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基于微酸性电解水的牛粪消毒响应面工艺优化研究

文致远  郭 钰  王朝元  施正香  段 娜*

（中国农业大学  水利与智能工程学院/农业农村部设施农业工程重点实验室/
农业水资源高效利用全国重点实验室，北京  100083）

摘 要  为获得微酸性电解水（SAEW）对牛粪中典型奶牛乳房炎致病菌杀灭的最优工艺参数，实现再生牛粪垫料

的高效绿色杀菌，本研究分析了不同有效氯浓度的 SAEW 对牛粪中典型奶牛乳房炎致病菌的杀菌效果，并通过响

应面法获得最佳杀菌工艺参数并进行验证。结果表明：1）随着有效氯浓度的增加，牛粪中 4 种奶牛乳房炎致病菌含

量逐渐降低，有效氯浓度 300 mg/L 处理 24 h 后，除克雷伯菌外，3 种致病菌灭菌率均在 93% 以上；2）以 pH、有效氯

浓度、处理时间作为 3 因素进行响应面分析，通过方差分析确定模型的可信性后，明确了对金黄色葡萄球菌和克雷

伯菌杀灭的贡献值为有效氯浓度>pH>杀菌时间，对链球菌和大肠杆菌杀灭贡献值为 pH>有效氯浓度>杀菌时

间；3）通过响应面法优化最终获得了 SAEW 的最优杀菌工艺为：SAEW pH 值为 5. 5、有效氯浓度 374 mg/L，杀菌时

间 34 h，杀菌后金黄色葡萄球菌含量为 3. 80±0. 17 lg（CFU/g），杀菌率为 99. 95%，其他 3 种致病菌无检出。综上，

SAEW 对奶牛粪污具有良好的消毒潜力，对推动绿色奶牛养殖，促进可持续发展具有重要意义。
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Response surface optimization of disinfection process for 
cattle manure using SAEW
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（College of Water Resources and Intelligence Engineering/Key Laboratory of Agricultural Engineering in Structure and 

Environment of Ministry of Agriculture and Rural Affairs/State Key Laboratory of Efficient Utilization of Agricultural Water Resources， 

China Agricultural University，Beijing 100083， China）

Abstract In order to obtain the optimal process parameters for killing typical mastitis pathogens in cow dung 

with slightly acidic electrolyzed water （SAEW） and achieve efficient and green sterilization of regenerated cow 

dung bedding， this study investigated the bactericidal effect of SAEW with different effective chlorine 

concentrations on typical mastitis pathogens in cow dung， and obtained and verified the optimal sterilization 

process parameters through response surface methodology.  The research results showed that： 1） With the 

increase of available chlorine concentration， the content of four mastitis pathogens in cow dung gradually 

decreased.  After treatment with an available chlorine concentration of 300 mg/L for 24 hours， the sterilization 

rates of the three pathogens， except Klebsiella， were above 93%.  2）Response surface analysis was performed 

with pH， available chlorine concentration， and treatment time as three factors.  After the credibility of the model 

was determined by variance analysis， it was determined that the contribution to the killing of Staphylococcus 
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aureus and Klebsiella was available chlorine concentration > pH > sterilization time， and the contribution to 

the killing of Streptococcus and Escherichia coli was pH > available chlorine concentration > sterilization time.  

3） Combined with the response surface methodology， the optimal sterilization process of SAEW was finally 

obtained： SAEW pH value of 5. 5， available chlorine concentration of 374 mg/L， sterilization time of 34 hours， 

and the content of S.  aureus after sterilization was （3. 80±0. 17） lg（CFU/g）， the sterilization rate was 99. 95%， 

and the other three pathogens were not detected.  In conclusion， SAEW has good disinfection potential for dairy 

cow manure， this contributes significantly to the advancing of green dairy farming and the promotion of 

sustainable development.

Keywords mastitis pathogens； slightly acidic electrolyzed water； sterilization； response surface analysis

随着我国奶牛养殖业的集约化发展，粪污排放

集中程度增加，粪污处理难度增大，已成为奶牛养

殖业发展的制约因素［1］。牛粪垫料化技术既可以解

决奶牛场牛粪消纳问题，又可为奶牛提供松软舒适

的卧床垫料，是一种具有良好应用前景的牛粪资源

化利用技术［2］。牛粪再生垫料（Recycled manure 
solids， RMS）是以牛粪为原料，通过好氧发酵、厌氧

发酵或烘干等技术生产的卧床垫料［3］，因其可实现

粪污的资源化利用与较高舒适度的双重优点近年

来在奶牛场中应用广泛［4］。然而，RMS 应用的生物

安全问题不容小觑，未规范 RMS 生产工艺的奶牛

场乳房炎发病率每周高达 3. 5%［5］，相较于沙子等无

机垫料，牛粪本身不仅携带致病菌，其有机物成分

也易造成致病菌等微生物的繁殖［6］。奶牛乳房炎致

病菌包括大肠杆菌、葡萄球菌、链球菌、克雷伯菌、

沙门菌等，其中 90% 以上为前 3 种致病菌感染［7］，大

肠杆菌、克雷伯菌为革兰氏阴性菌，金黄色葡萄球

菌、链球菌为革兰氏阳性菌［8］，为典型的奶牛乳房炎

致病菌。牛粪再生垫料的微生物含量与原料中的

微生物含量相关［9］，且使用过程中奶牛场为了节约

成本，无法做到每天更换垫料，随着垫料使用时间

的延长，通过牛体、空气流动等进入垫料的致病微

生物会逐渐增多［10］。因此，有效杀灭乳房炎致病

菌，保证牛粪生产垫料的安全性对牛场的正常运行

至关重要。

目前，牛粪垫料的消毒主要存在于生产环节，

通过发酵过程中产生的热量杀灭致病菌，但在生产

或使用过程中补充消毒剂的研究较为有限。刘菊

莲等［11］探究了添加漂白粉与生石灰对牛粪再生垫

料中病原微生物的杀灭和抑制作用，结果表明，2 种

杀菌剂对克雷伯菌和链球菌有明显的抑制作用，大

肠杆菌仅在 3‰ 浓度下有明显的抑制作用，对真菌

和金黄色葡萄球菌抑制作用不明显，即漂白粉或生

石灰均无法实现普遍抑制作用，在杀菌广谱性和杀

菌 效 果 方 面 存 在 一 定 局 限 性 。 微 酸 性 电 解 水

（Slightly acidic electrolyzed water， SAEW）是一种

强 力 的 广 谱 杀 菌 剂 ，杀 菌 能 力 与 有 效 氯 浓 度

（Available chlorine concentration， ACC）和 氧 化 还

原电位（Oxidation-reduction potential， ORP）密切相

关［12］。SAEW 是食品工业中应用较为广泛的杀菌

剂之一［13］，Du 等［14］研究指出 SAEW 攻击细胞壁、细

胞膜和细胞器等多个靶点，具有杀菌效果显著、较

低的腐蚀性、制备简单和对畜禽生物无刺激性的特

点，成为近年来备受关注的畜禽养殖场杀菌剂，以

往 研 究 表 明 SAEW 对 器 械 表 面［15］、空 气［16］、海

鲜［17-18］与家畜［19-20］等具有良好的杀菌效果。吕桂芬

等［21］通过体外杀菌试验发现，SAEW（ACC 30 mg/
L）、SAEW（ACC 60 mg/L）、SAEW（ACC 60 mg/
L）+3% 甘油、SAEW（ACC 60 mg/L）+10% 甘油

4 种奶牛乳头药浴剂在杀灭大肠埃希菌、金黄色葡

萄球菌、无乳链球菌、停乳链球菌的试验中，15 s 内
杀菌率均超过 88%，与传统杀菌剂相比，SAEW 杀

菌后无残留，更加安全、有效、环保。郝晓霞［22］发现

SAEW（250 mg/L）在 5 min 内即可灭活鸡舍内所采

集粪便、饲料和羽毛制成的悬浮液中的全部细菌和

真菌，同时，ACC 300 mg/L 可显著减少猪舍内墙

面、栏杆和地面的表面微生物，复杂基质会削弱

SAEW 杀菌效果。Liao 等［23］通过比较微生物膜的

完整性、电位、细胞内酶活性和细胞内活性氧簇水

平，研究了 SAEW 对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的

致死效应，指出 SAEW 严重破坏了微生物膜的完整

性和膜电位，对细胞内脂酶的活性也有灭活作用。

综上所述，SAEW 具有杀菌速度快、杀菌谱广、安全

环保等特点，在畜禽养殖消毒领域展现出较高的应

用潜力，然而，其杀菌效果仍受有效氯浓度及环境

有机物等因素影响，对奶牛粪污杀菌处理及其效果
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的研究未见报道。

本文探究了 SAEW 对牛粪中 4 种典型奶牛乳

房炎致病菌（金黄色葡萄球菌、链球菌、克雷伯菌、

大肠杆菌）的杀灭效果，通过响应面法分析了影响

SAEW 对典型乳房炎致病菌杀灭效果的影响因素

和最优杀菌参数，以期为牛粪垫料化技术应用中绿

色杀菌剂的开发提供参考。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

新鲜奶牛粪取自北京市大兴区某牧场，该牧场

奶牛存栏量约 2 800 头，其中泌乳牛 1 300 余头，品

种为荷斯坦奶牛，试验时间为 2021 年 11 月。奶牛

场采用刮粪板干清粪工艺，粪污经管道输送至集粪

池。试验所用牛粪为牧场健康牛只的粪污，采用固

液分离机分离后得到固体牛粪 ，牛粪含水率为

（69. 03±0. 37）% ，金 黄 色 葡 萄 球 菌 初 始 菌 数 为

6. 32~8. 08 lg（CFU/g），链 球 菌 为 6. 55~7. 96       
lg（CFU/g），克雷伯菌为 7. 02~7. 84 lg（CFU/g），
大肠杆菌为 8. 05~8. 73 lg（CFU/g）。
1. 2　试验设计

以 ACC为变量，将 400 g牛粪均匀铺设在锡箔纸

（40 cm×30 cm）上，铺设厚度约为 1 cm，试验采用完

全随机区组设计，共 5组处理，每组 3个平行。试验组

中 SAEW 与牛粪质量比 1∶1喷施，使用电动喷雾器向

牛粪喷洒不同有效氯浓度的 SAEW（100、200、300和

400 mg/L）；对照组向牛粪中喷洒等质量去离子水，其

他条件均相同。在杀菌 24 h后取样测定金黄色葡萄

球菌、链球菌、克雷伯菌、大肠杆菌共 4种奶牛乳房炎

典型致病菌含量，探究 SAEW的杀菌效果。

在 SAEW 杀菌效果的初步研究下，采用响应面

设计软件 Design-Expert，设计 3 因素 3 水平试验以

揭示各因素及其交互作用对致病菌的杀灭效果［24］。

选取 pH、有效氯浓度、处理时间为因素，分别命名为

A、B、C；将金黄色葡萄球菌、链球菌、克雷伯菌、大

肠杆菌各含量对数值作为响应值，分别用 a、b、c、d
表示。优化获得 SAEW 杀灭典型乳房炎致病菌的

最佳工艺参数。

1. 3　仪器和方法

采用中国农业大学农业农村部设施农业工程

重 点 实 验 室 研 发 装 置（ 北 京 睿 安 德 ；型 号 ：

Anywhere-320w）制备 SAEW。向 2 L 自来水中加

入 10 g NaCl 和 2 mL 质量分数 36% 的 HCl，启动装

置在 10 A、220 V 的条件下电解，随着电解时间的增

加，SAEW 中有效氯浓度增加。分别制备 100、200、
300 和 400 mg/L 不同有效氯浓度的 SAEW，添加稀

盐酸调节 pH 为 5. 5~6. 5 备用，设备原理图如图 1。
有效氯检测计（日本 KRK 笠原理化工业，型号：RC-
3F，测量范围：0~300 mg/L）用于检测 SAEW 的有

效氯浓度，超过测量范围的经倍数稀释后进行测

定。酸碱度计（中国台湾衡欣，型号：AZ8601）用于

测定 SAEW 的 pH 值和 ORP 值。

牛粪含水率采用电热鼓风干燥箱（上海一恒科

学仪器有限公司，型号：DHG-9030）烘干法测量。

奶牛乳房炎典型致病菌检测采用平板计数法［25］。

大肠杆菌采用麦康凯培养基（HB6238，青岛海博生

物）在 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h，生长粉红色菌

落；链球菌采用改良爱德华琼脂培养基（HB8706，
青岛海博生物）在 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h，生
长白色菌落；金黄色葡萄球菌采用 Baird-Parker 琼
脂基础培养基（HB4115，青岛海博生物）在 37 ℃恒

温培养箱中培养 48 h，生长黑色菌落；克雷伯菌采用

麦康凯肌醇阿东醇羧苄青霉素琼脂基础培养基

（HB8758，青岛海博生物）在 37 ℃恒温培养箱中培

养 24 h，生长紫红色菌落。在不同的稀释梯度平板

中选取菌落数在 30~300 进行计数，菌落计数结果

以菌落数的对数表示，即 lg（CFU/g），计算公式如

式（1）所示。

N = lg n/A （1）
式中：N 为菌落计数结果（lg（CFU/g）），n 为平板中

图  1　微酸性电解水生产装置（Anywhere-320w）原理图

Fig. 1　Schematic diagram of SAEW production system
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菌落总数，A 为稀释倍数。

2　结果与分析

2. 1　SAEW 杀菌效果研究

2. 1. 1　SAEW 理化性质

表 1 为不同有效氯浓度 SAEW 的 pH 值和氧化

还原电位。随着电解时间的增加，SAEW 中的有效

氯浓度增加，不同处理组 ORP 在 900 mV 左右波动，

是制备电解水的最佳条件。不同有效氯浓度的

SAEW 其 pH 在 6. 0 左右波动，刘勇等［26］研究了 pH
值对 SAEW 次氯酸消毒剂中次氯酸含量和有效氯

浓度的影响，结果表明，pH 值对有效氯浓度的含量

无影响。因此，选择 6. 0 作为 pH 因素的中间编码水

平，以期验证 SAEW 的使用效果。

2. 1. 2　杀菌效果检验

对杀菌 24 h 后的 4 种典型奶牛乳房炎致病菌杀

菌率进行显著性分析结果如图 2 所示。大肠杆菌对

SAEW 的耐受性最低，在 ACC 100 mg/L 处理 24 h
后杀菌率已达到 94% 以上，ACC 变化对大肠杆菌

的杀灭效果影响不显著，而其他 3 种致病菌对 ACC

表 1　微酸性电解水的理化性质

Table 1　Physicochemical properties of SAEW

试验组

Test No.

1
2
3
4

有效氯浓度/（mg/L）

ACC

101±2
201±3
301±5
400±2

pH

6. 11±0. 02c

6. 13±0. 02c

6. 04±0. 03b

5. 93±0. 03a

氧化还原电位/mV
ORP

900. 7±2. 5a

897. 7±5. 1a

912. 7±4. 9bc

919. 0±4. 4bc

注：表中所列数值为 3 次试验数据的平均值±标准差，不同字母表示同列内数值存在显著性差异

（P<0. 05）。
Note： The values listed in the table are the mean ± standard deviation of the data from three 

experiments.  Different letters indicate that there are significant differences between the values 
in the same column （P<0. 05）.

*表示不同处理间差异显著（P<0. 05），**表示不同处理间差异非常显著（P<0. 01），***表示不同处理间差异极显著（P<0. 001）
* indicates a significant difference between treatments （P<0. 05）， ** indicates a highly significant difference （P<0. 01）， and *** indicates an 

extremely significant difference （P<0. 001）.
图  2　不同有效氯浓度对各乳房炎致病菌杀菌率

Fig. 2　Bactericidal rates of various mastitis pathogens at different ACC
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的响应趋势较为相似。王加强等［27］指出，有机物载

体易影响 SAEW 的杀菌效果，蛋白质和氨基酸能与

SAEW 结合形成稳定性较高的氯胺，其释放游离氯

缓慢进而影响消毒速率。本研究中致病菌负载载

体为牛粪，一定程度上影响了 SAEW 的消毒速率。

ACC 300 mg/L 是杀菌效果发生显著性变化的拐

点，对于金黄色葡萄球菌、链球菌、克雷伯菌，当

ACC 低于 300 mg/L 时，相同致病菌在不同 ACC 处

理组间杀菌率差异显著且杀菌率较低，而 ACC 在

300 mg/L 及以上时，其变化对杀菌率没有显著性影

响。在处理 24 h 后，ACC 在 300 mg/L 及以上的试

验组中除克雷伯菌外，其他 3 种致病菌杀灭率均已

达到 93% 以上，表明此时已达到较好的杀菌效果；

在 ACC 为 400 mg/L 时，除克雷伯菌外其余 3 种菌

杀灭率均达到 98% 以上。因此，后续响应面试验分

别选用 24 h 和 300 mg/L 作为处理时间和 ACC 两因

素的中间编码水平。

2. 2　基于响应面优化 SAEW 杀灭乳房炎致病菌

2. 2. 1　响应面结果与模型拟合

使用 Box-Behnken 试验方案设计和结果如表 2
所示。响应面共设计 17 组试验，依据表格中试验条

件，测定 4 种典型奶牛乳房炎致病菌含量，即各响应

值大小。

利用 Design-Expert 10 软件对试验结果进行拟

合，得到金黄色葡萄球菌含量（a）、链球菌含量（b）、
克雷伯菌含量（c）与大肠杆菌含量（d）对微酸性电解

水 pH（A）、有效氯浓度（B）和杀菌时间（C）的回归

模型方程见式（2）~（5），通过方程可以反映交互作

用对杀菌效果的影响。该模型适用于电解法制备

微酸性电解水，应用于健康牛只消毒场景。

a = 6.16 + 0.23A − 0.66B − 0.05C +
0.2AB + 0.11AC − 0.12BC +
0.038A2 − 0.509B2 − 0.105C2

（2）

b = 5.72 + 0.42A − 0.23B − 0.16C +
0.14AB − 0.059AC − 0.099BC +
0.24A2 + 0.10B2 + 0.25C2

（3）

c = 5.46 + 0.24A − 0.54B − 0.26C +
0.06AB − 0.12AC - 0.095BC +
0.16A2 + 0.2B2 + 0.049C2

（4）

d = 5.87 + 0.4A − 0.56B − 0.39C −
0.19AB − 0.33AC − 0.04BC −
0.21A2 − 0.33B2 − 0.036C2

（5）

试验采用拟合优度检验（R2）评估模型的显著

性，各响应值的回归模型方差分析如表 3 所示。R2

判定系数反映了响应面与真实值之间的一致程度，

取值范围 0~1，数值为 1 表示完全一致［28-29］。针对

每个因素在每个模型中的显著性观察 P 值，若 P<
0. 5，表明该因子显著，反之则不显著，若 P<0. 01，
则表明该因子非常显著［30-31］。由表 3 可知，所有的

模 型 P<0. 5，表 明 回 归 效 果 显 著 ；失 拟 项 的

P>0. 5，即失拟项并不显著，说明回归模型的拟合

效果较好。综上所述，可以使用回归方程来代替实

际数据点进行试验结果的分析。

2. 2. 2　因素贡献率对响应结果的影响分析

各因素对模型的影响程度可以由贡献率 K 值

体现，K 越大对模型的影响程度越大，其计算如式

（6）所示［32］。

δ =
ì
í
î

ïïïï

ïïïï

0         F ≤ 1

1 - 1
F

    F > 1

Kxi
= δxi

+ 1
2 ∑j = 1、2、3 δxi xj

+ δx2
i
  

i = 1、2、3  i ≠ j
(6)

式中：F 为回归方程中各回归项 F 值；δ 为回归项对

F 值的考核值；Kxi
为各因素的贡献率。

各因素对各响应值的贡献率计算结果如表 4 所

示。对于金黄色葡萄球菌和克雷伯菌，ACC 贡献率

最大，pH 次之；而链球菌和大肠杆菌，pH 贡献率最

大，ACC 次之，处理时间对所有响应值的贡献率均

最小。这意味着在杀菌处理中，ACC 是影响金黄色

葡萄球菌和克雷伯菌杀灭率的主要因素，pH 是影响

链球菌和大肠杆菌杀灭率的主要因素，处理时间对

4 种典型致病菌杀灭率影响最小。

2. 3　各交互因素对不同奶牛乳房炎致病菌杀灭效

果影响规律分析

响应图可更直观地看出各因素的影响情况，便

于找出最优范围。利用 Design-Expert 软件分别绘

制 pH、ACC、杀菌时间对 4 种致病菌杀灭率响应值

交互作用的三维响应图。

2. 3. 1　金黄色葡萄球菌

各因素交互作用对金黄色葡萄球菌含量的影

响如图 3 所示。图 3（a）为处理时间位于中心水平

（24 h）时 pH 与 ACC 对金黄色葡萄球菌含量的交互

作用响应面图。当 ACC 处于低编码水平时响应值

不受 pH 变化影响，仅在中高水平下随着 pH 减小而

减小，响应值随着 ACC 编码水平增大先稳定后减
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小，与两因素交互影响作用下变化趋势相同，ACC
在两因素交互作用中发挥主要作用。图 3（b）为

ACC 位于中间水平（300 mg/L）时处理时间与 pH
的交互作用响应面图。响应值随处理时间编码水

平增大先增大后减小，随 pH 编码水平增大逐渐增

大，交互影响作用下响应值逐渐增大，处理时间的

延长带来的杀菌效果增益无法超越甚至平衡 pH 增

大带来的负增益，即 pH 在两因素交互作用中发挥

主要作用。图 3（c）为 pH 位于中间水平（6. 0）时

ACC 和处理时间对金黄色葡萄球菌含量的交互作

用响应面图。在 ACC 处于低编码水平时处理时间

的水平增大响应值仍保持相对稳定，仅在中高水平

随着处理时间的编码水平含量逐渐下降，ACC 增大

响应值先稳定后减小，交互影响作用下金黄色葡萄

球菌含量先稳定后减小，ACC 在两因素交互作用中

发挥主要作用。图 3（a）和图 3（c）的变化规律相似，

都存在一定稳定区间，这与贡献率大小关系相对

应，当贡献率差值大于 1 时，存在稳定区间，在这个

区间内响应值几乎只受贡献率大的因素影响。综

上所述，在对金黄色葡萄球菌杀灭交互作用中 ACC
是主要因素，pH 次之。柳雅馨［33］在 SAEW 失活金

黄色葡萄球菌机制研究中指出，SAEW 可破坏细胞

形态，细胞表面出现褶皱以及破碎，胞内抗氧化酶

活性大多降低，对过氧化物的分解和清除能力下降

至细胞死亡。

2. 3. 2　链球菌

各因素交互作用对链球菌含量的影响如图 4 所

示。由表 4 可知，3 因素对于响应面值贡献率差值小

于 0. 2，可能在某些编码区间交互作用影响相当甚

至表现出与贡献率大小相反的显著影响，响应面图

可以很好地对其进行验证。图 4（a）为处理时间位

于中心水平（24 h）时 pH 与 ACC 对链球菌含量的交

互作用响应面图。随着 ACC 编码增大响应值逐渐

下降，随着 pH 的增大响应值逐渐增大，交互影响作

表 2　Box-Behnken试验方案设计和结果

Table 2　Experimental design and results of Box-Behnken

No.

编码水平

    Code

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17

−1
0
1

A： pH

5. 5
6. 0
6. 5
−1

1
−1

1
−1

1
−1

1
0
0
0
0
0
0
0
0
0

B：有效氯浓度/（mg/L）

ACC

200
300
400
−1
−1

1
1
0
0
0
0

−1
1

−1
1
0
0
0
0
0

C：处理时间/h
Time

12
24
36
0
0
0
0

−1
−1

1
1

−1
−1

1
1
0
0
0
0
0

a

6. 19
6. 40
4. 57
5. 59
6. 01
6. 09
5. 88
6. 40
6. 29
5. 10
6. 23
4. 57
6. 30
6. 02
6. 28
6. 03
6. 18

b

5. 94
6. 50
5. 34
6. 46
5. 80
6. 78
5. 76
6. 50
6. 52
6. 13
6. 22
5. 44
5. 80
5. 62
5. 76
5. 67
5. 77

c

6. 23
6. 44
5. 08
5. 53
5. 58
6. 22
5. 14
5. 73
6. 47
5. 54
6. 07
4. 76
5. 41
5. 38
5. 51
5. 53
5. 47

d

5. 11
6. 28
4. 78
5. 18
5. 35
6. 85
5. 08
5. 24
6. 54
5. 09
6. 01
4. 40
5. 96
5. 91
5. 64
5. 81
6. 05
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用下链球菌含量先减小后增大，低编码水平下 ACC
对响应值影响更显著，高编码水平反之，而 pH 轴方

向切面上表现出更大的斜率，总的来说 pH 在两因

素交互作用中影响更高。表 4 中 pH 和 ACC 贡献率

相近，由于贡献率表示对响应结果影响的平均水

平，因此在部分编码水平可能呈现影响效果与贡献

率相反。图 4（b）为 ACC 位于中间水平（300 mg/L）
时处理时间与 pH 的交互作用响应面图。pH 编码水

平的增大响应值逐渐增大，处理时间编码水平的增

大响应值先减小后增大，交互作用影响下响应值逐

渐增大，在两因素低编码水平响应值增长速度缓慢

甚至平稳，即低编码水平两因素影响效果相当，总

体来说 pH 在两因素交互作用中影响更大。图 4（c）

为 pH 位于中间水平（6. 0）时 ACC 和处理时间对链

球菌含量的交互作用响应面图。处理时间编码水

平增加响应值先减小后增大，ACC 增大响应值逐渐

减小，交互影响作用下链球菌含量逐渐减小，在低

编码水平表现出协同作用，但处理时间轴方向切面

上的斜率更大，此时处理时间影响作用更大，高编

码水平响应值变化受 ACC 影响更显著，总体上

ACC 在两因素交互作用中影响更大。综上所述，对

链球菌杀灭交互作用中 pH 影响最显著，ACC 次之，

且符合贡献率大小规律。

2. 3. 3　克雷伯菌

各因素交互作用对克雷伯菌含量的影响如图 5
所示。图 5（a）为处理时间位于中心水平（24 h）时

表 4　响应面 3因素对 4种乳房炎致病菌贡献率分析

Table 4　Calculated contribution rates of three factors to four mastitis-causing pathogens based on response surface analysis

病菌

Pathogens

金黄色葡萄球菌

S.  aureus

链球菌

Streptococcus

克雷伯菌

Klebsiella

大肠杆菌

E.  coli

各因素贡献率/% Contribution rate of each factor

A： pH

1. 504

2. 309

2. 048

2. 307

B：有效氯浓度

ACC

2. 593

2. 244

2. 467

2. 092

C：处理时间

Time

0. 734

2. 145

1. 412

1. 367

贡献率

Contribution rate

B＞A＞C

A＞B＞C

B＞A＞C

A＞B＞C

A 为 pH，B 为有效氯浓度，C 为处理时间。pH 的变化范围为−1（5. 5）到 1（6. 5），有效氯浓度的变化范围为−1 （200 mg/L）到 1（400 mg/
L），处理时间的变化范围为−1（12 h）到 1（36 h），纵坐标为两因素交互作用下致病菌含量预测值。下同。

A means pH， B means ACC， and C means treatment time. The pH value ranged from − 1 （5. 5） to 1 （6. 5）， the ACC ranged from
− 1 （200 mg/L） to 1 （400 mg/L）， and the treatment time ranged from − 1 （12 h） to 1 （36 h）.  The vertical axis was the predicted value of 
pathogenic bacteria content after the interaction of the two factors.  The same below.

（a）有效氯浓度与 pH 交互作用响应面图；（b）处理时间与 pH 交互作用响应面图；（c）处理时间与有效氯浓度交互作用响应面。

（a） Surface of the interaction between ACC and pH；（b） Surface of the interaction between time and pH；（c） Surface of the interaction between 
time and ACC.

图 3　因素交互作用对金黄色葡萄球菌含量的影响

Fig. 3　Factor interaction for S. aureus
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pH 与 ACC 对链球菌含量的交互作用响应面图。随

着 ACC 编码水平增大响应值逐渐减小，随着 pH 编

码水平增大含量逐渐增大，交互作用下含量逐渐减

小，ACC 在两因素交互作用中发挥主要作用。图 5
（b）为 ACC 位于中间水平（300 mg/L）时处理时间

与 pH 的交互作用响应面图。处理时间编码水平增

大响应值逐渐下降，pH 编码水平增大使响应值先减

小后增大，交互作用下克雷伯菌含量先减小后增

大，pH 在两因素交互作用中发挥主要作用。图 5
（c）为 pH 位于中间水平（6. 0）时 ACC 和处理时间对

链球菌含量的交互作用响应面图。处理时间和

ACC 都表现出随着编码水平的增大克雷伯菌含量

逐渐下降，在 ACC 轴切面方向上表现出更快的变

化，即 ACC 在两因素交互作用中发挥主要作用。综

上所述，在对克雷伯菌杀灭交互作用中 ACC 影响最

显著，pH 次之。

2. 3. 4　大肠杆菌

各因素交互作用对大肠杆菌含量的影响如图 6
所示。图 6（a）为处理时间位于中心水平（24 h）时
pH 与 ACC 对大肠杆菌含量的交互作用响应面图。

ACC 编码水平的增大响应值先增大后快速减小，

pH 编码水平的增大响应值增大速度逐渐变缓，交互

作用下响应值先增大后减小，在高编码水平下 ACC
对响应值影响显著，从响应值变化绝对值看，pH 在

两因素交互作用中发挥主要作用。图 6（b）为 ACC
位于中间水平（300 mg/L）时处理时间与 pH 的交互

作用响应面图。pH 编码水平的增大响应值逐渐增

大，处理时间编码水平的增大响应值逐渐减小，交

互作用影响下响应值先增大后减小，在低编码水平

时 pH 对响应值影响显著，高编码水平时相反，在 pH
轴方向切面上变化斜率的绝对值更大，总体上来说

pH 在两因素交互作用中发挥主要作用。图 6（c）为

（a）有效氯浓度与 pH 交互作用响应面图；（b）处理时间与 pH 交互作用响应面图；（c）处理时间与有效氯浓度交互作用响应面。

（a） Surface of the interaction between ACC and pH；（b） Surface of the interaction between time and pH；（c） Surface of the interaction between 
time and ACC.  

图 4　因素交互作用对链球菌含量的影响

Fig. 4　Factor interaction for Streptococcus

（a）有效氯浓度与 pH 交互作用响应面图；（b）处理时间与 pH 交互作用响应面图；（c）处理时间与有效氯浓度交互作用响应面。

（a） Surface of the interaction between ACC and pH；（b） Surface of the interaction between time and pH；（c） Surface of the interaction between 
time and ACC.  

图 5　因素交互作用对克雷伯菌含量的影响

Fig. 5　Factor interaction for Klebsiella
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pH 位于中间水平（6. 0）时 ACC 和处理时间对链球

菌含量的交互作用响应面图。两者交互作用对大

肠杆菌的影响与克雷伯菌相似，ACC 在两因素交互

作用中发挥主要作用。综上所述，在对大肠杆菌杀

灭交互作用中 pH 影响最显著，ACC 次之。

2. 4　最优条件的选取及验证

在 Design Expert 10 的 Optimization 模 块 的

Numerical 界面可以根据设定的要求选取最优解条

件并做出一定可取性的预测，以实现 4 种致病菌含

量最小化为目标，设定各因素的约束范围如表 5。

依据表 5 的设计要求分别获得若干组 SAEW
杀菌参数，将预测给出的所有组合按照有效氯浓度

大小排序后，选取有效氯浓度最低的组别进行试验

验证，以期获得最经济有效的杀菌参数。表 6 为最

优解组合及其所得的预测值与验证试验获得的实

际值的比较。

验证试验显示，根据最优解得到的 SAEW 杀菌

参数对牛粪杀菌后，链球菌、克雷伯菌、大肠杆菌     

3 种奶牛乳房炎致病菌无检出，金黄色葡萄球菌的

含菌量降至（3. 80±0. 17） lg（CFU/g），杀菌率为

99. 95%，杀菌效果显著。

3　讨  论

3. 1　SAEW 对致病菌的杀菌效果与差异性分析

本研究已经证实 SAEW 作为一种绿色消毒剂，

在应用于处理牛粪复杂基质时，对典型奶牛乳房炎

表 5　微酸性电解水对牛粪杀菌效果响应面试验约束条件

Table 5　Experimental constraints on the bactericidal effect of SAEW

名称

Name
A：pH

B：有效氯浓度/（mg/L）

ACC
C：时间/h

Time
金黄色葡萄球菌

S.  aureus

链球菌

Streptococcus

克雷伯菌

Klebsiella

大肠杆菌

E.  coli

设计要求

Requirement
范围内

范围内

范围内

最小值

最小值

最小值

最小值

最低值/lg（CFU/g）
Minimum

5. 5

200

12

4. 57

5. 34

4. 76

4. 4

最高值/lg（CFU/g）
Maximum

6. 5

400

36

6. 40

6. 78

6. 47

6. 85

权重

Significance
1

1

1

1

1

1

1

（a）有效氯浓度与 pH 交互作用响应面图；（b）处理时间与 pH 交互作用响应面图；（c）处理时间与有效氯浓度交互作用响应面。

（a） Surface of the interaction between ACC and pH；（b） Surface of the interaction between time and pH；（c） Surface of the interaction between 
time and ACC.  

图 6　因素交互作用对大肠杆菌的影响

Fig. 6　Factor interaction for E. coli

252



第  11 期 文致远等： 基于微酸性电解水的牛粪消毒响应面工艺优化研究

致病菌具有显著的杀菌效果，研究结果与吕桂芬

等［21］的体外杀菌试验结论一致。SAEW 对革兰氏

阳性菌（如金黄色葡萄球菌）和革兰氏阴性菌（如大

肠杆菌）均具有高效的杀菌能力，然而不同致病菌

对 SAEW 的敏感性存在明显差异，具体表现为大肠

杆菌表现出最高的敏感性，而克雷伯菌的耐受性最

强，典型致病菌间杀菌效果差异可能与致病菌的细

胞结构有关，这与 Du 等［14］的研究结果一致。革兰

氏阴性菌的细胞壁虽含有脂多糖层［34］，但 SAEW 的

主要活性成分次氯酸分子量小且呈电中性，可有效

穿透细胞壁［35］，迅速破坏其内部结构。而克雷伯菌

常具有荚膜结构［36］，在牛粪内有机物包裹下提供额

外的物理保护［37］，从而降低了 SAEW 的渗透作用。

在牛粪消毒或 RMS 实际生产与应用中，可将克雷

伯菌作为消毒效果的关键评估指标，以确保垫料的

生物安全性。

3. 2　各因素贡献率与交互作用对杀菌工艺的指导

意义

通过响应面法分析发现，杀菌效果的主导因素因

目标致病菌的不同而异。对于金黄色葡萄球菌和克

雷伯氏菌，有效氯浓度（ACC）是关键因素，这对应

SAEW 的杀菌机理依赖于有效氯成分攻击和破坏致

病菌细胞的保护屏障［38］。而对于链球菌和大肠杆菌，

pH 值的贡献率超过了 ACC。这可能是由于 pH 值直

接影响 SAEW 中次氯酸（HClO）与次氯酸根（ClO⁻）
的平衡，在更接近次氯酸 pKa值（约 7. 5）的酸性环境

下（本研究 pH 5. 5~6. 5），HClO 所占比例更高，其杀

菌效力远强于 ClO⁻［39］。因此，在实际应用中，通过适

当降低 pH 值来提升单位 ACC 的杀菌效率，可能成为

优化成本效益的有效策略。此外，链球菌模型中各因

素贡献率差值极小（<0. 2），表明各因素间存在显著

的协同。在实际生产环境中，不能简单地依赖单一参

数的调整，而需综合考虑 pH、ACC和处理时间的协同

配置，才能达到最佳且稳定的杀菌效果。

3. 3　应用潜力与面临挑战

本研究通过响应面法优化出最佳工艺参数

（pH 5. 5，ACC 374 mg/L，处理时间 34 h），在验证

试验中取得了极佳的杀菌效果，链球菌、克雷伯菌、

大肠杆菌均未检出 ，金黄色葡萄球菌杀灭率达

99. 95%，相较于刘菊莲等［11］报道的漂白粉、生石灰

等传统消毒剂存在抑制谱窄、效果不稳定的问题，

SAEW 展现出广谱、高效且无有害残留的优势，充

分证明了 SAEW 用于牛粪消毒和 RMS 安全生产与

应用的可行性，更符合畜牧业绿色可持续发展的

要求。

然而，将 SAEW 技术从实验室推广至牧场规模

化 RMS 生产仍面临挑战。首先，RMS 的高有机物

含量会消耗有效氯可能削弱杀菌作用，因此需保证

SAEW 与 底 物 的 充 分 混 合 与 均 匀 喷 施 。 其 次 ，

SAEW 的稳定性尤其是有效氯的衰减以及大规模

制备、储存和使用的成本效益需要进一步评估。未

来研究可聚焦 SAEW 与好氧发酵等生物处理工艺

的联用，利用生物产热降低粪污湿度并初步降解有

机物，再辅以 SAEW 进行终端消毒，有望在保证安

全的同时进一步降低运营成本。

4　结  论

本研究创新性地构建了 SAEW 应用于牛粪基

质中消杀典型乳房炎致病菌的验证与优化试验，通

过单因素试验与响应面优化试验 ，系统验证了

SAEW 对典型乳房炎的杀菌效果，并确立了实现牛

粪无害化处理的最佳工艺参数，主要结论如下：

表 6　验证试验设计及结果

Table 6　Verification test design and results

类别

Category

预测值

Predicted value
实际值

Actual value
对照组

Control group

pH

5. 50

5. 50

有效氯浓度/
（mg/L）

ACC

374. 27

374

时间/h
Time

33. 75

34

金黄色葡萄

球菌数量/lg
（CFU/g） 
S.  aureus

4. 78

3. 80±0. 17

7. 13±0. 12

链球菌数量/lg
（CFU/g） 
Streptococcus

5. 34

0

7. 10±0. 07

克雷伯菌数量/
lg（CFU/g） 

Klebsiella

4. 82

0

7. 37±0. 08

大肠杆菌数

量/lg（CFU/g） 
E.  coli

4. 72

0

7. 20±0. 17
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1）随着有效氯浓度的增加，SAEW 对牛粪的杀

菌效果增强，除克雷伯菌外，对 3 种乳房炎典型致病

菌 在 ACC 300 mg/L 处 理 24 h 后 杀 菌 率 均 达 到

93% 以上，ACC 400 mg/L 杀菌 24 h 后杀菌率达到

98% 以 上 ，对 克 雷 伯 菌 在 ACC 400 mg/L 处 理

24 h 后杀菌率达到 95%，ACC 大于 300 mg/L 后其

浓度变化对杀菌率无显著性影响。

2）以金黄色葡萄球菌和克雷伯菌含量为响应

值各因素贡献能力表现相同 ，即贡献值有效氯

浓度>pH>杀菌时间；以链球菌和大肠杆菌含量为

响应值各因素贡献能力表现相同，即贡献值 pH>有

效氯浓度>杀菌时间。链球菌的各因素贡献值差

值小于 0. 2，存在交互影响能力与贡献值大小相反

的情况，而金黄色葡萄球菌的各因素间差值大于 1，
存在单个因素决定整个交互作用的区间。

3）通过响应面分析法，得到最优杀菌工艺为：

微 酸 性 电 解 水 pH 值 为 5. 5、有 效 氯 浓 度 为

374 mg/L，杀菌时间为 34 h，在此条件下杀菌后牛

粪 中 金 黄 色 葡 萄 球 菌 含 量 为 3. 80±0. 17 lg
（CFU/g），杀菌率为 99. 95%，其他 3 种致病菌无检

出，SAEW 具有粪便消毒的潜力，可以作为绿色杀

菌剂参与 RMS 生产，提高杀菌速率。

4）SAEW 具有制备简单、杀菌广谱性强、杀菌

效果显著、使用后无残留等优点，是牛场中理想的

绿色杀菌剂。未来研究可进一步拓展实际工程应

用中的多变量参数协同优化，重点攻克多元基质与

复杂环境因子对消杀效能的干扰难题，为乳业的绿

色可持续发展提供坚实的技术支撑。
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