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GLYCEROL SOM FODERTILLSKOTT NOTKREATUR

Glycerol ir ett livsnddvandigt &mne som ingar i &mnesomsittningen. Det behovs for att
bade vixter och djur ska kunna lagra energi i form av fett. Glycerol &r ett energirikt
niringsimne som bidrar med 14,8 MJ omsittbar energi /kg for idisslare och kan
omvandlas till glukos i levern via glukoneogenesen.

Glycerol bildas dven som restprodukt vid industriell framstéllning av rapsmetylester
(RME), en forening som utvinns fran raps och som kan anvindas som en energitillsats i
dieselolja. I och med att produktionen av RME har 6kat sa glycerol blivit billigare och
tillgéinglig i stora volymer. Raglycerol som utvinns fran produktionen innehaller
forutom glycerol dven bland annat vatten, fett och metanol. Raglycerol ér betydligt
billigare @n den raffinerade produkten och dérfor extra intressant som foder till kor. Oss
veterligen har ingen tidigare jamfort ra och raffinerad glycerol som fodermedel vare sig
till notkreatur eller andra arter.

I ett flertal, bade in vitro och in vivo studier har man visat att glycerol kan omsittas till
flyktiga fettsyror (VFA) i vammen. (Johns, 1953; Hobson & Mann, 1961; Czerkawski
& Beckenbridge, 1972; Remond et al. 1993; Bergner et al., 1995). Dessa tidigare studier
har visat att glycerolen huvudsakligen omvandlas till propionsyra. En sadan 6kning av
propionsyraandelen &r vanligtvis 6nskvérd. Det bara dr propionsyra av de flyktiga
fettsyrorna som kan omvandlas till glukos och den mjolkproducerande kon behéver
stora mingder glukos framst for att bilda laktos till mjolken. Dessutom minskar
metanbildningen i vammen da propionatbildningen 6kar (Czerkawski & Beckenbridge,
1972). Detta 6kar den omsittbara energin i fodret och minskar skadligt metanutslipp i
miljon. I vissa studier har man dock funnit att inte bara propionatandelen 6kar utan dven
halten av smorsyra dkar som en effekt av glyceroltillforsel. (Fisher et al., 1973; Remond
et al., 1993). Hoga halter av smorsyra i vammen kan paverka foderkonsumtionen
negativt och bidra till férhojda halter av ketonkroppen betahydroxismérsyra i blodet. In
vitro-studier har visat att glycerol i relativt hoga koncentrationer kan himma
mikroorganismernas formaga att smélta savil fibrer som protein vilket leder till en
nedsatt smiltbarhet av fodrets torrsubstans (Roger et al., 1992; Paggi et al., 1999; 2004).
Detta har dock inte verifierats i in vivo-undersokningar. Raglycerol innehaller sma
méngder metanol. Om metanolhalten i vammen blir for hog himmas framforallt de
bakterier som bryter ned fibrer (Cladwell, 1989). Vissa bakteriestammar himmades
redan vid en koncentration pa 0.01 % i vammen. Det &dr darfor viktigt att metanolhalten
ar lag i glycerol som anvénds som foder till kor.

Friska kor som dagligen fick glycerol inblandat i fullfodret under sex veckor med borjan
tre veckor fore kalvning ett signifikant ldgre foderintag dn de kontrollkor som inte fick
glycerol (DeFrain et al., 2004). Den glycerolkélla som anvindes inneholl 1,3 %
metanol. Ingen effekt pa mjolkavkastningen observerades. Denna studie tycks vara den
enda som publicerats ddr man undersokt effekter av glycerolinblandning i fodret till
mjolkkor under perioden runt kalvning.

Det tycks vara allmint vedertaget att absorptionen fran vaimmen &r begrinsad, med det
saknas studier som syftat till att kvantifiera upptaget fran vammen. Ur ndringsméssig
synpunkt vore det bra om glycerol kan absorberas fran vammen eftersom glycerol kan
omsittas till glukos i levern och lakterande mjolkkor har ett stort glukosbehov for att
kunna uppritthélla syntesen av laktos i juvret.



Hypoteser

e Foderintaget hammas inte att vare sig om raglycerol** eller ren glycerol*
blandas i fodret.

e Det ir ingen skillnad i smiltbarheten av fodrets torrsubstans, raprotein- och
fiberfraktion mellan raglycerol** och ren glycerol*.

e Mjolkavkastningen okar och fetthalten i mjolken minskar bade nir raglycerol**
och ren glycerol* blandas i fodret.

e Glycerol resorberas inte fran vammen

*Ren glycerol: >99,5 % glycerol
**Raglycerol: 86-88 % glycerol, 8-9 % vatten, 2-3 % fett och <0,5 % metanol

MATERIAL OCH METODER

Glycerolresorptionsstudier

In vivo-momentet

Tre vamfistulerade kor som inte var inte driktiga eller lakterande utnyttjades. Korna
utfodrades med 4 kg ho, 1,25 kg kraftfoder samt halm. De tre korna fick en bolusdos
som innehdll 500 g raffinerad glycerol och en vitskeloslig markor. Prov fran vamvitska
togs 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 och 360 min efter dosen.

In vitro-momentet

For att faststélla hur stor del av glycerolen som omsattes av vammikroberna gjordes ett
in vitro forsok enligt en metod utvecklad av Udén (2009). Vamvitskan fran tva av de
tidigare anvianda vamfistulerade korna anvindes da. Tva isolerade och
temperaturreglerade jasror gasades med koldioxid. Roren fylldes med ca 10 kg
vamvitska. Prover efter 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210 och 240 min.

Isolerade vam-momentet.

Samma kor som ovan beskrivna in vivo moment utnyttjades. Momentet genomfordes
som ett 3x3 change-over forsok med tre olika glycerolnivaer. Vammen tomdes helt och
tvittades med buffertlosning. Sedan tillsattes 10 liter av en buffertlosning som innehdll
15, 30 eller 45 mmol/l. Prover togs 10, 20, 30, 40, 50 och 60 min efter att glycerol-
buffertlosningen givits. Resorptionen av glycerol beriknades dérefter. For en mer
detaljerad beskrivning de anvinda metoderna se Holtenius et al., 2009.

Forsok: in sacco sméltbarhet

Fyra lakterande vamfistulerade kor, andrakalvare och dldre i mitt-laktation studerades.
Korna fodrades med ensilage och kraftfoder Alla korna fick tre olika behandlingar och
varje behandlingsperiod var tva veckor. Behandlingarna utgjordes av raglycerol,
raffinerad glycerol samt ett kontroll-led da korna inte fick nagon glycerol. Varje
forsoksperiod bestod av 12 dagars adaptationsperiod och tva dagar for provtagning.
Korna fick glycerol tva ganger/dag via fisteln, 250 g glycerol blandades med 200 ml
vatten. Den rena glycerolen hade en renhet pa > 99,5 % glycerol medan den raa,
oraffinerade, glycerolen bestod av 88,1 % glycerol, 9,3 % vatten, 0,9 % aska och
8000ppm metanol.



Korna var uppdelade i tva par. Den forsta perioden var gemensam kontroll for de bada
paren och direfter utfordes behandlingar med ra- respektive raffinerad glycerol enligt en
change-over modell.

Dag 12 samlades vamvitska innan glyceroltillsats samt efter 2, 4, 8 och 12 timmar. pH
registrerades. Direfter ett in sacco forsok. Pasar som torkad och malet ensilage
inkuberades i vammen under 0, 2, 4, 8, 16, 24 respektive 48 timmar. Innehallet sparades
for analys av TS, NDF och raprotein.

Forsok: Effekter av glycerolkvalitet pa kors metabolism och produktion

Trettio kor, forstakalvare och dldre studerades under de fyra forsta veckorna efter
kalvning. Alla korna hade fri tillgang till ensilage. Kraftfodret trappades upp fran tre till
tio kg ts. Korna allokerades slumpméssigt till en av tre olika behandlingar. Dessa bestod
av: 1. 0,5 kg ra glycerol/dag, 2. 0,5 kg raffinerad glycerol/dag eller 3. Inget
glyceroltillskott. Glycerol givan delade upp I tva lika stora portioner som hélldes
ovanpa kraftfodret. Foderkonsumption och mjolkavkastning registrerades. Blodprover
togs en gang i veckan for analys av glukos, NEFA, glycerol och insulin. Fér en mer
detaljerad beskrivning av material och metoder se Werner Omazic (2009).

Resultat

Glycerolresorptionsstudier

In vivo-momentet

Glycerol forsvann snabbt fran vammen. Det fraktionella férsvinnandet varierade mellan
43 — 54% /timme hos de tre korna. Dessa virden representerar det totala forsvinnandet
via de tre mojliga vigarna in vivo: a. via avflode genom bladmagsoppningen, b. via
mikrobiell diestion, samt c. via resorption. Avflodet via 16pmagen kan bestimmas
genom mita avflodet av den vitskelosliga markor som vi tillférde. Glycerolavflodet via
bladmagsoppningen antas motsvara avflodet av markoren. Avfodet via bladmagen
varierade mellan 7,2-8,4 %/timme hos de tre korna.

In vitro-momentet

Glycerolforsvinnandet i in vitro-systemet forutsitts representera den mikrobiella
omsittningen av glycerol. Forsoket genomfordes i ett duplikat. Férsvinnandet var 6,6
respektive 10,8 % /timme i de tva makro in vitro roren.

Isolerade vam-momentet.

Absorptionen av glycerol under de 60 minuter som registeringen pagick beriknades
enligt ekvationen: A=(V*Ky)-(Veo*Keo) dir A dr absorptionen (mmol/h), Vo Ko Veo
and Kgp dr volymen av vitska i vammen och koncentrationen av glycerol vitskan vid
tiderna 0 och 60 min. Volymen i vitskan kunde bestimmas med hjilp av
koncentrationen av den vitskelosliga markoren. Forhallandet mellan
glycerolkoncentrationen i vaimmen och absorptionshastigheten framgar av figur 1.
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Figure 1. Relationship between the glycerol concentration in artificial rumen fluid and
glycerol efflux. Points are means of data from three cows.

Forsok: Effekter av glycerolkvalitet pa kors metabolism och produktion

Det var ingen skillnad mellan behandlingarna i ts intag av foder (P=0,62). De kor som
fick tillskott av raffinerad glycerol hade nagot hogre mjolkavkastning under de tva forst
veckorna efter kalvning (P<0.05) Figur x. Vare sig mjolkens fett- eller proteinhalt
paverkades av glyceroltillskotten. Det var heller ingen skillnad mellan behandlingarna i
halterna av insulin, NEFA, glukos eller glycerol.

Milk yield (kgECM)

2 5 T T 1
1 2 3 4

Figure 2. Daily milk yield (kg ECM") for dairy cows fed a silage and concentrate diet
with supplementation of raw glycerol (O), refined glycerol (®) or no glycerol (A).
Mean values for week 1, 2, 3 and 4 of lactation.
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In sacco smdltbarhetsmomentet
Det kumulativa forsvinnandet av torrsubstans, ND fibrer och raprotein fran torkad och
malen ensilage inkuberat i vammen hos kor som antingen fatt tillskott av ra glycerol,
raffinerad glycerol eller inget glyceroltillskott alls framgar av figurerna 3-5. Det var
ingen signifikant effekt av glyceroltillskott pa forsvinnandet av nagon av parametrarna.
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Figur 3. Genomsnittligt forsvinnande av TS fran ensilage inkuberat i vimmen angivet i procent av tvéttat
0-prov. Data presenterat som Least square means N=4 kor
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Figur 4 . Genomsnittligt férsvinnande av NDF fran ensilage inkuberat i vimmen angivet i procent av
tvittat O-prov. Data presenterat som Least square means N=4 kor
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Figur 5. Genomsnittligt forsvinnande av raprotein fran ensilage inkuberat i vimmen angivet i procent av
tvittat O-prov. Data presenterat som Least square means N=4 kor

I in sacco-studien registrerades @ven halten av VFA i vamvitskan (Tabell 1). Den totala
halten av VFA och andelen propionat var hogre hos kontrolldjuren &n hos de som fick
nagon av de tva glycerolkvaliteterna. Den hogre andelen propionat motsvarades av en
mindre butyrat. Det var inga signifikanta skillnader mellan behandlingarna i vam pH.

Kontroll Ra Raffinerad SEM
Total mmol/l  138.7° 105.3° 107,5° 5.962
Acetat % 67.8 66.5 66.25 0,84
Propionat %  20.25" 17.00° 16.50° 0.449
Butyrat % 12.00° 16.25° 17.00° 0.795

Virden inom rad som f6ljs av olika bokstéver (a & b) skiljer sig signifikant at (P< 0,05)

Diskussion

Det vore mycket fordelaktigt om glycerol kan resorberas fran vammen. En mindre del
skulle da omsittas av vammens mikroorganismer. Resorberad glycerol kan omsittas till
glukos via glukoneogenesen. Inget annat substrat omvandlas mer effektivt till glukos @n
glycerol. Dessutom sa bildas ingen metan vilket sker vid den mikrobiella omséttningen
om glycerol resorberas. Det tycks dock generellt forutsittas att huvuddelen av den
glycerol som mjolkkor och andra idisslare konsumerar omsétts av vammens
mikroorganismer och endast en liten del resorberas Gver vamepitelet. Vara resultat tyder
ddremot pa att den mikrobiella omsittningen av glycerol sker relativt langsamt och att
en inte obetydlig del resorberas over epitelet. Emellertid finns det potentiella felkéllor i
vara studier. Det dr mojligt att de in vitro system som vi anvént for att studera den
mikrobiella nedbrytningen underskattar in vivo nedbrytningen. Men det makrosystem
som vi anvént borde spegla den sanna metabolismen béttre an de sma in vitro ror som
vanligtvis anvénds. Den in vivo modell med tomd och tvittad vam som vi anvint har



ocksa brister. Trots noggrann tvitt med buffert kan man forutsitta att det finns
mikroorganismer kvar pa vamepitlelet. Dessa mikroorganismer skulle kunna digerera en
del glycerol vilket leder till en 6verskattning av férsvinnandet via absorption. Vidare
kan det inte uteslutas att en del glycerol forsvann via bladmagsdppningen. Det faktum
att den markér vi anvdnde minskade i koncentration enligt nollte ordningen” tyder
dock pa att sa inte var fallet. Vi kommer under varen att studera glyceroltransporten
over vamepitelet med ussing-teknik dédr sma epitelbitar fran avlivade djur utnyttjas.
Transporten av radioaktivt inmérkt glycerol dver epitelet studeras. Dessa studier
kommer att genomforas i samarbete med professor Holger Martens, Freie Universitet
Berlin, Tyskland. Vi hoppas att vi ddrmed ska kunna fastsla att glycerol kan resorberas
fran vammen.

Eftersom raa oraffinerade glycerolkvaliteter dr betydligt billigare én raffinerade sa dr det
fordelaktigt om ra glycerol kan anviandas som fodermedel. Resultaten fran vara studier
tyder inte pa nagra klara negativa effekter av att anvinda ra glycerol. Det var inga
signifikanta skillnader i vara sig nedbrytningen av torrsubstans, fibrer eller raprotein
mellan glycerolkvaliteterna. Inte heller skiljde VFA-monstret i vamviskan mellan
nagon av behandlingarna. Det utfodringsforsok som genomfordes visade att
dmnesomsittningen inte paverkades av om korna fick tillskott av vara sig ra eller
raffinerad glycerol. Foderkonsumtionen paverkades inte heller av glyceroltillskotten.
Det var positivt att tillskott av ra glycerol inte himmade foderintaget. De kor som fick
raffinerad glycerol hade en hogre mjolkavkastning under de forsta tva veckorna efter
kalvning dn bade de kontrollkor som inte fick nagot glyceroltillskott och de kor som
fick ra glycerol. Det var ddremot ingen signifikant skillnad i mjolkens sammanséttning
mellan grupperna. Vi vill dock understryka att det sammansittningen av ra glycerol kan
variera och det gar inte att utesluta att raglycerol av samre kvalitet &n den vi anvinde i
dessa studier kan medfora negativa effekter for de djur som konsumerar sadan ra
glycerol
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Detta projekt ingar som en visentlig del i Anna Werner Omazics doktorandarbete. Anna
har varit fordldraledig en stor del av projektet. Projektet har darfor fortskridigt nagot
langsammare dn planerat. Vi avser att resultaten av projektet kommer att formedlas
bade i fora riktade mot néringen och till det internationella vetenskapliga samfundet.
Observera att projektet &r dndrat enligt de sédrskilda villkor som angivits i
bidragskontraktet.



