Glycerol jako vedlejší produkt ve výživě přežvýkavců
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Abstract
Glycerol se získává při výrobě metylesteru. Je to glukogenická substance podobná propylenglykolu, který je efektivně využíván k prevenci ketózy u vysokoprodukčních dojnic. Tato studie byla uskutečněna proto, aby byl zhodnocen energetický potenciál glycerolu tří různých kvalit ve výživě přežvýkavců.. Energetická koncentrace glycerolu a energetická koncentrace KD obsahujících glycerolbyla stanovena in vitro a in vivo ve vztahu k různým typům koncentrátů tj. s vysokým obsahem škrobových jednotek versus s nízkým obsahem škrobových jednotek. Glycerol v koncentracích až do 10% sušiny celkové krmné dávky byl porovnáván se škrobem – zdrojem rychle fermentujích karbohydrátů ve vztahu k bachorové fermentaci, produkci mikrobiální biomasy a stravitelnosti u volků při 85 % příjmu ad libitum. Dále jsme hodnotili fyzikální, chemickou a hygienickou kvalitu pelet obsahujících glycerol různého stupně čistoty a různých koncentrací a skladovaných zai různých klimatických podmínek.
Kvalita pelet , zvláště hygienická kvalita byla positivně ovlivněna glycerolem. Odhadovaná koncentrace energie ze zkoušek stravitelnosti in vivo byla  8.3 a  9.5 MJ NEL /kg glycerolu ,když byl glycerol krmen v kombinaci s koncentráty s vysokým a nízkým obsahem škrobových jednotek. Z dat získaných in vivo můžeme předpokládat, že glycerol rúzných stupňů čistoty může nahradit rychle fermentující karbohydráty v krmných dávkách přežvýkavců až do 10% sušiny bez negativních vlivů na příjem krmiva a vody, bachorovou degradaci a stravitelnost v celém zažívacím traktu. Produkce bachorové mikrobiální biomasy se nelišila u krmných dávek obsahujících škrob nebo glycerol. Prekursor glukózy glycerol může zlepšit přísun energie pro vysokoprodukční dojnice, před i po otelení a proto má vliv na zdraví a kvalitu celé laktace.
Úvod
Přesun k obnovitelným zdrojům energie v EU zvýšil produkci řepkového metylesteru, při jehož výrobě zůstavá glycerol jako hodnotný vedlejší produkt. Glycerol je přírodní, kapalná substance sladké chuti, která je registrována v EU jako doplňková látka E 422 ( Anonymus, 1995).  Lebzien a Aulrich (1993) udávají vysokou koncentraci energie (9.5 MJ NEL/kg) a proto tedy glycerol může mít význam pro prevenci keto acidosy a vysokoprodukčních dojnic tím, že zvyšuje přísun prekursorů glukozy.(Johnson, 1955; Fisher et al., 1971; 1973; Sauer et al., 1973). Protože údaje z USA předpokládají, že 30-50% všech dojnic je ohroženo subakutní keto- acidosou  (Hutjens, 1996), zdroje zvýšení energie v krmných dávkách dojnic v období kolem otelení jsou velmi důležité. 
Žádná zákonná omezení co se týče živočišného druhu nebo množství zkrmené látky za den se na glycerol nevztahují . (Anonymous, 1995). Proto by měl být glycerol atraktivní pro přežvýkavce , jestliže množství vedlejšího produktu glycerolu z výroby metylesteru překročí zpracovatelské kapacity farmaceutického a chemického průmyslu . Protože současná cena čistého glycerolu je vysoká , méně čisté druhy glycerolu by se měli brát také v úvahu. 

Úkolem naší studie bylo zhodnotit potenciál glycerolu v KD pro přežvýkavce. Studovali jsme chemické složení a koncentraci energie která byla odvozena při zkouškách stravitelnosti na ovcích u glycerolu tří různých kvalit. Také byla hodnocena bachorová  bilance živin a bachorová mikrobiální biomasa u skotu při krmné dávce obsahující glycerol.Nakonec jsme hodnotili efekt obsahu glycerolu na fyzikální, chemické a hygienické hodnoty krmiva ve vztahu k  rozdílné kvalitě glycerolu a k rozdílné délce skladování za různých klimatických podmínek. 
Chemické složení glycerolu
Glycerol tří rúzných kvalit  (nízké, střední, vysoké) reflektuje různé stupně procesu výroby řepkového metylesteru. Nejvíce zmiňované hodnoty u kvality byli voda, glycerol, fosfor a methanol. (Tab. 1).

Tab. 1. Chemické složení glycerolu vzhledem k čistotě
	
	
	
	

	  
	Čistota glycerolu

	  
	 Nízká
	Střední
	Vysoká

	Voda , %
	26.8
	1.1
	2.5

	Složení sušiny1, %

	Glycerol
	63.3
	85.3
	99.8

	Eterový extrakt
	0.71
	0.44
	n.a.2

	P
	1.05
	2.36
	n.a.

	K
	2.20
	2.33
	n.a.

	Na
	0.11
	0.09
	n.a.

	Pb
	0.0003
	0.0002
	n.a.


	Methanol
	26.7
	0.04
	n.a.

	1 Concentrace kadmia, merkuria a arsenu byla pod detekčním limitem.

2 nebyla  analysována.


Energetické hodnoty glycerolu
Koncentrace NEL glycerolu ve vztahu k čistotě glycerolu a obsahu glycerolu v sušině směsné krmné dávky byli získány ze zkoušek stravitelnosti u beranů .Glycerol byl namíchán s pící ( uvadlá travní siláž) a koncentrátu s vysokým obsahem ŠJ. Směsná krmná dávka byla sestavena tak, aby obsahovala ( na bázi sušiny) 40% píce, 50% koncentrátu a 10% čistého glycerolu bez ohledu na čistotu produktu obsahujícího glycerol. Krmná dávka obsahující 100% píce a píce bez glycerolu : koncentrace ( 40:60) sloužila jako kontrola.Následně glycerol nejvyšší čistoty ( 100% glycerol) byl vkomponován do směsných krmných dávek obsahujících 40% píce a 5,10,15 nebo 20% glycerolu. Koncentrát s vysokým obsahem ŠJ doplňoval bilanci těchto KD ( od 55 do 40%ˇsušiny). Koncentrace NEL byli vyšší když byl glycerol krmen s koncentrátem s nízkým obsahem ŠJ než když byl krmen s koncentrátem s vyšším obsahem ŠJ. Odhadované koncentrace energie pro glycerol odvozené od KD s koncentrátem s nízkým obsahem ŠJ byli stejné.Střední hodnota byla 9,7 MJ NEL/kg , je velice blízká té, kterou uvádí Lezen a Ulrich ( 1993) u pokusů s dojnicemi. Jestliže byl glycerol krmen s koncentráty s nízkým obsahem ŠJ , buď byl pozorován žádný efekt nebo pozitivní efekt na stravitelnost ( organická hmota, škrob, komponenty buněčné stěny).Jestliže byl glycerol krmen s v krmných dávkách obsahující koncentráty s vysokým obsahem ŠJ oproti dávkám obsahující koncentráty s nízkým obsahem ŠJ , glycerol různého stupně čistoty a různého podílu v KD  měl  znatelně menší hodnoty NEL ( 8,0 do 8,5 MJ/kg). Podobně , stravitelnost komponentů buněčných stěn byla snížena bez snížení stravitelnosti organické hmoty . Odhady hodnot NEL  in vitro stanovené na základě produkce plynu inkubovaného v bachorovou tekutinou byli lehce menší než ty dosažené in vivo a byli stejné jako ty pro KD s nízkým a vysokým obsahem ŠJ.  

Vliv glycerolu na bachorový pohyb, mikrobiální biomasu a živinovou stravitelnost v celém traktu
Byli použiti 4 kanulovaní volci , kteří byli krmeni směsnou krmnou dávkou ( 40:60 píce: koncentrát , v sušině) . Koncentrované pelety byli isonitrogenní a obsahovali buď žádný glycerol nebo 15% glycerolu různé čistoty. (Tab.1.) Ačkoliv byla zjištěna určitá koncentrace methanolu v glycerolu nižší kvality  jenom zanedbatelné množství methanolu bylo zjištěno v koncetrovaných peletách. Průměr denního příjmu sušiny byl 13,4 kg. Při krmné dávce obsahující glycerol zvířata konzumovala 1,1 kg glycerolu a 1,4 kg škrobu za den, zatímco denní příjem škrobu při krmné dávce bez glycerolu byl 2,1 kg. Celková stravitelnost  organické hmoty, buněčných stěn a škrobu v zažívacím traktu byla podobná pro všechny typy krmných dávek ( střední hodnota 72,1, 65,1 a 98,3% ). Navzdory vysokému procentu koncentrátu v KD  a bez ohledu na KD byli postprandiální hodnoty pH v bachorové tekutině vždy větší než 6.2. Postprandiální snížení pH bylo více zdůrazněno když KD obsahovala glycerol, což indikuje, že bachorová degradace glycerolu byla rychlejší než degradace pšeničného škrobu. Krmení glycerolem má za výsledek snížení poměru kyseliny octové ke kyselině propionové, což bylo znatelné ( kontrolní vzorek versus KD obsahující glycerol P < 0.05)  pro většinu meření , které byli prováděny v hodinových intervalech během 24 hodin. Ačkoliv koncentrace kyseliny butyrové  v bachorové tekutině při kontrolní KD byla většinou konstantní během dne , hodnoty se markantně zvýšili postprandiálně a vrchlu dosáhli ( kontrola versus KD s glycerolem , P < 0.05) 3  hodiny po krmení u všech KD obsahujících glycerol . Zvýšení koncentrací kyseliny butyrové může být prospěšné z několika důvodů ons (van Houtert, 1993). Kyselina butyrová se metabolizuje na ketonové látky bachorovým a khihovým epitelem, což je mechanismus který zásobuje bachorový epitel většinou jeho energetických požadavků.Protože kyseliny butyrová může zabránit dělení buněk, konverze na  β-hydroxybutyrát  jako prostředek detoxifikace. Dále ketonové látky zásobují jaterní tkáň další energií a β-hydroxybutyrát může hrát důležitou roli při regulaci metabolismu a kontrole příjmu krmiva u přežvýkavců. Kyselina mléčná byla zjištěna do 4 hodin po příjmu krmiva i když s maximální hodnotou  47 mmol/L  při krmné dávce obsahující glycerol o nízké čistotě. Avšak, jenom koncentrace 1 hodinu po krmení byli různé  (P < 0.05) mezi kontrolní a glycerol obsahující KD .Hodnoty bakteriální suché hmoty v bachoru byli odhadnuty z optické hustoty bachorové tekutiny při vlnové délce 600 nm (Wejdemar, 1993). Při KD obsahující glycerol byl zjištěn slabý pokles koncentrace bakteriální suché hmoty, ale kvůli vysoké variaci mezi sledovanými KD, zjištěný rozdíl nebyl statisticky signifikantní. Denní příjem vody byl lehce vyšší když dobytek konzumoval KD obsahující glycerol nižší a střední kvality.Bachorová náplň byla lehce vyšší při KD obsahující glycerol. Procento bachorových tekutin z celkového obsahu bachoru bylo  22, 25, 29 a 31% při KD neobsahujících glycerol, nebo glycerol nízké, střední a vysoké čistoty. Samozřejmě glycerol má vliv na oběh vody v bachoru. Odhady pro bachorovou  in vivo fermentaci živin byli založeny na manuálním vyprázdnění bachorů. (Robinson et al., 1987). Bachorová  in vivo fermentace vlákninových komponentů (střední hodnota, 51.7%/den) nebyla zhoršená když byl škrob v koncentrátech nahrazen glycerolem..

Vliv glycerolu na kvalitu pelet
Koncentráty byly sestaveny tak, aby obsahovaly  (% sušiny) glycerolu (0, 5, 10, 15), pšeničného a sojového šrotu and soybean meal (30 do 10 a od 10 do 15, v závislosti na obsahu glycerolu a 12 řepkového šrotu, 20 cukrovarských řízků, 14 pšeničných otrub, 10 kukuřice a 4 vitamino-mineralálního mixu. Před peletováním byly složky pomlety přes síto s 3-mm sítkem. Peletovací lis sestával ze tří rotujících  válečků  a statické matrice. Protože byl použit glycerol různé koncentrace a čistoty bylo nutno provádět citlivé úpravy neletovacího procesu, aby bylo dosaženo pelet nejlepší  možné kvality.  Proto bylo nutno upravovat vzdálenost mezi válečky a matricí a také vzdálenost mezi neletovacím nožem a čelem matrice na základě zkušenosti operátora.
Pokusy byly sestaveny jako faktoriál 10 × 5 × 3 , s 10 typy koncentrátů, 5 typy prostředí a 3 opakování každé kombinace faktorů .10 typů koncentrátů bylo sestaveno jako – jeden bez glycerolu ( kontrola) a tři s koncentrací glycerolu (5, 10, 15% sušiny) ×  tři různé čistoty glycerolu.(Table 1).Prostředí byly definovány jako jedna neskladovaná kontrola a dvě skladovací prostředí (dobré : 15°C a 60% relativní vlhkosti  a  špatné : 20°C  70% relativní vlhkosti), oboje kombinované s dvěma skladovacími dobami 4 a 8 týdnů. 

Skladovací prostředí a skladovací doba neovlivnili chemické složení koncentrátů. Jenom koncentrace sušiny se lišila, což bylo následkem hygroskopických vlastností glycerolu. V každém rozmezí čistoty glycerolu – kromě glycerolu nejvyšší čistoty se sušina zvýšila  se zyšující se koncentrací glycerolu .A opačně , nižší obsah sušiny, tzn.vyšší vlhkost , byly dosaženy při vyšší koncentraci glycerolu pro všechny koncentráty, které byly skladovány 4 až 8 týdnů.Vliv skladování typu koncentrátu na obsah sušiny, tak jako interakce mezi těmito vlivy byly signifikantní. Navzdory zvyšující se vlhkosti hygienická kvalita pelet byla vynikající . Většina hodnot ergosterolu, který byl použit jako jako chemický indikátor plísňové infekce, byla znatelně nižší než předpokládané normální hodnoty.(Müller a Schwadorf, 1988; 1990). Tyto hodnoty musí být brány se zřetelem na to, že přítomnost mycotoxinů nemůže být vyloučena na základě hodnoty  jedné látky – ergosterolu.(Müller and Schwadorf, 1988).  Jenom skladování koncentrátů bez glycerolu za špatných podmínek zvýšilo hodnoty ergosterolu.  (12.9 mg/kg sušiny). Ačkoliv fungicidní infekce se obvykle zvýší v tomto koncentrátu, chemické složení zůstalo stejné ve srovnání s neskladovanými vzorky.Výsledky ukazují, že glycerol o různé čistotě a dokonce koncentrace menší jak 5% sušiny mají ochranný vliv na pelety.
Nejvíce zmiňovaný pozitivní vliv glycerolu na tvrdost pelet byl sledován u koncentrátů s 10% glycerolu a těch s nejnižší čistotou za všech skladovacích podmínek . To můžeme přičíst vetšímu obsahu vody u glycerolu nižší čistototy. U všech pokusů, koncentráty bez glycerolu měly největší obrus a jen střední hodnotu tvrdosti.To může indikovat positivní vliv glycerolu na tyto hodnoty.Skladování  per se (neskladováno  versus skladováno) zvýšilo tvrdost pelet, což může být následkem obsahu vlhkosti, který ovlivňuje vázací vliv mezi částicemi, zatímco doba skladování  (čtyři  týdny  versus osm týdnů) neovlivnilo tvrdost pelet.Tyto vlivy byly vzájemně kombinovány s vlivy obrusu drobných částic z pelet.čím tvrdší pelety, tím menší obrus.Avšak, ačkoliv obrus byl menší, v některých případech pelety s 15% glycerolu byly elastické a šiškového tvaru.
Shrnutí
Glycerol o různé čistotě může být užit v TMR pro přežvýkavce až do 10% sušiny jako náhrada za rychle fermentující zdroje škrobu, např. pšenice nebo tapioka bez negativních efektů na bachorové prostředí, oběh živin  a stravitelnost v celém zažívacím traktu..Střední hodnota energie glycerolu u KD krmených ovcím a obsahující nízký obsah ŠJ a vysoký obsah ŠJ byla  9.7 a 8.3 MJ NEL/kg . Když byl krmen s koncentrátem s nízkým obsahem ŠJ, čistý glycerol až do obsahu 20% neměl žádný nebo měl positivní vliv na stravitelnost živin.Když byl krmen v KD s vysokým obsahem ŠJ glycerol snižoval stravitelnost buněčné stěny ale neměl vliv na stravitelnost organické hmoty v celém zažívacím traktu.Chemická a fyzikální kvalita pelet nebylo moc ovlivněna, ale je třeba zdůraznit ochranný vliv glycerolu.
Výsledky této studie dokládají, že glycerol je vynikající složka KD, dokonce když je použita v nešisté formě jako vedlejší produkt při výrobě řepkového metylesteru.Glycerol může sloužit jako složka pro výrobu pelet a také do TMR. U pelet musíme zdůraznit příznivý vliv na hygienickou kvalitu. Ekonomický přínos bude rozhodující pro širší užití glycerolu jako doplňkové látky pro výživu přežvýkavců..
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