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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest dodatek mineralny do paszy przeznaczonej do zywienia kurczat
oraz spos6b wytwarzania takiego dodatku, a takze zastosowanie kompleksu nanoczastek Cu z no$ni-
kiem skrobiowym jako dodatku mineralnego do paszy.

Metale sg kluczowym nieorganicznym elementem organicznych molekut regulujgcych podsta-
wowe funkcje zyciowe organizmu. Zwtaszcza metale o zmiennej warto$ciowo$ci, poprzez udziat w re-
akcjach utleniania i redukcji, warunkujg homeostaze energetyczng, antyoksydacyjng czy immunolo-
giczng organizmu.

Z opisu polskiego zgtoszenia patentowego nr P.411998 znane jest zastosowanie nanoczgstek
miedzi jako stymulatora przyrostu masy miesniowej u kurczat. Autorzy wspomnianego wynalazku za-
stosowali suplementacje hydrokoloidem nanoczgstek miedzi w okresie embriogenezy, wykorzystujgc
technike in ovo (czyli wstrzykiwania ptynu do jaja) i stwierdzili, ze suplementacja taka prowadzi do zwiek-
szenia masy ciata oraz przyrostu miesnia piersiowego u dorostych ptakdéw. Zgodnie z cytowanym wy-
nalazkiem koloid miedzi podaje sie bezposrednio do jaja technikg in ovo, co oznacza, ze miedz jest
stosowana w okresie embriogenezy, przed wylegnieciem kurczat. Korzystnie stosowano wodny koloid
nanoczastek miedzi o czystosci miedzi co najmniej 99.99% i 0 poziomie zanieczyszczen biologicznych
i/albo chemicznych nie przekraczajgcym 0,0001% w roztworze. Stosowano nanoczgstki miedzi o $red-
nicy od 1 do 100 nm, najkorzystniej o przecietnej wielkosci $rednicy 35-40 nm. Technika in ovo jest
wysoce kosztowna z uwagi na konieczno$¢ wstrzykiwania dodatku do kazdego jaja, a takze niebez-
pieczna z uwagi na potencjalng Smiertelno$¢ zarodkéw wskutek mechanicznego uszkodzenia jaja po-
przez wprowadzanie igty.

Autorzy wynalazku zgtoszonego pod numerem P.411998 stwierdzili, ze miedz w formie nanocza-
stek, poza wieloma funkcjami jakie petni w organizmie, charakteryzuje sie wysokg skutecznoscig jako
czynnik stymulujgcy rozwdj masy miesniowej. Stwierdzono, ze nanoczastki miedzi poprawiajg efektyw-
no$¢ odchowu poprzez ograniczenie liczby padnieé, poprawe wskaznikéw rzeznych, a zwtaszcza po-
prawe przyrostu masy ciafa i udziat najbardziej warto$ciowych mieéni piersiowych w tuszce. Ponadto
ptaki z grupy NanoCu charakteryzowaty sie lepszg wodochtonno$cig w miesniach nég. Nanoczastki
miedzi, podawane w okresie embriogenezy, nie wykazaty dziatania toksycznego, a nawet wptynety na
zwiekszenie stezenia hemoglobiny oraz ceruloplasminy u kurczat. W badaniach tych jednoznacznie
wskazano na fizjologiczne mechanizmy dziatania Cu stymulujgce rozwoj miesni.

W omawianym opisie zgtoszenia P.411998 nanoczgstki podawano w formie wstrzykiwania do
jaja na poczatku embriogenezy. Wspomniano wprawdzie, ze nanoczgstki miedzi mozna podawac nie
tylko poprzez iniekcje do zarodka kury, lecz réwniez z paszg lub woda, jednak dotychczasowe badania
dotyczyly wytacznie podawania miedzi metodg wstrzykiwania do jaja. Do chwili obecnej nie opisano
w literaturze faktu zastosowania nanoczgstek miedzi jako sktadnika paszy dla drobiu.

Nanoczastki Cu sg materiatem bardzo pylistym, ponadto powinny byé dodawane do paszy lub do
premiksu w niewielkiej ilosci. Problemem jest wiec wprowadzenie ich do paszy bez strat oraz ich réw-
nomierne rozprowadzenie w paszy.

Celem obecnego wynalazku byto opracowanie dodatku mineralnego do paszy zawierajgcego na-
noczastki miedzi.

Istotg wynalazku jest dodatek mineralny do paszy przeznaczonej do zywienia kurczat, ktory sta-
nowi kompleks nanoczgstek miedzi z no$nikiem skrobiowym, przy czym no$nik skrobiowy znajduje sie
w dodatku w ilosci od 10 mg do 500 mg na 1 mg metalicznej Cu, a nanoczastki miedzi majg Srednice
10-150 nm.

Korzystnie przecietna wielko$¢ Srednicy nanoczastki Cu zawiera sie w zakresie 35-75 nm.

Korzystnie jako nosnik skrobiowy stosuje sie skrobie spozywczg pszenng, make pszenng, skrobie
kukurydziang, make kukurydziang. W przypadku, gdy no$nikiem skrobiowym jest mgka pszenna najko-
rzystniej jest stosowac¢ make typ 450. Mozna stosowacé takze inne maki, przy czym zasadg jest, ze im
mniejsza zawarto$¢ biatka i popiotu, tym maka jest korzystniejsza.

Korzystnie no$nik skrobiowy dodaje sie w ilosci od 10 mg do 100 mg na 1 mg Cu.

Sposdb wytwarzania dodatku mineralnego do paszy przeznaczonej do zywienia kurczat wediug
wynalazku charakteryzuje sie tym, ze no$nik skrobiowy w postaci proszku zawiesza sie w koloidalnym
roztworze nanoczgstek Cu, przy czym nos$nik skrobiowy stosuje sie w ilosci od 10 mg do 500 mg na
1 mg metalicznej Cu w postaci nanoczgstek.
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Proces zawieszania nanoczgstek Cu realizuje sie na drodze mieszania wspomaganego dziafa-
niem ultradzwiekéw, a nastepnie suszy sie do uzyskania proszku o zawartosci suchej masy nie mniej
niz 90%, po czym mieli sie.

W procesie korzystnie najpierw mechanicznie miesza sie no$nik skrobiowy z koloidem nanocza-
stek miedzi do uzyskania jednorodnej mieszaniny, a nastepnie wspomaga sie mieszanie ultradzwie-
kami, korzystnie w czasie od 15 do 45 minut, najkorzystniej przez 45 minut.

Istote wynalazku stanowi takze zastosowanie kompleksu nanoczgstek Cu z no$nikiem skrobio-
wym, w ktérym noénik skrobiowy znajduje sie w ilosci od 10 mg do 500 mg na 1 mg metalicznej Cu,
a nanoczastki miedzi majg $rednice 10—-150 nm, jako dodatku do premikséw witaminowo-mineralnych
lub mieszanek dla kurczat, przy czym kompleks miedziowo-skrobiowy stosuje sie w ilosci od 150,00 do
375,00 mg na 1 kg premiksu w przeliczeniu na miedz.

Premiks jest stosowany w mieszankach w standardowo przyjetych iloSciach, zazwyczaj 0,3%—
0,5% wag.

Zgodnie z obecnym wynalazkiem nanoczgstki Cu sg funkcjonalizowane skrobig i sg potgczone
stabym wigzaniem ze skrobig. W tej postaci, czyli w postaci kompleksu ze skrobig, sg wprowadzane do
premiksu mineralno-witaminowego, a nastepnie wraz z premiksem do mieszanek paszowych dla kur
rzeznych lub bezposrednio do mieszanek paszowych.

Dodatek nanoczgstek Cu w postaci nanokompleksu z weglowodanami fatwostrawnymi, jak skro-
bia, zamiast tradycyjnie stosowanych w mieszankach dla zwierzat soli miedzi (jak np. CUSOu), pozwala
na znaczgce zmniejszenie poziomu zastosowanego dodatku Cu. Poziom Cu spada do poziomu od 10%
do 25% stosowanego tradycyjnie poziomu miedzi w mieszankach, co stanowi od 0,75 mg/kg mieszanki
do 1,88 mg/kg mieszanki. W przeliczeniu na koncentracje Cu w premiksie mineralno-witaminowym sta-
nowi to od 150 mg/kg do 375 mg/kg premiksu. Proponowane rozwigzanie pozwala na redukcje poziomu
miedzi w mieszankach od 75% do 90% obecnie stosowanej koncentracji miedzi w mieszankach.

Sposbb wedtug wynalazku, polegajacy na mieszaniu nosnika skrobiowego z koloidem miedzi,
wspomaganym przez dziatanie ultradzwiekdw, powoduje proces wymuszonej samoorganizacji nano-
czastek miedzi i skrobi i powstanie kompleksoéw skrobi z miedzig. Tak uzyskany nanododatek Cu mozna
wprowadzaé do paszy w dowolny sposoéb, okreslony w procedurach postepowania dla dodatkéw mine-
ralnych do paszy. Nanododatek Cu moze by¢ wprowadzany do premikséw witaminowo-mineralnych lub
mieszanek dla kurczat, zwtaszcza brojleréw, w okresie catego tuczu, czyli do mieszanek dla drobiu typu
Starter, Grower i Finisher.

Nanoczastki miedzi mogg byé pozyskane: (i) w postaci proszku o czystosci co najmniej 99,9%
albo (ii) w postaci koloidu nanoczgstek miedzi o czysto$ci 99,9% w ultra czystej wodzie.

W przypadku pierwszym proszek miedzi jest zawieszany w wodzie w celu uzyskania koloidu wod-
nego nanoczgstek miedzi. Proszek miedzi jest zawieszany w wodzie poprzez dodawanie nanoczgstek
miedzi w ilosci od 1 mg do 0,1 mg nanoczgstek Cu® na 1 | wody, najkorzystniej jest dodawaé od 0,10 mg
do 0,50 mg, mniej korzystnie od 0,51 mg do 0,70 mg i najmniej korzystnie 0,71 mg — 1 mg. Proces
tworzenia koloidu/zawiesiny i zapobiegania tworzeniu agregatéw jest wspomagany mieszaniem i dzia-
faniem ultradzwiekéw. W obu przypadkach woda powinna by¢ ultra czysta (rezystancja 18,2 MQ x cm
w 25°C), o poziomie zanieczyszczen biologicznych/chemicznych nie przekraczajgcym 0,0001% wag.
w roztworze oraz pozbawiona obecnosci jonéw pierwiastkdw. Skuteczno$é dziatania nanoczastek mie-
dzi zwieksza sie wraz ze zmniejszaniem sie wielko$ci nanoczgstek Cu®, a najkorzystniejsza wielko$é
nanoczastek miedzi wynosi do 55 nm.

W rozwigzaniu wedtug wynalazku zastosowanie nos$nika skrobiowego pozwolito na unikniecie
trudnosci zwigzanych z domieszkowaniem mieszanek i trudnosci w uzyskaniu homogennej mieszanki.
Nosnik ten zmniejsza rowniez mozliwo$¢ adhezji nanoczastek metalu (Cu) do czastek pozostatych kom-
ponentéw premiksu lub paszy. Nanoczgstka Cu moze by absorbowana z przewodu pokarmowego
znacznie skuteczniej niz sél miedzi, poniewaz stosunkowo tatwo przechodzi przez btone komérkows.
Nosnik zwieksza absorbcje nanoczgstek miedzi z przewodu pokarmowego, co powoduje zmniejszenie
wydalania Cu wraz z katomoczem kur, a tym samym wydalania miedzi do $rodowiska. Jest to bardzo
wazne z punktu widzenia ochrony Srodowiska, poniewaz absorbcja miedzi, podawanej obecnie na $wie-
cie w formie tradycyjnej soli, wynosi 30-40%, a wieksza jej cze$¢ jest wydalana do Srodowiska.

Zaletg prezentowanego rozwigzania jest zmniejszenie koncentracji miedzi w paszy i mieszance
mineralno-witaminowej, bez negatywnego wptywu na stan zdrowia, wyniki produkcyjne, wskazniki
rzezne, koncentracje Cu w miesniu piersiowym i wybranych tkankach.
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Wynalazek zostat blizej przedstawiony w przyktadach. Badania prowadzono w ramach projektu
NCBIR BIOSTRATEG1/267659/7/NCBR/2015 ,Gutfeed — Innowacyjne zywienie w zréwnowazonej pro-
dukcji drobiarskiej” (akronim GUTFEED).

Przyktad 1

Nanoczgstki Cu (w postaci proszku) zostaty zakupione w Sky Spring Nanomaterials, Inc. USA
o czystosci 99,8%.

Charakterystyka nanoczgstek Cu

Ksztalt — sferyczny, kulisty lub owalny

Srednia wielko$¢ 55 nm (10150 nm)

Potencjat zeta — 15 mV

pH koloidu 7,1

stabilno$¢ koloidu — dobra

Efekt Tyndalla — rozpraszanie wigzki Swiatta

Zanieczyszczenia ogotem (Fe, Si, P) ponizej 0,01%
Proszek nanoczgstek Cu zawieszano w wodzie w ilosci 1 mg Cu na 1 litr wody w celu uzyskania
koloidu wodnego nanoczgstek miedzi. Stosowano ultra czystg wode (rezystancja 18,2 MQ x cm
w 25°C), 0 poziomie zanieczyszczen biologicznych/chemicznych nie przekraczajgcym 0,0001% w roz-
tworze oraz pozbawiong obecnosci jonéw pierwiastkédw. Proces tworzenia koloidu i zapobiegania two-
rzeniu agregatéw byt wspomagany mieszaniem i dziataniem ultradzwiekéw.

Nosnik skrobiowy w postaci skrobi pszennej w ilosci 10 mg na 1 litr koloidu wprowadzano i za-
wieszano w roztworze koloidalnym nanoczgstek Cu poprzez wolne mieszanie catego roztworu przez
5 minut. Po wstepnym mieszaniu wprowadzono dziatanie ultradzwiekéw przez 45 min., w aparacie Ul-
tron U 509 (Zaktad Urzadzen Elektronicznych), w temp. 20-25°C. Uzyskany ptynny roztwoér koloidalny
suszono w temperaturze 105°C az do uzyskania zawarto$ci wody 9,9%. Wysuszony dodatek mielono
w standardowym mtynku paszowym, tak aby uzyskaé jednorodny proszek.

Przyktad 2

W doswiadczeniu zastosowano kompleksy nanoczgstek miedzi ze skrobig przygotowane zgodnie
Z Przyktadem 1.

Kompleks nanoCu-S byt dodawany do premikséw mineralno-witaminowych w procesie miesza-
nia, a nastepnie premiks dodawany byt do mieszanki dla kurczat brojleréw. Sktad premiksu przedsta-
wiono w tabeli 1, sktad mieszanki paszowej przedstawiono w tabeli 2. Dodatek kompleksu nanoCu-S
dodawano do paszy wedtug schematu doswiadczenia przedstawionego w tabeli 3.

Kurczeta brojlery 1-dniowe (Ross 308) podzielono losowo na 5 grup po 10 sztuk w grupie i utrzy-
mywano w kojcach grupowych, a nastepnie umieszczono w indywidualnych klatkach bilansowych, prze-
znaczonych dla drobiu, gdzie przebywaty do 42 doby tuczu. Ptaki miaty dostep do wody i paszy ad libi-
tum. llo$¢ pobranej paszy oraz oddawanego katu byt kontrolowany. Pomieszczenie byto wyposazone
w kontrolowany system o$wietlenia, ogrzewania i wentylacji; temperatura: 33-32°C na poczatku do-
Swiadczenia i obnizana o 2°C co tydzien. Wilgotno$¢ wynosita 60%, dzien Swietiny byt ustalany na pod-
stawie przyrostow.

Przeprowadzone doswiadczenie wykazato, ze:

— nanoczastki miedzi, podane do paszy jako dodatek mineralny w postaci kompleksu nanoCu ze
skrobig, nie wptywajg negatywnie na stan zdrowia i rozwoju kurczat brojleréw oraz tempo ich
wzrostu. Co wiecej, stwierdzono najwiekszy przyrost masy ciata w 42 dniu tuczu w grupach,
ktére otrzymywaty nanoczgstki Cu w ilo$ci zmniejszonej o 75% w poréwnaniu do grupy kontrol-
nej oraz w ilosci rbwnowaznej grupie kontrolne;j;

— nanoczastki miedzi, podane do paszy jako dodatek mineralny w postaci kompleksu nanoCu ze
skrobig wptynety na zmniejszenie zuzycia paszy okreSlone w 42 dniu tuczu w grupach, ktére
otrzymywaty nanoczgstki Cu w ilosci zmniejszonej 0 75% i 25% w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej oraz w ilosci rownowaznej grupie kontrolnej;

— analiza rzezna kurczat brojleréw wykazata, ze nanoczastki miedzi (podane do paszy jako do-
datek mineralny w postaci kompleksu nanoCu-S) nie wptynety na wydajnosc¢ rzezng oraz udziat
najbardziej wartoSciowych miesni piersiowych w tuszce, a takze miesni nég oraz watroby, zo-
fadka i serca,;

— nanoczastki miedzi, podane do paszy jako dodatek mineralny w postaci kompleksu nanoCu ze
skrobig wptywajg na zmniejszenie wydalania Cu w katomoczu, w najwiekszym stopniu w grupie,
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gdzie poziom miedzi byt zmniejszony o0 75%. Jednocze$nie w grupie tej nie stwierdzono zmian
w zakresie wydalania Fe i Zn wraz z kalomoczem;

— zastosowanie nanoczgstek miedzi, podawanych do paszy dla kurczat, jako dodatek mineralny
w postaci kompleksu nanoCu ze skrobig wptynat korzystnie na wspéiczynnik retencji Cu, a takze
Fe i Zn w poréwnaniu do grupy kontrolnej otrzymujgcej w paszy CuSOy;

— nanoczastki miedzi, podane do paszy jako dodatek mineralny w postaci kompleksu nanoCu ze
skrobig wptynety na niewielkie zwiekszenie poziomu Cu w mies$niach, nie stwierdzono zwiek-
szonej akumulacji Cu w watrobie oraz nerkach. Koncentracja Fe i Zn w mie$niu piersiowym,
watrobie i nerkach nie byla zréznicowana pod wptywem zastosowania kompleksu nanoCu
w mieszankach dla kurczat.

Wykazano, ze nanoczastki Cu podawane w paszy w postaci kompleksu ze skrobig mogg zastgpic
tradycyjnie stosowane w paszy dla kurczat sole Cu (CuSOQOa) w iloci 0 75% mniejszej bez negatywnego
wptywu na wyniki produkcyjne i warto$¢ rzezng, co wiecej wptywajg na zwiekszenie przyrostu o 7,5%.
Wykazano takze, ze nanoczgstki Cu podawane w paszy w postaci kompleksu ze skrobig wptywajg na
zmniejszenie wydalania Cu w katomoczu, jak rowniez wptywajgc na niewielkie zwiekszenie akumulacji
Cu w miesniu piersiowym.

Wplyw zmniejszenia udziatu miedzi w mieszankach dla kurczat brojleréw o 75%, 50% i 25%
w stosunku do standardowo stosowanego poziomu (grupa kontrolna) na wyniki produkcyjne i wartosé
rzezng przedstawiono w tabelach: 4, 5, 6.

Wplyw zmniejszenia udziatu miedzi w mieszankach dla kurczat brojleréw o 75%, 50% i 25%
w stosunku do standardowo stosowanego poziomu (grupa kontrolna) na strawno$¢ Cu oraz Fe i Zn,
a takze koncentracje Cu, Fe i Zn w wybranych tkankach przedstawiono w tabelach 7 i 8.

Przyktad 3

Badanie wykonano na 960 kurkach genotypu Ross 308 podzielonych losowo na 8 grup, kazda
w 10 powtdrzeniach po 12 sztuk. Ptaki doSwiadczalne byty utrzymywane w boksach rozmieszczonych
rébwnomiernie wzdtuz dwéch linii pojenia w standardowym kurniku. Poza ptakami doswiadczalnymi
(boksy) na hali produkcyjnej przebywato okoto 9000 nieseksowanych kurczat brojleréw w celu zapew-
nienia warunkow jak najbardziej zblizonych do tych wystepujgcych w standardowym cyklu produkcyj-
nym. Kurczeta rzezne utrzymywane w boksach otrzymywaty jedng z o$miu sypkich mieszanek petno-
porcjowych — z dodatkiem kompleksu nanoczgstek Cu ze skrobig lub CuSO4 wedtug schematu (tabela
4). Kurczeta zywione byty mieszankami o sktadzie przedstawionym w tabeli 5, systemem ad libitum.
Wszystkie diety do$wiadczalne zostaty utozone przez PIAST PASZE Sp. z 0.0. i stanowity petnopor-
cjowe mieszanki paszowe dla kurczat rzeznych, podzielone na dwa okresy skarmiania. W pierwszym
okresie, trwajgcym od pierwszego do 14 dnia zycia zastosowano mieszanke Brojler 1, w drugim okresie
od 14 do 35 dnia Brojler 2. Przez caty czas trwania eksperymentu ptaki miaty nieograniczony dostep do
paszy i wody (ad libitum). Wszystkie mieszanki paszowe byty skarmiane w formie sypkiej.

Prowadzone dosSwiadczenie wykazalo, ze:

— w calym okresie odchowu kurczeta charakteryzowaty dobrym stanem zdrowia. Smiertelno$é
ptakéw we wszystkich grupach byta bardzo mata i wynosita 0,6%, co wiecej nie wynikata z za-
stosowanych czynnikéw doswiadczalnych i nie miata wptywu na uzyskane wyniki;

Tempo wzrostu i rozwoju kurczat nie réznito sie w sposéb istotny w poszczegdlnych grupach — za-
réwno zmniejszenie poziomu CuSOQOs jak tez nanoCu 0 90%, 70% i 40% poziomu stosowanego standar-
dowo w mieszankach nie wptyneto na przyrosty masy ciata, jak rowniez na pobranie i zuzycie paszy na
1 kg przyrostu;

— zmniejszenie poziomu koncentracji Cu poprzez dodatek kompleksu nanoCu 0 90% charaktery-
zowata wieksza warto$¢ przyrostu dziennego i mniejsze zuzycie paszy w poréwnaniu do zmniej-
szenia poziomu CuSO4 w mieszankach.

Wykazano, ze zmniejszenie poziomu miedzi o 90% w stosunku do standardowo stosowanego
(7,5 mg/kg paszy) w mieszankach dla kurczat brojleréw nie wptywa negatywnie na wskazniki produk-
cyjne oraz stan zdrowia i tempo wzrostu kurczat. Jednak zastosowanie nanoczgstek Cu (jako kompleks
nanoCu ze skrobig) spowodowato niewielkie zwiekszenie przyrostéw dziennych oraz zmniejszenie zu-
zycia paszy w poréwnaniu do grupy o zmniejszonej do 90% podazy CuSOa.

Wyniki do$wiadczenia wykazaty mozliwo$é zmniejszenia poziomu miedzi w mieszankach dla kur-
czat brojleréw, co wiecej efekt bardziej korzystny obserwowano dla dodatku nanoCu.



Okreslenie wptywu nanoczgstek Cu w poréwnaniu do CuSOs (w ilosci 10%, 30%, 60% i 100%)
zastosowanych w sypkich petnoporcjowych mieszankach paszowych, na wyniki odchowu kurczat rzez-
nych w 35 dniowym tuczu przedstawiono w tabeli 9.
Proponowany sktad premiksu mineralno-witaminowego do stosowania do mieszanek typu Gro-
wer oraz Finisher dla kurczat brojleréw przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 1. Sklad premiksu standardowego mineralno-witaminowego, zastosowanego w mieszankach dla kur-
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czat brojleréw w doswiadczeniach (Rovimix Broiler Grower, 0,5%, DSM).

Komponent Jedn. miary los¢
Witaminy
Witamina A (octan retinolu) 1U/kg 2 200 000,00
Witamina D3 (E671) TU/kg 500 000,00
Witamina E (octan di-alfa-tokoferylu mg/kg 10 000,00
Witamina K3 (MNB) mg’kg 500,00
Witamina B1{moncazotan tiaminy) mg/kg 400,00
Witamina B2 (ryboflawina) mg/kg 1 400,00
D-pantotenian wapnia mgrkg 272244
Witamina B6 (chlorowodorek | mg/kg 800,00
pirydoksyny)
Witamina B12 (cyjanokobalamina) meg/kg 4 000,00
Niacyna (kwas nikotynowy) mg'kg 8 000,00
Kwas foliowy mg/kg 200,00
Biotyna mcg/kg 30 000,00
Chlorek choliny mg/kg 60 000,00

Mikroelementy

Miedz* mg/kg w zaleznosci od grupy
Cynk (tlenek cynku) mgrkg 11 000,00
Mangan (tlenek manganu) mg’kg 14 000,00
Jod (jodan wapnia) mg'kg 120,00
Selen (selenian sodu) mg'kg 70 00
Zelazo (siarczan zelaza) mg/kg 9000 00
Konserwanty
Kwas cytrynowy mg'kg 19 00
Przeciwutleniacze
Etoxyquin mg/kg 34 80
Galusan propylu mg/kg 540
Pozostate
Wapn % 25,07
Magnez % 0,22
Nosnik (weglan wapnia)
Skrobia jako nosnik miedzi** mg/kg w zaleznosci od grupy

*poziom miedzi roznit si¢ odpowiednio w grupach;




Przyktad 1i2:grupa1 kontrolna — CuSO4 1 500,00 mg/kg; grupa 2 — nanoCu-S (25%)
375 mg/kg; grupa 3 — nanoCu-S (50%) 750,00 mg/kg; grupa 4 — nanoCu-S (75%) 1 125,00 mg/kg;
grupa 5 — nanoCu-S (100%) 1 500,00 mg/kg
Przyktad 3: grupa 1 CuSO4 (100%) 1 500,00 mg/kg; grupa 2 nanoCu-S (100%)
1 500,00 mg/kg; grupa 3 CuSOs (60%) 900 mg/kg; grupa 4 nanoCu-S (60%) 900 mg/kg;
grupa 5 CuSO4 (30%) 450 mg/kg; grupa 6 nanoCu-S (30%) 450 mg/kg; grupa 7 CuSOs (10%)
150 mg/kg; grupa 8 nanoCu-S (10%) 150 mg/kg

**ilo§¢ skrobi byta 10 razy wieksza od miedzi i stanowita odpowiednio w grupach
Przyktad 1i2grupa1 skrobia 15000 mg/kg; grupa 2 — skrobia 3750 mg/kg; grupa 3 — skro-
bia 7500 mg/kg; grupa 4 — skrobia 11250 mg/kg; grupa 5 skrobia 15000 mg/kg
Przyktad 3 grupa1i2skrobia 15000 mg/kg; grupa 3 i 4 skrobia 9000 mg/kg; grupa 4 i 5 skro-
bia 4500 mg/kg; grupa 6 i 7 skrobia 1500 mg/kg.
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Tabela 2. Sktad surowcowy oraz warto$¢ pokarmowa mieszanek zastosowanych w doswiadczeniach.

Komponent Jednostka Mieszanka Brojler 1 | Mieszanka Brojler 2

miary (1-14 dn1) (15— 35 lub 42 dni)
Pszenica % 45,10 47,51
Sruta sojowa 46,8% % 25,65 22.01
Kukurydza % 10,00 10,00
Sruta rzepakowa %% 10,00 10,00
Olej sojowy % 5,25 7,38
Fosforan dwuwapniowy %% 2,25 1,54
Alimet 88% % 0,33 0,27
L-Lizyna HCL 98 %% 0,24 0,21
NaCl %0 0,21 0,22
Kreda pastewna % 0,20 0,32
Weglan sodu % 0,15 0,10
L-Treonina % 0,14 0,15
Premiks % 0,50 0,50
mineralno-witaminowy

Wartos¢ odzywceza %

Biatko ogolne % 21,50 20,00
Thuszez surowy % 6,88 8,99
Wiokno surowe % 3,45 3,36
Wapn %% 0.85 0,70
Lizyna % 1,25 1,13
Metionina + Cystyna %o 0.99 0,90
Energia Metaboliczna Kcal/kg 3000 3181
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Tabela 3. Schemat przykiadu 2.

Grupy
| - kontrolna 2 3 4 5

Zrédio Cu CuSOq, NanoCu NanoCu NanoCu NanoCu
Zawartosc Cu, 1 500,00 375,00 750,00 1125,00 1 500,00
mg/kg premiksu
Zawartos¢ Cu, % 100 25 50 75 100
poziomu
standardowego*
Forma Proszek Proszek Proszek Proszek Proszek

CuSO, NanoCu NanoCu NanoCu NanoCu
Dodawany do bez Cu bez Cu bez Cu bez Cu bez Cu
premiksu

Tabela 4. Schemat przyktadu 3. Okreslenie poziomu zastosowania nanoczgstek Cu w poréwnaniu do CuSOu.

Grupy
1 2 3 4 S 6 7 8
Zrédlo Cu CuSO, | NanoCu | CuSO; | NanoCu | CuSO, | NanoCu | CuSO, | NanoC
u
Zawartosé 1500,00 | 1500.00 | 900,00 | 900,00 450,00 450,00 | 150,00 | 150.00
Cu, mg/kg
premiksu
Zawartosé 100 100 60 6() 30 30 10 10
Cu., %
poziomu
standardowe
go*
Forma Proszck Proszck Proszck Proszck Proszck Proszck | Proszck | Proszck
CuSO; | NanoCu- | CuSO,; | NanoCu- | CuSO, | NanoCu- | CuSQ4 | NanoCu
S S S -S
Dodawany bezCu | bezCu | bezCu | bezCu | bezCu | bezCu | bezCu | bez Cu
do premiksu

* poziom redukeji miedzi w stosunku do grupy kontrolnej, 100% przyjeto poziom

stosowany standardowo w premiksach i mieszankach dla drobiu (7,5 mg/kg paszy)
Tabela 5 Wyniki produkcyjne ($rednie dzienne przyrosty i zuzycie paszy) kurczat brojleréw, ktére otrzymy-

waly pasze z dodatkiem nanoczastek Cu zamiast CuSO4 na poziomie 25%, 50% i 75% poziomu stosowanego
standardowo w mieszankach.

Badany Grupy ANOVA
czynnik kontrolna NanoCu
CuS0O, 25%* ‘50%* 75Yp* ‘ 160%* | SEM |p
Przyrost masy ciata kurczat (g)
e 0 dzicn 43 41 43 42 42 0,56 ns
o 14 310,3 336,0 343,5 325,0 3248 | 17,05 |ns
dzien
o 35 2106,6 2231,5 | 2067,0 | 21213 2236,1 | 87,39 |ns
dzien
o 42 2582,3a | 2776,3b | 2508,3a | 2610,6ab | 2697,8ab | 120,59 | 0,0034
dzien
Zuzycie paszy 1,657 1,596 1,637 1,582 1,672 | 0,012 |ns
(kg)

* poziom reduke)i miedzi w stosunku do grupy kontrolne), 100% przyjeto poziom

stosowany standardowo w premiksach i mieszankach dla drebiu (7,5 mg/kg paszy)



Tabela 6. Analiza rzeZna kurczat brojleréw (w 42 dniu), ktére otrzymywaty pasze z dodatkiem nanoczatek Cu
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zamiast CuSO4 na poziomie 25%, 50% i 75% poziomu stosowanego standardowo w mieszankach.

Badany czynnik Grupy ANOVA
kontrolna NanoCu
25%* S0%* 75%* | 108%* | SEM p
Wydajnos¢ 76,79 75,39 76,26 75,36 77,15 [ 0,84 ns
rzezna %
Zawartos¢ %
e migsnie 34,09 34,40 33,72 33,26 32,02 | 1,54 ns
piersiowe
e miesnie 18,57 18,57 20,93 18,94 20,85 [ 1,09 ns
nog
e zoladek 1,57 1,57 1,96 1,59 163 |0,19 |ns
e watroba 1,84 1,84 1,96 2,04 1,93 (0,12 ns
e serce 0,52 0,52 0,56 0,56 0,56 |[0,04 ns

* poziom redukcji miedzi w stosunku do grupy kontrolnej, 100% przyjeto poziom

stosowany standardowo w premiksach i mieszankach dla drobiu (7,5 mg/kg paszy)

Tabela 7. Zawarto$é Cu oraz Zn i Fe w katomoczu oraz wspétczynnik retencji Cu oraz Zn i Fe u kurczat broj-
leréw, ktére otrzymywaly pasze z dodatkiem nanoczastek Cu zamiast CuSO4 na poziomie 25%, 50% i 75% po-

ziomu stosowanego standardowo w mieszankach.

Grupy ANOVA
kontrolna nanoCu
25%* | 50%* | 75%* | 100%* |SEM |p
Zawartos$¢ w katomoczu mg/kg
e Cu 512 28,58 | 36,5 44,7° 43,3 10,809 0,000
e Fe 738" 749,1° | 756" 809" 872,7" 30,16 | 0,050
e Zn 298,33 307 339 297,33 | 30333 | 13,35 0,227
Wspdlczynnik retencji %
e Cu 33,41b | 36,73a | 32,68b | 27,95b | 40,63a | 4,16 0,024
e Fe 76,37 68,4 | 7534 64,9 66,51 | 3,19 0,090
e Zn 67,7 55,76 | 62,19 | 56,03 60,29 | 4,44 0,359

* poziom redukcji miedzi w stosunku do grupy kontrolnej, 100% przyjeto poziom

stosowany standardowo w premiksach i1 mieszankach dla drobiu (7,5 mg/kg paszy)
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Tabela 8. Zawartos¢ Cu oraz Zn i Fe w miesniu piersiowym, watrobie i nerkach kurczat brojleréw, ktére otrzy-
mywaty pasze z dodatkiem nanoczgstek Cu zamiast CuSOa4 na poziomie 25%, 50% i 75% poziomu stosowanego
standardowo w mieszankach.

Grupy
Zawartos¢ Cu, Zn 1 Poziom nanoCu w stosunku do poziomu ANOVA
Fe w wybranych standardowego CuSQO4 w grupie kontrolnej (%)
tkankach Kontrola NanoCu
(CuS0y)
100%* | 25% 50% 75% 100% |SEM |p
Cu 127 146 | 148 | 152 1,16 | 0,164 | 0.507
w migsniu
piersiowym
Fe 2420 | 23,60 | 2213 | 30,46 | 22,90 |3.890 | 0,589
w miesniu
piersiowym
Zn 22,03 21,40 20,70 25,96 21,93 7,240 | 0,551
w miesniu
piersiowym
Cu w watrobie 16,44 1526 | 14,33 | 15,50 1537 |0,904 | 0,607
Fe w watrobie 962,67 | 839,66 | 850,33 | 712,33 | 1090,39 | 136,3 | 0,419
J
Zn w watrobie 125,66 126 107,67 | 120,33 103,86 | 8,724 | 0,302
Cu w nerkach 14,20 1476 | 10,43 | 17,60 1296 |2,570 | 0,432
Fe w nerkach 396,50 | 385,67 | 353,00 | 423,66 415,66 | 64,51 | 0,940
Zn w nerkach 83,25 84,43 78,63 77,13 83,9 3,753 | 0,596

* poziom redukcji miedzi w stosunku do grupy kontrolnej, 100% przyjeto poziom
stosowany standardowo w premiksach i mieszankach dla drobiu (7,5 mg/kg paszy)
Tabela 9 Wyniki produkcyjne (przyrosty, pobranie paszy i zuzycie paszy) kurczat brojleréw, utrzymywanych

w warunkach produkeyjnych, ktére otrzymywaty pasze z dodatkiem nanoczgstek Cu zamiast CuSO4 na poziomie
100%, 60%, 30% i 10% poziomu stosowanego standardowo w mieszankach.

Grupy Przyrost masy ciala, () Pobranie paszy Zuzycie pasry kg/kg proymstn
okres tuczu okres tuczu Okres tuczu
1-M4 [ 1435d [ 1354 114d | 14354 [ 135 1-14d | 14359 | 1-35d

100% "

cisS0, I 378 I 1589 T 1960 | 524 I 2467 T 2951 | 1.39 I 155 | 151

NanoCu | 381 | 1567 | 144 ] 528 | 2446 [ 2934 ] 1,39 | 1,56 | 151
60% *

Cuso, I 382 | 1613 [ 1or3 530 | 2a66 | 2% ] 139 | 183 | 149

NanoCu | 375 | 1590 [ 9s2 | 532 | 2461 [ 2955 | 142 | 1,55 | 151
30%*

CuSO, | 367 I 1564 [ 1916 [ 529 | 243§ [ 217 ] 114 [ 1,56 | 152

NanoCu | 375 | 1587 155 | 523 | 2457 939 ] 140 | 1,55 | 1,50
10%*

CusSO. 364 1550 1911 520 2437 2918 143 158 153

NanaCu 372 1612 1978 508 2504 2971 137 1,55 1,50

SEM 176 7.97 900 2,09 8.95 9.24 0,008 0,003 0,003

p 0,151 0,459 0,392 0,110 0,648 0,834 0,301 0,233 0,219

Grupy Preyrost masy ciala, (g) Pobranie paszy Zuzycie paszy kg/kg przytosiu

okres tuczu oktes tuczu Okres tuzzu
1-14d [ 135d [ 1354 1-4d | 14-35d [ 1-35d 1-14d | 14-35d | 1-35d

100% *

CusSo, | 3R | 1589 [ esy 524 | 2467 [ 2951 [ 1,39 | 1,55 | 1,51

NanoCu | 381 | 1567 | T 528 | 2446 2934 ] 139 | 1,56 | 1,51
60%*

Cuso, [ 382 | 1813 [ 83 | 530 [ 2466 [ 2952 ] 139 | 1,53 | 1,49

NanoCu | 375 | 1550 T 92 532 | 2461 T 2955 ] 142 | 1,55 | 1,51
30%*

CuSO, | 367 I 1564 [ 116 | 529 2435 [ w17 ] 1,44 I 1,56 I 1,52

NanoCu | 375 | 1587 | 195 | 523 2457 | 2939 | 1,40 | 1,55 | 1,50
10%*

Cuso, 364 1550 1911 520 2437 2918 143 158 153

NanaoCu 372 1612 1978 508 2504 2971 137 1,55 1,50

SEM 1,76 797 9,00 2,09 8,95 9,24 0,008 0,003 0,003

p 0,151 0,459 0392 0,110 0,648 0,834 0,301 0,233 0,219

* poziom redukcji miedzi w stosunku do grupy kontrolnej, 100% przyjeto poziom

stosowany standardowo w premiksach i mieszankach dla drobiu (7,5 mg/kg paszy)
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Tabela 10. Proponowany sktad premiksu mineralno-witaminowego do stosowania do mieszanek typu Starter,
Grower oraz Finisher dla kurczat brojleréw.

Komponent Jedn. miary ilosé
Witaminy
Witamina A (octan retinolu) IU/kg 2200 000,00
Witamina D3 (E671) IU/kg 500 000,00
Witamina E (octan di-alfa-tokoferylu mg/kg 10 000,00
Witamina K3 (MNB) mg/kg 500,00
Witamina B1(monoazotan tiaminy) mg/kg 400,00
Witamina B2 (ryboflawina) mg/kg 1 400,00
D-pantotenian wapnia mg/kg 272244
Witamina B6 (chlorowodorek pirydoksyny) mg/kg 800,00
Witamina B12 (cyjanokobalamina) mcg/kg 4 000,00
Niacyna (kwas nikotynowy) mg/kg 8 000,00
Kwas foliowy mg/kg 200,00
Biotyna mceg/kg 30 000,00
Chlorek choliny mg/kg 60 000,00
Mikroelementy
Miedz (NanoCu-S)* mg/kg od 150.00 do 375,00
Cvnk (tlenek cyvnku) mg/kg 11 000.00
Mangan (tlenck manganu) mg/kg 14 000,00
Jod (jodan wapnia) mg/kg 120,00
Sclen (sclenian sodu) mg/kg 70,00
Zelazo (siarczan zelaza) mg/kg 9 000,00
Konserwanty
Kwas cytrynowy mg/kg 19,80
Przeciwutleniacze
Etoxyquin mgrkg 34,80
Galusan propvlu mgrkg 5,40
Pozostale
Wapn 25,07%
Magnez 0,22%

Nosnik (weglan wapnia)

* nanoczgstki Cu(0) skoniugowane ze skrobig, wartos¢ podano w przeliczeniu na miedz.

Literatura

1. Brewer G.J. 2007. Iron and copper toxicity in diseases of aging, particularly atherosclerosis and
Alzheimer's disease. Exp Biol Med, 232, 323-335.

2. Gomes T., Pereira C.G., Cardoso C., Pinheiro J.P., Cancio L, Bebianno M.J. 2012. Accumula-
tion and toxicity of copper oxide nanopatrticles in the digestive gland of Mytilus galloprovincialis.
Aquat Toxicol. 15, 118-119.

3. Jomova K., Valko M. 2011. Advances in metal-induced oxidative stress and human disease.
Toxicology 10, 65.

4. Lelkes P.l., Hahn K.L., Sukovich D.A., Karmiol S., Schmidt D.H. 1998. On the possible role of
reactive oxygen species in angiogenesis. Adv Exp Med Biol. 454, 295-310.



12

10.

11

12.

PL 237 194 B1

Mroczek-Sosnowska N., Batorska M., tukasiewicz M., Wnuk A., Sawosz E., Jaworski S., Nie-
miec J. 2013. Effect of nanopatrticles of copper and copper sulfate administered in ovo on he-
matological blood markers of broiler chickens. Ann. Warsaw Univ. of Live Sci., 52, 141-149.
Pineda, L., Sawosz, R, Vadalasetty, KP., Chwalibog, A. 2013. Effect of copper nanoparticles on
metabolic rate and development of chicken embryos. Anim. Feed Sci. Technol., 186, 125-129.
Scott, A., Vadalasetty, K.P., Monika tukasiewicz, M., Jaworski, S., Wierzbicki. M., Chwalibog,
A., Sawosz, E. (2017) Effect of different levels of copper nanoparticles and copper sulphate on
performance, metabolism and blood biochemical profiles in broiler chicken. Journal of Animal
Physiology and Nutrition. DOI: 10.1111/jpn. 12754.

Smith D.P., Smith D.G., Curtain C.C., Boas J.F., Pilbrow J.R., Ciccotosto G.D., Lau T-L, Tew
D.J., Perez K., Wade J.D., Bush A.l,, Drew S.C., Separovic F., Masters C.L., Cappai R., Ba-
mham K.J. 2006. Copper-mediated Amyloid-f Toxicity Is Associated with an Intermolecular Hi-
stidine Bridge J. Biol. Chem. 281, 15145-15154.

Tsukihara T., Aoyama H., Yamashita E., Tomizaki T., Yamaguchi H., Shinzawa-Itoh K., Nakas-
hima R., Yaono R., Yoshikawa S. 1996. The whole structure of the 13-subunit oxidized cyto-
chrome c oxidase at 2.8 A. Science 272, 1136-44.

Turrens J.F. 2003. Mitochondrial formation of reactive oxygen species. J. Physiol. 552, 335-344.

. Valko M., Morris H., Cronin M.T. 2005. Metals, toxicity and oxidative stress. Curr Med Chem.

12, 1161-208.

Wang J., Rahman M., Duhart H.M., Newport G.D., Patterson T.A., Murdock R.C., Hussain S.M.,
Schlager J.J., Ali S.F. 2009. Expression changes of dopaminergic system-related genes in PC12
cells induced by manganese, silver, or copper nanoparticles NeuroToxicology 30, 926-933.

Zastrzezenia patentowe

. Dodatek mineralny do paszy przeznaczonej do zywienia kurczat, zawierajgcy miedz, zna-

mienny tym, ze stanowi go kompleks nanoczastek miedzi z no$nikiem skrobiowym, przy
czym nos$nik skrobiowy znajduje sie w dodatku w ilosci od 10 mg do 500 mg na 1 mg meta-
licznej Cu, a nanoczastki miedzi majg Srednice 10-150 nm.

Dodatek wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze przecietna wielko$¢ $rednicy nanoczastki Cu
zawiera sie w zakresie 35-75 nm.

Dodatek wediug zastrz. 1, znamienny tym, ze jako no$nik skrobiowy zawiera skrobie spo-
2ywczg pszenng, magke pszenng, skrobie kukurydziang, make kukurydziang.

Dodatek wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze jako no$nik skrobiowy zawiera make pszenng
typ 450.

Dodatek wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze zawiera no$nik skrobiowy w ilosci od 10 mg do
100 mg na 1 mg Cu.

Sposo6b wytwarzania dodatku mineralnego jak okreslono w zastrz. od 1 do 5 do paszy prze-
znaczonej do zywienia kurczat, znamienny tym, ze no$nik skrobiowy w postaci proszku za-
wiesza sie w koloidalnym roztworze nanoczgstek Cu, przy czym nosnik skrobiowy stosuje sie
w ilosci od 10 mg do 500 mg na 1 mg metalicznej Cu w postaci nanoczgstek, za$ proces
zawieszania nanoczgstek Cu realizuje sie na drodze mieszania wspomaganego dziataniem
ultradzwiekow, a nastepnie suszy sie do uzyskania proszku o zawarto$ci suchej masy nie
mniej niz 90% i mieli sie.

Sposo6b wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze najpierw mechanicznie miesza sie no$nik skro-
biowy z koloidem nanoczgstek miedzi do uzyskania jednorodnej mieszaniny, a nastepnie
wspomaga sie mieszanie ultradzwiekami, korzystnie w czasie od 15 do 45 minut, najkorzyst-
niej przez 45 minut.

Zastosowanie kompleksu nanoczgstek Cu z no$nikiem skrobiowym okreslonego w zastrz. 1,
jako dodatku do premikséw witaminowo-mineralnych lub mieszanek dla kurczat, przy czym
kompleks miedziowo-skrobiowy stosuje sie w ilosci od 150,00 do 375,00 mg na 1 kg premiksu
w przeliczeniu na miedz.



