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ABSTRACT

Glycerol is essential for the lipid metabolism of both plants and animals. Glycerol is formed
in the rumen by hydrolysis of lipids from the feed. Glycerol is also a by-product from the
production of biodiesel from rapeseed oil and other fat sources. Glycerol might be used as a
dietary glucose precursor for dairy cows in similar ways as propylene glycol. Due to increased
production of biodiesel more glycerol has been available to a lower price. There are different
qualities of glycerol on the market representing different stages of processing. Crude glycerol
also contains water, fat, minerals and methanol while refined glycerol often contains >99.5%
glycerol.

This study was divided in two different parts. In the first part three rumen fistulated non-
lactating, nonpregnant cows were used. Fractional disappearance of glycerol from the rumen
was determined by means of a combination of in vivo and in vitro methods. Furthermore the
effects of glycerol on rumen fluid volatile fatty acids (VFA) concentration and osmolality
were analysed. In the second part four rumen fistulated lactating cows received two different
glycerol qualities or as a control no glycerol during three two week periods. The effect of the
two glycerol qualities on digestibility of dry matter (DM), neutral detergent fiber (NDF) and
crude protein CP) was determined. Furthermore the effect of the different glycerol qualities
on rumen fluid VFA concentration and osmolality was investigated.

Glycerol appeared to be readily absorbed from the rumen and while the digestion rate of
glycerol in the rumen was low. The rumen micro flora apparently did not adapt to glycerol
since the rate of glycerol digestion was not affected when the coes were fed glycerol for two
weeks. Glycerol did not have any marked effect on the digestibility of silage DM, NDF or CP.
Glycerol changed the rumen fluid VFA pattern towards more butyrate and less acetate while
the effect on propionate varied. The total concentration of VFA rumen fluid was reduced by
glycerol. There appeared to be no difference between the two glycerol qualities regarding
rumen metabolism.



INLEDNING

Glycerol ar ett livsnodvandigt @amne som behdvs for att véaxter och djur ska kunna bilda fett.
Glycerol frigors i vammen vid mikrobiell hydrolys av véxtlipider och andra oljor och fetter
som tillférts genom fodret (Paggi et al., 1999; 2004). Glycerol bildas a&ven som restprodukt
vid framstalining av biodiesel och kan anvéndas som fodertillskott till mjolkkor eller vid
behandling av sa kallad acetonemi. Acetonemi kan uppstatill foljd av en negativ energibalans
framst vid tiden efter kalvning och glycerol kan anvandas for behandling av detta pa liknande
séatt som andra glukogena substrat som exempelvis propylenglykol. (Rémond et al., 1992;
DeFrain et al., 2004; Schroder et al., 1999). Den glycerol som bildas som restprodukt vid
framstallning av biodiesel ar inte helt ren utan innehaller bland annat vatten, oljor, salter och
metanol. Dessa &mnen forsvinner néstan fullstandigt om glycerolfraktionen raffineras.

Tillskott av glycerol har visat sig kunna forandra VFA sammansattningen i vammen genom
att acetatproportionen minskar medan propionat, och butyrat 6kar (Reichel et al., 2004;
DeFrain et al., 2004; Rémond et al., 1992; Schroder et al., 1999). Stidekum (2007)
registrerade endast en minskning av acetat och en ékning av propionat. | vissa studier har man
funnit att glycerol minskar foderintaget medan studier visar att glycerol inte paverkar
foderintaget (Bodarski et al., 2005; Reichel et al., 2004; Ogborn et al., 2004; DeFrain et al.,
2004). Glycerol kan ombildas till glukos via glukoneogenesen i levern och kan darmed 6ka
andelen tillganglig glukos for den hogproducerande mjélkkon som annars latt drabbas av
glukosbrist (Sjaastad et al., 2003).

Mitt examensarbete bestod av tva delmoment. Syftet med det forsta delmomentet var framst
att se hur stor andel glycerol som omsétts av mikroorganismerna i vammen och hur stor del
som resorberas fran vammen. Under moment tva var ett av syftena att se om det finns en
tillvanjning for vdmmikroberna som gor det lattare for dem att efter en tid omsatta glycerol.
Vidare syftade studien till att undersoka hur sméltbarheten av fodrets torrsubstans, fiber- och
raproteinfraktion paverkas vid tillsats av ra- respektive raffinerad glycerol. En annan
malsattning var att undersoka hur glycerol, saval ra- som raffinerad, paverkar VFA
sammansattningen i vamvatskan.



LITTERATURSAMMANSTALLNING

Fran sintid till mjolkproduktion — en stor omstéallning for kon

Tiden runt kalvning innebar en omstéllning i metabolismen hos mjolkkor fran sintid till hog
mjOlkproduktion (Bodarski et al., 2005; Reichel et al., 2004; DeFrain et al., 2004). Det &r inte
ovanligt att korna, sarskilt under tidig laktation, drabbas av acetonemi med foderleda och
minskad avkastning som f6ljd. Den primdra orsaken till acetonemi &r en omfattande negativ
energibalans pa grund av hoga energibehov eller otillrackligt med energi i fodret samtidigt
som det inte finns tillrdckligt med glukogena substrat i kroppen och fett mobiliseras till
ketonkroppar for att ge energi (Sjaastad et al., 2003; Strudsholm et al., 2003). For att minska
problemen med acetonemi ar det vanligt att korna far tillskott av glykogena substanser tex

propylenglykol.

Glycerol och Biodiesel

For djur och vaxter ar glycerol ett naturligt och livsnédvandigt &mne som behovs vid
fettinlagring. Energikoncentrationen i glycerol for idisslare &r ungefar 14 MJ omsattbar energi
(Sporndly, 2007 pers. med.). Glycerol bildas genom mikrobiell hydrolys av véxtlipider, oljor
och fetter i vammen (Paggi et al., 1999; 2004). Fermentationen av glycerol sker néstan
uteslutande av bakterier av typen Selenomonas vilka &r en naturlig del av vdmmens
bakterieflora (Rémond et al., 1992). Forskning kring glycerol som fodertillskott till nétkreatur
har gjorts dven tidigare men intresset minskade eftersom propylenglykol da var ett billigare
alternativ (Rémond et al., 1992). Skillnaden i struktur mellan glycerol och propylenglykol
visas i figur 1.

Det finns ett stort intresse for att, som ett alternativ till fossila branslen, producera biodiesel
fran fornyelsebara kallor som vegetabiliska oljor och animaliska fetter (Fangrui et al., 1999).
Vid produktionen bildas glycerol som en biprodukt. Detta skapar ett Gverskott av glycerol pa
marknaden vilket lett till att priset pa glycerol sjunkit. Det har darmed blivit mer ekonomiskt
att anvanda glycerol som fodertillskott (Bodarski et al., 2005; Reichel et al., 2004; DeFrain et
al., 2004; Schroder et al., 1999). Vid framstélining av olja motsvarar glycerol 10 % av vikten
(Rémond et al., 1992). Ra glycerol innehaller férutom glycerol, bland annat vatten, salter och
metanol (Schroder et al., 1999). Enligt Stidekum (2007) ar det for djurens sékerhets skull
viktigt att glycerolen renas fran metanol sa mycket som &r tekniskt mojligt. Detta minskar
forutsattningen for att glycerolanvandning ska vara ekonomisk eftersom raffiering for att fa
bort metanol och andra restprodukter &r en kostsam process.

Glycerol ar mindre toxiskt i stora mangder an propylenglykol kan vara (DeFrain et al., 2004).
Glycerol bildar glukos i glukoneogenesen via trios-fosfat. Andra glukogena substanser, till
exempel propylenglykol gar in tidigare i glykoneogenesen vilket & mindre effektivt eftersom
flera enzymatiska processer krévs for att bilda slutprodukten glukos (Reichel et al., 2004;
DeFrain et al., 2004; Bodarski et al., 2005).
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Figur 1. Strukturformler for glycerol och propylenglykol.

Omsattning av glycerol i vdmmen

Enligt Stidekum (2007) fermenteras nastan all tillsatt glycerol i vammen och propionat bildas.
Endast en mycket liten del anses kunna absorberas dver vamvaggen. | olika studier har man
undersokt hur glycerol paverkar sasmmanséattningen av VFA i vamvitska. | studierna har
glycerol av skiftande renhet provats och olika méangd glycerol har givits till djuren. Resultaten
har varierat men man tycks vara éverens om att glycerol paverkar bade koncentrationen och
proportionerna av VFA. Glycerol minskade acetatandelen medan propionatandelen tkade
(Reichel et al., 2004; DeFrain et al., 2004; Schroder et al., 1999). Schroder et al. (1999) sag
dessutom en tydlig 6kning av butyrat fyra timmar efter tillsatt glycerol medan Reichel et al.
(2004) och DeFrain et al. (2004) endast sag en tendens till 6kning av butyratandelen efter
tillsatt glycerol. | en grovfoderbaserad foderstat gav glyceroltillskott en minskning av acetat-
och 6kning av propionat- och butyratandelarna (Paggi et al. 1999). Glycerol minskade den
proteolytiska aktiviteten med cirka 20 %. Paggi et al. (2004) jamférde nedbrytning av ho
respektive karboxymetylcellulosa vid tillsats av olika glycerolkoncentrationer. Nedbrytningen
av ho minskade med mellan 8-15 % vid koncentrationerna glycerolkonentrationerna 100, 200
och 300 mM. Glycerol minskade ocksa nedbrytningen av karboxymetylcellulosa med mellan
7-17 % vid koncentrationerna 200 och 300 mM. Samtliga effekter i studien naddes forst vid
koncentrationer utanfor det fysiologiskt normala i vammen (Paggi et al., 2004).

Glycerol som fodertillskott

De flesta forsoken med glyceroltillskott har utforts under tiden precis innan kalvning till nagra
veckor efter kalvning da naringsbalansen ater har stabiliserats. Studiernas syfte har varit att
registrera eventuella skillnader i foderintag samt mjélkavkastning och mjélksammanséttning
efter tillsats av glycerol (Bodarski et al., 2005; Reichel et al., 2004; Ogborn et al., 2004;
DeFrain et al., 2004). Bodarski et al. (2005) och Reichel et al. (2004) registrerade ett hdgre
foderintag genom hela férsksperioden medan Ogborn et al. (2004) registrerade ett 6kat
foderintag fore kalvning men en tendens till minskat foderintag efter kalvning. En studie av
DeFrain et al. (2004) har fatt helt andra resultat. Under studien jamfordes tillskott av en lag
och en hdg glycerolkoncentration med en kontroll bestdende av motsvarande mangd energi i
form av starkelserikt foder. Resultat fran studien visade att glycerol gav ett minskat foderintag
fore kalvning medan foderintaget efter kalvning inte paverkades. Vid registrering av
mjoOlkavkastning observerade Bodarski et al. (2005) och Reichel et al. (2004) en 6kning av
avkastningen medan Ogborn et al. (2004) och DeFrain et al. (2004) fann att avkastningen inte
paverkades. Bodarski et al. (2005) observerade att en hogre dos glycerol gav ett hogre



proteininnehall i mjélken. For Ogborn et al. (2004) tenderade oral tillférsel att minska protein
och laktos i mjolken medan DeFrain et al. (2004) sag en minskning av fettinnehall och
energikorrigerad mjolk. Skillnaderna i resultat mellan de olika férsoken beror troligtvis pa
skillnader i fodringssystem (Reichel et al., 2004; DeFrain et al., 2004).
Forsvinnandehastigheten for glycerol vid stérkelsefermentation och cellulosafermentation
studerades av Rémond et al. (1992). Studien utférdes in vitro och visade att forsvinnandet
skedde linjart och likartat for bada dieterna. Hastigheten 6kade vid hogre glycerolgiva
(Rémond et al., 1992).



MATERIAL OCH METODER

Moment 1

Djurmaterial

| forsoket anvandes tre vamfistulerade kor fran fran SLU’s forsoksbesattning vid
Kungsangen. De var inte draktiga eller lakterande. Korna utfodrades med 4 kg ho, 1,25 kg
kraftfoder samt halm. Den glycerol som anvéandes under forsok 1 innehéll > 99,5 % glycerol.

Provtagning

Alla de tre korna fick en bolusdos som innehéll 500 g glycerol, renhet 99,5 % och 8 g
CoEDTA lost i 1000 ml H,O direkt i vammen. CoOEDTA avéandes som en markor for
vamvatskefloder ut fran vammen via bladmagsoppningen. Prov fran vamvitska togs vid
tiderna 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300 och 360 min efter bolusdosen. Vamvétskan sogs
upp fran vammen med en pvc-slang genom fistellocket med hjalp av vacuumsug till en termos
och overfordes sedan till ett 100 ml plastror. Direkt efter provtagning registrerades vatskans
pH innan proverna centrifugerades i 5 min (1800 G). Supernatanten éverfordes till
eppendorfror for méatning av osmolalitet. Proverna frystes darefter for senare analys av
glycerol; VFA och Co-EDTA. Tva respektive tre dagar senare togs vamprover for kontroll
fran samma kor utan tillsatt glycerol. Kontrollproverna togs varje timme under en sex timmars
period. Provernas pH registrerades innan de centrifugerades och frystes for vidare analys av
VFA.

For att faststélla hur stor del av glycerolen som omsattes av vammikroberna gjordes ett in
vitro forsok enligt en metod utvecklad av Udén (2007 pers. med.). Vamvitskan fran tva av de
tidigare anvanda vamfistulerade korna anvéandes da. Tva jasror gasades med koldioxid for att
vara syrefria (figur 2). Sedan isolerades réren for att halla varme och transporterades ut till
stallet dar vamtomning skedde. En sjattedel av vaminnehallet, omkring 10 kg, éverfordes till
de tva jasroren och blandades sedan med 6 | McDougal’s buffert innan 140 g glycerol, renhet
>99.5 %, blandat med 280 g H-O tillsattes. Den initiala koncentrationen av glycerol i réren
motsvarade koncentrationen i vammen vid in vivo studien. Vaminnehallet blandades under
20s med en isborrskonstruktion var femte minut den forsta timmen och dérefter var tionde
minut. Prov pa vamvatskan togs ut efter 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210 och 240 min
och pH mattes vid 0, 15, 60, 120, 180 och 240 min.



Figur 2. Gasning

av de tva jasroren for att gora dem syrefria,
Moment 2

Djurmaterial

| forsoket anvandes fyra lakterande vamfistulerade kor fran forsokshesattningen pa
Kungsangens Gard i Uppsala. Korna var andrakalvare och aldre och de var i genomsnitt i
laktationsvecka 17 (range 10-26 veckor). Foderstaten var under alla delperioder i samma
proportioner mellan ensilage och kraftfoder och bestod den forsta veckan i genomsnitt av 12
kg ts ensilage och 7,5 kg kraftfoder. Alla korna fick tre olika behandlingar och varje
behandlingsperiod var tva veckor (Tabell 1). Behandlingarna var: kontrollbehandling,
behandling med raglycerol samt behandling med raffinerad glycerol. Tva ganger dagligen
(morgon och kvéll) gavs till korna, via fisteln, 250 g glycerol blandat 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 darefter utfordes behandlingar med ra- respektive raffinerad glycerol enligt en change-
over modell.

Tabell 1. Férsoksupplaggning. Byte av glycerol skedde fredag kvall den 11 och 25 maj.

Period 1: Period 2: Period 3:

27 april - 11 maj 11 maj - 25 maj 25 maj - 8 juni
1192  Kontroll Raffinerad glycerol Ra glycerol
1202  Kontroll Ra glycerol Raffinerad glycerol
1222  Kontroll Ra glycerol Raffinerad glycerol
1227  Kontroll Raffinerad glycerol R4 glycerol

Provtagning

Pa forsoksperiodernas tolfte dag utfordes en in vivo studie. Vamvatska togs fran de fyra korna
vid fem tillfallen, innan glyceroltillsats (tidpunkt 0) samt efter 2, 4, 8 och 12 timmar.



Vamvatskan centrifugerades i 5 min (1800 G) innan supernatanten dverfordes till
eppendorfrér och sparades for analys av osmolalitet. De frystes sedan fér kommande analys
av VFA.

Samma dag som vamvatska togs ut for in vivo studien gjordes &ven ett in sacco forsok. Tva
ganger sex pasar forbereddes med 1,500g ts ensilage for varje ko. Dessutom forbereddes tva
pasar som tvattades och som utgjorde ”0-varde” for alla fyra korna. Pasarna inkuberades i
vammen under 2, 4, 8, 16, 24 respektive 48 timmar. Pasarna plockades ut, skoljdes tva ganger
i tvattmaskin och torkades i 45°C i ett torkskap under ett dygn. Innehallet sparades och
méangden TS, NDF och kvave bestamdes vid ett senare tillfélle.

Dagen efter in vivo studien utférdes en kompletterande in vitro studie av vamvatskan.
Vamvatska fran de fyra korna hamtades direkt pd morgonen och férvarades i 39°C i ett
vattenbad. Vatskan silades sedan igenom en dubbel ostduk innan 7 ml méttes upp i tolv
forpreparerade ror med 14 ml medium och 1,0 ml reduktionslosning och glycerol
motsvarande 4 g glycerol/l for varje ko. Réren skakades forsiktigt innan de stalldes in i 39°C
inkubationsskap under skakning. Réren inkuberades i 1, 3, 6, 9, 12 respektive 24 timmar.
Inkubationen avbrots genom att roren placerades i 80°C vattenbad under 20 min darefter
kyldes de ner och centrifugerades i 10 min (1800 G). Supernatanten dverfordes till
eppendorfrér och sparades for senare analys av osmolalitet och glycerol.

In vivo, in sacco och in vitro studierna upprepades pa samma satt varje period med undantag
av att roren fordubblades vid de tva sista in vitro studierna.

Analyser

Analyserna utférdes, med undantag for koboltanalyserna pa laboratoriet pa Kungsangen.
Kobolthalten i vamvatskan bestamdes med atomabsorbtionsspektrofotometri vid institutionen
for kemi, fakulteten for naturresurser och lantbruksvetenskap, SLU, Uppsala. Infér analyser
av osmolalitet, kobolt, glycerol och VFA tinades proverna i kallt vattenbad och
centrifugerades sedan 5 min i 13000 RPM.

Osmolaliteten i proverna bestamdes med hjélp av fryspunktsnedséttning (Advanced
Osmometer modell 3250). Instrumentet kalibrerades med en 16sning pa 290 mOsm innan
anvandning.

Glycerolanalyserna utfordes i duplikat med spektrofotometrisk UV-metod (Roche’s testkit for
bestdmning av glycerol i foder och andra material). Absorptionen méttes vid 340nm.

Analyserna av NDF utfordes enligt amylase neutral detergentfibermethod organic matter”.
Halten av raprotein bestamdes med en Kjeldahlmetod.
Koncentrationen av VFA i vamvitska bestamdes med en HPLC metod (Andersson och

Hedlund, 1983).

Berakning av glycerolférsvinnande fran vammen

Glycerol kan antas forsvinna fran vammen pa tre olika satt; genom mikrobiell digestion,
resorption 6ver vamepitelet samt genom avflode via bladmagsoppningen. Genom att
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kombinera resultaten fran in vivo och in vitro studierna kan det relativa glycerolforsvinnandet
berdknas for tre olika vagarna. Avflodet fran vdmmen till I6pmagen antogs folja avflodet av
vatska fran vammen och félja 1:a ordningens kinetik. Avflodet bestamdes genom att plotta de
logaritmerade vérdena for koboltkoncentrationen i vamvétskeproverna mot tiden for
respektive provtagningstillfalle. Lutningen av den rata linjen motsvarar det fraktionella
avflodet fran vammen. Den mikrobiella digestionen av glycerol i in vitro systemet antogs
ocksa folja forsta ordningens kinetik. Slutligen beréknades hastigheten med vilken glycerol
forsvann in vivo enligt samma kinetiska principer. Glycerolupptaget fran vammen forutsattes
motsvara det totala glycerolforsvinnandet fran vammen minus den fran in vitro-systemet
berdknade mikrobiella omséattningen av glycerol samt det berdknade avflodet av glycerol fran
vammen via bladmagséppningen.

Statistik

Vid de statistiska berdkningarna av data fran delforsok 2 anvandes proceduren General Linear
model (Mintab release 14). Fixa effekter var ko, tid och behandling i alla berdkningar utom
for pH berdkningarna dér ko och behandling var fixa effekter. Parvisa jamforelser testades
enligt Tukeys metod.

Etisk prévning
Forsokets var godkant av Uppsala djurforsoksetiska ndmnd
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RESULTAT

Moment 1

pH In vivo

Efter tillsatt glycerol varierade pH mycket framfor allt for ko nummer 665 och 973. Dessa tva
fick en kraftig sdnkning vid 120 minuter medan samma tid innebar en hdjning fér ko nummer
971. Vid kontrollprovtagningen varierade ko nummer 973 fortfarande i pH medan det for
nummer 665 och 971 var mer stabilt. (Vid tva tidpunkter misslyckades provtagningen pa ko
nummer 971) (Tabell 2).

Tabell 2. pH i vamvétska.

Kontroll Glycerol
Tid
(min) Ko 665 Ko 971 Ko 973 Ko 665 Ko 971 Ko 973
0 6,58 6,99 6,43 6,57 6,57 6,27
30 6,54 6,87 6,84 6,27 6,78 6,67
60 6,62 - 6,46 6,78 6,41 6,32
120 6,62 - 6,47 6,67 6,35 6,43
180 6,65 6,98 6,4 6,3 6,32 6,27
240 6,67 6,9 6,19 5,74 6,72 6,13
300 6,69 6,89 6,78 6,09 6,68 5,78
360 6,54 6,94 6,62 6,57 6,48 6,09

Osmolalitet In vivo

Osmolaliteten mattes endast efter tillsatt glycerol och inte efter kontrollprovtagningen.
Glycerol gav som vantat en héjning av osmolaliteten fran i genomsnitt 298 mOsm till 464
mOsm efter tillsatt glyceroldos och sjonk darefter hos alla kor tills utgangslaget naddes igen
efter ungefar tva timmar. Fran tva timmar och fram till provtagningens slut forandrades inte
osmolaliteten. Ko nummer 665 sags dricka en kort stund efter given dos.

Glycerol In vivo

Som vantat stiger glycerolkoncentrationen efter tillsatt bolusdos med glycerol. Hos tva kor
vande kurvan efter den forsta provtagningen medan den tredje kon visade en dal och topp
innan kurvan kontinuerligt sluttade nedat. Vid tiden 360 minuter var koncentrationen nere pa
utgangslaget for de tva forsta korna.

VFA In vivo

Da de tre korna uppvisade samma monster i VFA sammanséattningen redovisas forandringen i
proportionerna mellan fettsyrorna vid kontroll och glyceroltillsats med ett medelresultat fran
de tre korna vid tre tidpunkter . Glycerol medférde en sdnkning av acetatandelen medan
framfor allt butyrat- men aven for propionatandelen 6kande. Proportionerna forandras fran
73:17:10 (acetat:propionat:butyrat) vid tidpunkt 0 till 67:19:14 vid tiden 180 min och till
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62:21:17 efter 360 min (Figur 3). 360 min efter tillsatt glycerol hade den totala andelen VFA
sjunkit med ca 2 %.

Forandring VFAvid glycerol

80

O Butyrat
W Propionat

Acetat O Acetat

Propionat

0 Butyrat
180 4,

Tid (minuter)

Figur 3. Forandring av proportioner i VFA in vivo efter tillsatt glycerol.

pH In vitro

Under in vitro forsoket enligt metoden utvecklad av Udén (2007, opublicerad) omsattes
glycerol endast genom mikrobiell aktivitet. pH paverkades inte som hos djuret av salivinflode
respektive resorption av fettsyror. Bada de anvanda korna hade likartad sankning av pH.
Hogsta varde (omkring pH 6,8) registrerades innan tillsattning av glycerol och l&gsta varde
(omkring pH 6,2) uppmattes efter fyra timmar, vid provtagningens sista matning.

Osmolalitet In vitro

Utan avflode till 16pmage eller absorption 6ver vamepitelet vid in vitro forsoket enligt metod
av Udén (2007 pers. med.) medforde tillsatsen av glycerol en kvarvarande hojning av
osmolaliteten. En ytterst liten tendens till sankning av osmolaliteten fran i genomsnitt 392
mOsm/I efter glyceroldos till 386 mOsm/I efter fullfoljd provtagningstid (fyra timmar) syntes.

Glycerol In vitro

Vid studien av glycerol in vitro forutsattes att hela férsvinnandet av glycerol ske genom
mikrobiell omséttning. De bada kornas glycerolkoncentrationer var olika hoga till foljd av
olika volym vaminnnehall men omsattning foljde samma monster i bada fallen (figur 4).
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Qycerol in vitro
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Figur 4. Vammikrobernas glycerolomsattning in vitro.

Glycerolforsvinnandet fran ko nummer 665 och 973 varierade nagot i resultat men hos bada
korna absorberades omkring 2/3 av glycerolen éver vamepitelet (figur 5).

@ Absoption

O Mikrobiell nedbrytning
| Avflode frdn vdmmen

Ko 665 Ko 973

Figur 5. Differentiellt glycerolforsvinnande fran vammen pa tva kor.



Moment 2

pH In vivo

Alla fyra kor foljde samma monster dar perioden med ra glycerol gav en nagot hogre pH-serie
och kontrollperioden gav den lagsta pH-serien. Ingen signifikant skillnad mellan
behandlingarna detekterades.

Osmolalitet In vivo

Tre av fyra kor foljde samma monster avseende osmolaliteten vid de tre behandlingarna. Den
fjarde kon avvek vid kontrollbehandling och behandling med raffinerad glycerol.
Avvikningarna var inte signifikanta.

VFA In vivo

Prov for VFA togs en gang per behandling, fyra timmar efter tillsatt glycerol. For acetat fanns
ingen behandlingseffekt medan det for propionat och butyrat var en signifikant skillnad vid
tillsats av ra- respektive raffinerad glycerol. Vidare syns ingen skillnad mellan ra glycerol och
raffinerad glycerol (Tabell 3).

Tabell 3. VFA Kkoncentrationen in vivo vid de tre behandlingarna.

Kontroll Ra Raffinerad SEM
Total mmol/l  138.72 105.3° 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

Osmolalitet In vitro

In vitro studien av osmolalitet visar att det finns signifikanta skillnader bada mellan korna och
mellan behandlingarna. Ko 1202 hade lagre osmolalitet &n de évriga och den fluktuerade runt
samma koncentrationsniva. Ko 1227 hade en lagre osmolalitet vid behandling med raffinerad
glycerol men skillnaden var inte signifikant. Kor som utfodrats med glycerol hade lagre
osmolalitet i vdmvatska an kontrollkorna (figur 6).
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Osmolalitet In vitro

285 —e— Kontrall
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Figur 6. Genomsnittliga osmolaliteten vid in vitro studien.

Glycerol In vitro

Omséttningen av glycerol in vitro foljer samma kurva vid alla tre behandlingarna och
behandlingen med ra glycerol skiljer sig signifikant (p<0,05) fran de Gvriga tva
behandlingarna. Figur 7 visar den genomsnittliga omsattningen av glycerol fran dubbelprover
hos de fyra korna.

Adycerol in vitro
50
45 ﬂ:‘*b——l\
40 -
—
3B : -~
~ —e— Kontrall
g N .
E 25 —=— Raglycerd
E 20 Raffinerad glyceradl
15
10
5
O T T T T } T T T T } T } T T } T T \\_
0 5 10 15 20 25
Tid (timmar)

Figur 7. Genomsnittlig omséattning av glycerol vid in vitro studien.

TS forsvinnande In sacco

Under in sacco studien delades korna upp i tva grupper enligt behandling och resterna
blandades fran de tva korna innan analys utférdes, de foljande figurerna redovisar
genomsnittet for de bada grupperna. TS forsvinnande féljde samma kurva for behandlingarna
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med ra och raffinerad glycerol. Vid de sista tre provtagningarna foll &ven
kontrollbehandlingen in i samma kurva (figur 8).

100 -
S 80 1 —n
[}
g /—
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c
=
E 40 4 —e— Kontroll
© —a— Ra glycerol
2 50 Raffinerad glycerol

0 Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll 1

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tid (timmar)

Figur 8. Genomsnittligt forsvinnande av TS fran ensilage inkuberat i vammen angivet i procent av tvattat O-prov.
Data presenterat som minsta kvadratmedelvérden N=4 kor

NDF Smaltbarhet In sacco

Sméltbarheten for NDF foljer samma kurva for alla behandlingarna utom vid tidpunkten 4
timmar da kontrollbehandlingen hade nagot hogre smaltbarhet an glycerolbehandlingarna
(figur 9).
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0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tid (timmar)

Figur 9. Genomsnittligt forsvinnande av NDF fran ensilage inkuberat i vdmmen angivet i procent av tvattat 0-
prov. Data presenterat som minsta kvadratmedelvéarden N=4 kor
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Raproteinforsvinnande In sacco

Kontrollbehandlingen foljer en jamn kurva under hela forsokstiden medan behandlingarna
med ra respektive raffinerad avviker fran kurvan vid tiden 16 timmar. Inga signifikanta
skillnader observerades. (figur 10).
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Figur 10. Genomsnittligt forsvinnande av raprotein fran ensilage inkuberat i vdmmen angivet i procent av tvittat
0-prov. Data presenterat som minsta kvadratmedelvarden N=4 kor
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DISKUSSION

Resultatet av studien av de kor som inte var lakterande visade att omkring tva tredjedelar av
glycerolen absorberades 6ver vamepitelet vilket ar positivt for glycerol som fodertillskott da
en stor del blir tillganglig for glukoneogenesen och kan omvandlas till glukos och blir
tillganglig for mjolkproduktionen. I motsats anser Stidekum (2007) att endast sma mangder
glycerol kan resorberas frdn vammen. Ytterligare studier behovs for att verifiera resultatet att
en stor andel glycerol rersorberas fran vammen.

Vid forsoket med de fyra lakterande korna har osmolalitet och pH vid alla provtagningarna
samma monster med hogst osmolalitet vid forsta provtagningstidpunkten och samtidigt lagst
pH vilket kan forklaras med att forsta provtagning alltid utfordes precis efter att korna fatt
foder. Det ar svart att avgdra om glycerolen har paverkat osmolalitet och pH eller om det &r
det samtidiga foderintaget som ger storst paverkan av resultatet. En glyceroltillsats vid ett
annat tillfalle an kopplat till fodergivan skulle kunna ge ett annorlunda resultat.

Det andra momentet, in vitro studien av glycerol, startade omkring kl. 08.00 och pagick
darefter med brytningar under de 24 nastféljande timmarna. Mellan den nést sista
provtagningen Kkl. 20.00 och den sista kl. 08.00 néstféljande dag sjonk glycerolhalten
patagligt. Den mikrobiella omsattningen av glycerol ckade inte nar mikrobfloran hade
mojlighet att adapteras till glycerol genom att utfodra korna med glycerol under 12 dagar
innan provtagningen. En anledning till den langsamma nedbrytningen i borjan kan vara att
glycerolkoncentrationen var sa hog att den pa nagot satt hammade nedbrytningen. Intressant
vore att se forsvinnandet vid flera tidpunkter mellan dessa vilket skulle kunna géras genom att
starta forsoket pa kvéllen och ha forsta brytningen efter tolv timmar och darefter med ett
jamnt mellanrum. Ett annat alternativ skulle kunna vara att starta med en lagre koncentration
av glycerol i proverna da den lagre koncentrationen inte behover lika lang tid pa sig att
forsvinna.

Denna studie tyder inte pa nagra tydliga skillnader mellan ra- och raffinerad glycerol i hur de
paverkar vammetabolismen. VFA-monstret i vamvatska skiljde sig delvis fran resultaten fran
tidigare studier (Rémond et al., 1992; DeFrain et al., 2004; Schroder et al., 1999).
Glyceroltillskott, ra- respektive raffinerad, hojde butyratkoncentrationen medan propionat-
och acetatkoncentrationerna minskade hos de lakterande djuren. Prover for VFA-analys togs
endast vid ett tillfalle under de tre olika perioderna. | moment 1 analyserades effekter av
glyceroltillférsel pa VFA halten i vdammen hos underhallsutfodrade kor. Glycerol medforde en
sénkning av acetatandelen medan framfor allt butyrat- men dven for propionatandelen dkande.
| en annan studie togs upprepade vamprover for VFA-analys hos kor som fick en
konstantinfusion av glycerol i vdmmen (Werner, 2007 pers. med.). Aven i denna studie dkade
andelen butyrat men det var relativt sma forandringar i andelarna propionat och acetat. Det
skulle vara intressant att studera hur VFA halterna i vammen forandras dver en dag efter
tillsats av glycerol.

Tillsats av glycerol paverkade inte markbart smaltbarheten av ensilageprovets torrsubstans,
fiber- och raproteinfraktioner. Sammanlagt fick korna glycerol i fyra veckor varav de i tva
veckor gavs ren glycerol och tva veckor ra glycerol. Kanske skulle resultatet sett annorlunda
ut om korna i alla fyra veckorna eller langre tid tilldelats ra glycerol vilket kan vara intressant
att undersoka i en annan studie. | den har studien undersoktes endast nedbrytningen av
ensilage och fortsatta studier bor undersoka fler fodermedel innan det gar att avgéra om
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glycerol ar ett bra fodertillskott. Eftersom det inte var nagra skillnader mellan de tva
glycerolkvaliterna verkar inte vara nodvandigt att glycerolen genomgar en kostsam rening

innan den utnyttjas som fodertillskott till mjolkkor. Mjolkproducenterna inte behover alltsa
inte kdpa den dyrare raffinerade glycerolen.

| denna studie har vi inte tittat pa forandring av mjolkavkastning eller mjélkkomposition
eftersom det var sa fa djur som ingick i studien.
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SLUTSATSER

Studien visade att endast omkring 10 % av glycerolen omsattes av vammikroberna,
medan den storsta delen, omkring tva tredjedelar resorberades dver vamepitelet .

Omsattningshastigheten for glycerol paverkades inte nar mikroorganismerna var
tillvanda att hantera glycerol

Glyceroltillskott medforde att butyratandelen i vamvatska 6kade. Effekterna pa acetat-
och propionatandelarna var daremot inte entydiga. Inga signifikanta skillnader
noterades mellan ra- respektive raffinerad glycerol avseende VFA-sammanséttningen.

Smaltbarheten av ett ensilageprovs torrsubstans, fiber- och raproteinfraktion
paverkades inte namnvart av vare sig av ra- eller raffinerad glycerol.
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SAMMANFATTNING

Glycerol ar ett livsnddvandigt amne som behdvs for att véaxter och djur ska kunna lagra in fett.
Glycerol bildas naturligt i vammen vid nedbrytningen av foderlipider men kan ocksa fas som
restprodukt vid framstallning av biodiesel. Glycerol kan anvandas pa liknande satt som
propylenglykol och &r ett ekonomiskt intressant alternativ pa grund av det 6kade intresset for
biodiesel som medfor att stora mangder glycerol, som bildas som biprodukt vid
biodieselproduktionen, blir tillgangligt pa marknaden. Den raa glycerolen innehaller bland
annat vatten, oljor och salter och metanol men kan renas sa att dessa amnen néstan
fullstandigt forsvinner.

Materialet som legat till grund for studiens resultat kommer fran provtagning av tre
vamfistulerade sinkor samt fyra vamfistulerande lakterande kor fran forsoksbesattningen pa
Kungsangens Gard, Uppsala. Studien delades upp i tva moment och in vivo, in vitro och in
sacco metoder anvandes. Vamprover togs efter tillsats av olika mangd samt olika renhet av
glycerol och analyserades fér kobolt, glycerol, osmolalitet och VFA. Fran in sacco studien
kunde det inkuberade ensilageprovets smaltbarhet av torrsubstans fiber- och raproteinfraktion
bestammas.

Av den tillsatta glycerolen resorberades omkring 2/3 6ver vamepitelet. Inga speciella
skillnader kunde hittas mellan ra- respektive raffinerad glycerol jamfort med kontroll utan
glycerol vare sig i vammens VFA sammansattning eller i smaltbarheten for fodrets
torrsubstans, fiber- och raproteinfraktion.
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