境的基本方法。
四、 环境生物技术的技术体系
第二章   微生物生态  

第一节  生态系统
一、生态系统定义
二、生态系统的组成
三、生态系统的基本特点
四、生态系统的功能
五、生态系统的基本结构
六、生态平衡
第二节 土壤微生物生态
一、土壤的生态环境
二、微生物在土壤中的种类、数量和分布
三、土壤自净和污染土壤微生物生态
四、土壤污染和土壤生物修复
第三节 空气微生物生态
一、 空气的生态条件
二、 空气微生物的种类、数量和分布
三、 空气微生物的卫生标准及生物洁净技术
四、 空气中微生物的检测
第四节 水体微生物生态
一、 水体微生物的来源
二、水体自净
    主要介绍了水体的污染物在以微生物为主题的生物的作用下，是如何将污染物分解，使水得到净化的。
三、水体富营养化
水体富营养化的概念与发生，评价水体富营养化的方法与AGP和防止水体营养化的一些基本方法。
第三章    微生物在环境物质循环中的作用  

第一节   有机污染物的生物净化机理
一、好氧分解
    在各种好氧微生物的作用下，彻底将有机物分解成无机物。
二、厌氧分解
    在各种厌氧微生物的作用下，将大分子的有机物分解成小分子的有机物。
第二节 各类有机污染物的转化
一、碳源污染物的转化
介绍了糖类、蛋白质、脂类、石油和人工合成的有机化合物的微生物转化的基本原理和方法等。

二、氮源有机污染物的转化
介绍了蛋白质、氨基酸、尿素、胺类、腈化物、硝基化合物的微生物转化的基本原理和方法等。
第三节 无机污染物的转化
一、磷酸盐的转化
二、氨氮及硝酸盐的转化
三、金属离子
第四章   水环境工程污染控制与治理的生态工程及微生物学原理，
第一节　污、废水生物处理中的生态系统 
一、好氧活性污泥法
介绍的主要内容是好氧活性污泥中的微生物群落，好氧活性污泥净化废水的作用机理，好氧活性污泥的几种处理工艺流程和氧化塘的微生物群落及其处理废水机制。
二 好氧生物膜法
主要介绍生物膜的基本特性，生物膜反应器运行方式，好氧生物膜中的微生物群落，好氧生物膜的培养。
第二节   活性污泥丝状膨胀和丝状膨胀控制对策

一、丝状菌性膨胀

丝状菌性膨胀的主要因素是污水水质，运行条件和工艺方法。
二、非丝状菌性膨胀

三、活性污泥法运行中常见的问题
活性污泥处理废水常见的问题是污泥膨胀、污泥上浮、污泥的致密与减少、和泡沫问题等，同时也提出了一系列的解决这些问题的方法。
第三节 厌氧环境中活性污泥和生物膜的微生物群落

一、 厌氧消化甲烷发酵
主要介绍甲烷发酵理论与机制和厌氧活性污泥的培养方法。
二、光合细菌处理高浓度有机废水
三、含硫酸盐废水的厌氧微生物处理

四、硫素循环
 第五章  污、废水深度处理和微污染源水预处理中的微生物学原理 
第一节 污、废水深度处理---脱氮、除磷与微生物学原理

一、污、废水脱氮、除磷的目的和意义
二、天然水体中氮、磷的来源
三、微生物脱氮工艺、原理及其微生物
四、微生物除磷原理、工艺及其微生物
五、 生物除磷及生物脱氮除磷工艺
第二节  微污染水源预处理中的微生物学问题

一 微污染水源水预处理的目的和意义
二 水源水污染源和污染物
三 微污染水源水微生物预处理及微生物群落
第三节  饮用水消毒及其微生物学效应

一 水消毒的重要性
二 水的消毒方法
第六章  有机固体废弃物与废气的微生物处理及其微生物群落。
第一节 有机固体废弃物的微生物处理及其微生物群落
一、固体废弃物的分类
二、固体废弃物处理的基本原则
三、固体废弃物的微生物处理的主要方法
固体废弃物的主要处理方法是：堆肥法、卫生填埋法、厌氧发酵法。
第二节 废气的生物处理
一、大气污染物的微生物处理定义
二、大气污染物处理的基本原理
三、大气污染物处理工艺过程
第七章 微生物新技术在环境工程中的应用 
第一节 固定化酶和固定化细胞在环境工程中的作用
一、固定化酶和固定化微生物

二、固定化酶和固定化微生物在环境工程中的应用及前景

第二节  微生物细胞外多聚物的开发与应用

一、生物表面活性剂和生物乳化剂的开发与应用

二、微生物自身絮凝和沉淀作用

三、微生物絮凝剂和沉淀剂的开发与应用

四、微生物絮凝剂和沉淀剂的作用原理

第三节  优势菌种与微生物制剂的开发与应用

一、优势菌种

二、优势菌种的筛选步骤与菌剂制备

三、微生物制剂的应用

第四节  微生物能源的开发与应用

一、微生物能源的种类

二、产生氢气的微生物

三、微生物产氢燃料电池

附：

《环境生物工程》课程实验教学大纲
0818400493

（第一版）
课程名称：环境生物工程实验             实验学时：16
适用专业：生物工程                  课程性质：选修
一、课程实验简介

实验紧密结合理论课程环境生物工程的学习内容，针对环境中农药污染严重的问题，我们设计了一个综合实验，从环境中筛选分解苯酚的高效微生物，整个实验过程从培养基的制备，培养基的灭菌，高效分解苯酚的微生物的筛选和纯化，以及筛选到的微生物的鉴定等几个方面进行系统的实验，最后筛选到降解环境中的苯酚的高效微生物。
二、教学目的
通过降解环境中农药的高效微生物的筛选实验，巩固学生在以前学习的微生物学的知识和实验技能，同时也是对学习的微生物的技能的扩充和提高。为学生毕业后直接进入社会主义建设打好良好的基础。
三、考核方式及成绩评定标准
采取考察的方式，以每次的实验报告为主成绩占60%，以是否参加实验及在实验课的动手能力和实验过程为辅占40%，作为这一门的总评成绩。
四、实验指导书及主要参考书

1． 自编实验指导
五、实验项目

实验项目一览表

	序号
	实验项目名称
	实验类型
	实验学时
	必做/选做

	实验一
	选择性培养基和药品的配制
	设计
	3
	必做

	实验二
	选择性培养基的灭菌
	设计
	3
	必做

	实验三
	分解苯酚微生物的富集培养和纯培养
	设计
	7
	必做

	实验四
	分解苯酚的微生物形态观察
	设计
	3
	必做

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	合计
	
	
	16
	必做


实验类型：演示性、验证性、综合性、设计性、其它

实验一、选择性培养基和药品的配制（3课时）
    实验类型：设计
实验目的：

1.明确培养基的配制原理 

2.通过对选择培养基的配制，掌握配制培养基的一般方法和步骤。
实验内容：

1、计算称量  根据配方，计算出实验中各种药品所需要的量，然后分别称(量)取。

2、溶解  一船情况下，几种药品可一起倒入烧杯内、先加入少于所需要的总体积水进行加热溶解(但在配制化学成分较多的培养基时，有些药品，如磷酸盐和钙盐、镁盐等混在一起容易产生结块、沉淀，故宜按配方依次溶解。个别成分如能分别溶解，经分开灭菌后混合，则效果更为理想)。加热溶解时，要不断搅拌。如有琼脂在内，更应注意。待完全溶解后，补足水分到需要的总体积。

3、调节pH  用滴管逐滴加入1N NaOH或lN HCl边搅动；边用精密的pH试纸测其pH值，直到符合要求时为止。pH值也可用pH计来测定。

4、过滤  要趁热用四层纱布过滤。
5、分装  按照实验要求进行分装。装入试管中的量不宜超过试管高度的1/5，装入三角烧瓶中的量以烧瓶总体积的一半为限。在分装过程中，应注意勿使培养基沾污管口或瓶口、以免弄湿棉塞，造成污染。

[image: image1.png]



图 培养基的分装装置与棉塞。

A.       培养基的分装
B.         棉塞的做法
     1.正确                                   2.管内太短，外部太松

     3.整个棉塞太松                           4.管内太紧，外部太短松

6、加塞  培养基分装好以后，在试管口或烧瓶口上应加上一只棉塞。棉塞的作用有二：一方面阻止外界微生物进入培养基内，防止由此而引起的污染；另一方面保证有良好的通气性能，使微生物能不断地获得无菌空气。因此棉塞质量的好坏对实验的结果有很大影响。
7、灭菌  在塞上棉塞的容器外面再包一层牛皮纸，便可进行灭菌。培养基的灭菌时间和温度，需按照各种培养基的规定进行，以保证灭菌效果和不损坏培养基的必要成分。如果分装的斜面，要趁热摆放并使斜面长度适当(为试管长度1/3-l/2，不能超过1/2)。培养基经灭菌后，应保温培养2-3天，检查灭菌效果，无菌生长者方可使用。
实验要求：

每个同学必须能独立完成培养基的配制，懂得微量元素添加和酸碱度调节的原理和方法；培养基三角瓶的分装和试管斜面的分装；掌握封口棉塞的制作。
实验二、选择性培养基的灭菌（3课时）
实验类型： 设计
实验目的：

1．掌握高压蒸汽和干热灭菌方法和原理。
　2．掌握器皿的包扎方法。

实验内容：

　　（一）干热灭菌　　
1．装入待灭菌物品
　　将包好的待灭菌物品（培养皿、试管、吸管等）放入电烘箱内，物品不要摆得太挤，以免妨碍热空气流通。同时，灭菌物品也不要与电烘箱内壁的铁板接触，以防包装纸烤焦起火。
　　2．升温
　　关好电烘箱门，插上电源插头，拨动开关，旋动恒温调节器至红灯亮，让温度逐渐上升。如果红灯熄灭，绿灯亮，表示箱内已停止加温，此时如果还未达到所需的160—170℃温度，则需转动调节器使红灯再亮，如此反复调节，直至达到所需温度。
　　3．恒温
　　当温度升到160—170℃时，借恒温调节器的自动控制，保持此温度2小时。
　　4．降温
　　切断电源，自然降温。
　　5．开箱取物
待电烘箱内温度降到70℃以下后，打开箱门，取出灭菌物品。注意电烘箱内温度未降到70℃以前，切勿自行打开箱门，以免玻璃器皿炸裂。

（二）高压蒸汽灭菌

1．首先将内层灭菌桶取出，再向外层锅内加入适量的水，使水面与三角搁架相平为宜。
　　2．放回灭菌桶，并装入待灭菌物品。注意不要装得太挤，以免防碍蒸汽流通而影响灭菌效果。三角烧瓶与试管口端均不要与桶壁接触，以免冷凝水淋湿包口的纸而透入棉塞。
　　3．加盖，并将盖上的排气软管插入内层灭菌桶的排气槽内。再以两两对称的方式同时旋紧相对的两个螺栓，使螺栓松紧一致，勿使漏气。
　　4．用电炉或煤气加热，并同时打开排气阀，使水沸腾以排除锅内的冷空气。待冷空气完全排尽后，关上排气阀，让锅内的温度随蒸汽压力增加而逐渐上升。当锅内压力升到所需压力时，控制热源，维持压力至所需时间。本实验用 1．05kg/cm2，121．3℃，20分钟灭菌。
5．灭菌所需时间到后，切断电源或关闭煤气，让灭菌锅内温度自然下降，当压力表的压力降至0时，打开排气阀，旋松螺栓，打开盖子，取出灭菌物品。如果压力未降到0时，打开排气阀，就会因锅内压力突然下降，使容器内的培养基由于内外压力不平衡而冲出烧瓶口或试管口，造成棉塞沾染培养基而发生污染。
6．将取出的灭菌培养基放入 37℃温箱培养24小时，经检查若无杂菌生长，即可待用。

实验要求：

掌握干热灭菌和高压蒸汽灭菌的基本原理；并能熟练采用这两种常用的灭菌方法进行灭菌；同时掌握检验灭菌是否彻底的方法。

 实验三、分解苯酚微生物的富集和纯培养（7课时）
实验类型： 设计
实验目的：掌握微生物富集培养的基本原理和一般方法，熟练掌握微生物的分离纯化方法。
实验内容：

  1．接种；取土壤1g接入含苯酚浓度为500mg／L的培养液中，共接2瓶。一瓶在28—30℃下进行振荡培养另一瓶置4℃冰箱不培养。

  2．检查经24小时培养后，将培养与不培养的三角瓶同时取样，摇匀，放置片刻以待泥沙沉降，再按下列步骤进行检查。

  (1)培养液混浊度：用肉眼比较，如培养瓶中液体混浊度高说明已有菌增殖。

  (2)苯酚的消失：取少量培养液与末培养液分别过滤，各取0．5ml过滤液加至二支小试管中。再按顺序加入下列试剂4mol／L NH4OH 1滴、  2％4—氨基安替匹林l滴、20％吐温80、2滴、16％铁氰化钾2滴。培养液中如含苯酚则呈红色，为阳性结果；如不含苯酚则呈微黄色，为阴性结果。表示培养基中的苯酚已被解酚菌降解了。

3．一次传代：取经上述检查证实有解酚由生长的培养液(母菌液)2．5m1，按人含苯酚浓度为1g／L的培养液25m1中，重复上述培养与检查。接种后剩余母菌液留置冰箱，以与下代培养作对比。

 4．二次至多次传代：经检查证实有菌生长的一次传代培养液接入含苯酚浓度更高的培养基中继续进行驯化培养。约至2g／L酚浓度时，可选得耐酚力和解酚力均高的菌株。

 5．分离：将上述最高含酚浓度培养液一环在含酚固体平板上划线分离，经28—30℃保温培养48小时后，挑取平板上的单个菌落接至试管斜面或再经划线分离可获得解酚菌的纯培养体。

实验要求：

掌握环境中特殊微生物和稀有微生物的富集培养方法，熟练掌握微生物的划线分离和纯培养技术，每个学生要分离出1-3种不同的高效分解苯酚的微生物。
实验四、分解苯酚的微生物形态观察（3学时）
实验类型：设计 

实验目的：掌握染色的基本原理，了解微生物初步鉴定的基本方法。
实验内容：

  （一）、简单染色法

  亦称普通染色法。它是利用细菌与各种不同性质的染料如石炭酸复红、结晶紫、美蓝等具有亲介力而被着色的原则，采用一种单色染料对细菌进行染色，适用于菌体—股形态的观察。简单染色法操作步骤如下：

    1．涂片：取干净裁玻片一块，滴一小滴蒸馏水或生理盐水(菌悬液可不加水)，用接种环以无菌操作挑取少许菌落(或菌液)，与裁被片上水调匀涂成极薄菌膜。

    2．风干：使裁玻片上菌液在空气中自然干燥。

    3．固定，涂片面向上，用大拇指与食指夹住载玻片一端之侧边，使裁玻片在酒精灯火焰上通过3—4次加热以固定细菌。注意不是用火考。

    4．染色：在已固定的涂片上，摘加适当染色液，染色时间随不同染色液而异。如为齐氏石炭酸复红染色液，染色1—2分钟，如为吕氏碱性美蓝染液，则染2—3分钟。

    5．水洗：用细水流将涂片上染料洗去，水流勿过急过猛，应由玻片土端倾斜流至无多余染料时止将涂片自然干燥或吹风至干。

    6．镜摄。

（二）、革兰氏染色法

是细菌学个一个重要的鉴别染色法。根据细菌对此种染色法的反应不同，可将细菌区分为两大类，菌体呈紫色者为革兰氏阳性细菌，呈红色者为革兰氏阴性细菌。

    革兰氏染色法是一种复染色法，应用结晶紫与番红两种不同性质的染料进行染色。染色成败的关键在于严格掌握酒精脱色程度，和应用新鲜幼龄的曲体进行涂片。其操作步骤如下：

    1．涂片，将待检细菌按上述简单染色法涂片、风干、固定。固定时通过火焰2次即可。

    2．初染：加草酸铵结晶紫染液染色1分钟，水洗。

    3．碘液固定：摘加鲁哥氏碘液冲去残水，覆盖涂片1分钟，水洗。

    4．酒精脱色：用95％洒精滴洗涂片处，至流洗出的酒精不呈现紫色时，立即用水冲洗酒精。脱色时间约20秒钟，或视涂片厚薄而略有差异。

    5．复染，用番红(或称沙黄)染色液染色1—2分钟，水洗。风干后镜检。

实验要求：每个学生都能独立完成对自己筛选的微生物的简单染色和对细菌的革兰氏染色，并对获得的微生物进行形态观察。
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