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1. Einleitung und Fragestellung

Thymol ist einer der Hauptbestandteile des itherischen Ols von Thymian (Thymus vulgaris L.,
Lamiaceae). Thymian wird schon seit Jahrhunderten in der Naturheilkunde vielfiltig verwendet
(Salehi et al. 2018). Er besitzt unter anderem antioxidative, antimikrobielle, antihelmintische
und antiinflammatorische Eigenschaften, die auf die Wirkung des itherischen Ols
zurlickzufiihren sind (Salehi et al. 2018; Bacova et al. 2020). Durch diese Eigenschaften ist das
Interesse an der itherischen Olkomponente Thymol und anderen itherischen Olen als

Futterzusatzstoff in der Tierhaltung in den letzten Jahren gewachsen.

Dies hédngt auch mit dem Verbot der Europdischen Union zusammen, Antibiotika als
Futterzusatzstoff flir die Wachstumsforderung in der Tierzucht zu verwenden, welches seit 2006

in Kraft ist (EU-Parlament und der Rat der europdischen Union 18.10.2003).

Es gibt einige Untersuchungen, vor allem bei Masthiihnern, iiber die positiven Auswirkungen
von bzw. Thymol als Futterzusatzstoff auf die Gesundheit von Tieren. Ocelova et al. (2019)
untersuchte mittels eines Fiitterungsversuchs bei Masthiihnern den Gehalt von Thymol im

Plasma und in verschiedenen Abschnitten des Darmgewebes.

Auch Haselmeyer et al. (2015) untersuchte die Auswirkung, besonders im Hinblick auf die
Futteraufnahme, Futterverwertung, tigliche Gewichtszunahme und das Schlachtgewicht, durch
Zufiitterung von Thymiankraut an Masthiihner. Zusitzlich wurde der Thymolgehalt in Jejunum,

Caecum, Plasma, Leber- und Nierengewebe bestimmt.

Aber nicht nur bei Vigeln, auch bei Sdugetieren wie zum Beispiel Schweinen, wurden die
positiven Eigenschaften, die durch phytobiotische Futterzusatzstoffe hervorgerufen werden,
untersucht. Bei Absetzferkeln wurde die Néhrstoffverdaulichkeit und die Bioverfiigbarkeit der
Hauptkomponenten des Futterzusatzstoffes Biomin® im Vergleich zu Avilamycin und einer

Kontrollgruppe mittels eines Fiitterungsversuches untersucht (Zitterl-Egelseer et al. 2008).

In der vorliegenden Arbeit sollte der Metabolismus des pflanzlichen Futterzusatzstoftes Thymol
in Kaninchen durch die Bestimmung des Thymolgehalts in Gewebeproben von Niere, Leber
und Muskel untersucht werden. Dafiir wurde den Tieren 250 mg Thymol pro kg Futter verfiittert

und die Gewebeproben durch Schlachtung gewonnen. Diese wurden mittels



Festphasenmikroextraktion und Gaschromatographie, gekoppelt mit Massenspektrometrie, auf

thren Thymolgehalt untersucht.

Der gesamte Versuch umfasste 48 Kaninchen, wobei der Gehalt von Thymol im Gewebe von
Niere, Leber und Muskel nach 21-tdgiger Fiitterung und sieben Tage nach dem Absetzen des
Futterzusatzstoffes bestimmt wurde. Fiir alle Gewebearten wurden sowohl nach 21-tdgiger
Fiitterung als auch 7 Tage nach dem Absetzen des Futterzusatzes Kalibrierungsgeraden im

Gewebe von Kontrolltieren ermittelt.

Bei diesem Versuch handelt es sich um eine Forschungskooperation zwischen dem Institut fiir
Tierphysiologie der slowakischen Akademie der Wissenschaften in Kosice, Slowakei, und dem
Institut fiir Tiererndhrung und funktionelle Pflanzenstoffe der Veterindrmedizinischen
Universitdt Wien, Austria. Der Fiitterungsversuch wurde am Institut fiir Tierphysiologie in
Kosice, Slowakei, durchgefiihrt. Die Gewebeproben wurden anschlieBend nach Wien
transferiert und am Institut fiir Tiererndhrung und funktionelle Pflanzenstoffe der
Veterindrmedizinischen Universitdt, in der Arbeitsgruppe ,funktionelle Pflanzenstoffe*
untersucht. Bei dieser Forschungskooperation wurde neben dem Thymolgehalt in
unterschiedlichen Geweben vor allem auch die Auswirkung des Thymols auf verschiedene
biochemische und antioxidative Blutparameter sowie die Wachstumsrate und der Gehalt von

Fettsduren im Muskel untersucht.

Ziel der Arbeit war es, den Gehalt von Thymol nach Absorption in den verschiedenen Geweben
zu untersuchen. Im Gewebe liegt Thymol vor allem als Glucuronoid- und Sulfatverbindungen
vor und wird hauptsichlich iiber die Niere ausgeschieden (Salehi et al. 2018; Kohlert et al.
2002). In diesem Versuch wurde der Gesamtgehalt an Thymol in den Geweben nach Abspaltung
der Gluconsdure und des Sulfats mit Hilfe eines Enzyms bestimmt. Es wurde angenommen,
dass der Gehalt in den Geweben unterschiedlich hoch ist. Weiters wurde erwartet, dass nach
der Fiitterungspause Thymol nur in sehr geringen Mengen oder iiberhaupt nicht mehr

nachweisbar sein wiirde.



2. Literaturiibersicht
2.1. Thymian (Thymus ssp.)

Thymian gehort zur Familie der Lippenbliitengewédchse (Lamiaceae) und z&hlt zu einer der
wichtigsten und groften Gattungen innerhalb dieser. Je nach Literatur und welche Kriterien zur
Taxonomie herangezogen werden, variiert die Anzahl der Arten, fiir die sich Zahlen von 150
bis 215 in der Literatur finden (Morales 2002; Stahl-Biskup 2000). Durch die Bildung von
itherischen Olen sind in der Pflanzenfamilie der Lamiaceae auch viele andere Gewiirz-, Heil-

und Duftpflanzen zu finden (Gemeinholzer 2018).

Thymian, hier vor allem die Art Thymus vulgaris, wird schon seit vielen Jahrhunderten fast
iiberall auf der Erde als Gewiirz- und Heilpflanze verwendet. So haben zum Beispiel schon die
Agypter Thymianextrakt zur Konservierung der Mumien verwendet. Im traditionellen
Sprachgebrauch wird das Wort Thymian oft fiir die Gattung und die am haufigsten verwendete
Art Thymus vulgaris gleichermallen verwendet (Salehi et al. 2018; Morales 2002).

2.2. Thymus vulgaris L.

Thymus vulgaris, auch als Gartenthymian, Echter Thymian oder Gemeiner Thymian
bezeichnet, ist die am héiufigsten verwendete Thymianart. Sie ist neben Thymus zygis als eine
von zwei Thymianarten im Europdischen Arzneibuch als Stammpflanze fiir die Herstellung von
Arzneimitteln zugelassen (Sticher 2010). Im 6sterreichischen Lebensmittelcodex ist neben den
beiden genannten noch Thymus pulegioides als Gewiirz fiir den Handel aufgelistet

(Osterreichisches Lebensmittelbuch 2021).
2.2.1. Herkunft und Botanik

Urspriinglich ist die Pflanze in den mediterranen Regionen im Siiden von Europa wie Portugal,
Stidfrankreich, Italien und Griechenland beheimatet, kommt aber mittlerweile weltweit vor. Sie
ist an das heifle und trockene Klima in den Regionen gut angepasst und wichst dort vor allem

auf kargen, steinigen und kalkhaltigen Boden.

Der echte Thymian ist ein bis zu 50 cm grof3 werdender mehrjdhriger immergriiner Halbstrauch.
Die Pflanze ist mit einer langen Pfahlwurzel im Boden verankert. Die aufrechten Aste verholzen

mit zunehmendem Alter, wobei jedes Jahr neue griine Triebe an den Hauptésten austreiben. An



thnen befinden sich die kleinen, grau-griinen, acht bis zwdlf Millimeter langen, rund bis
langlich geformten Blétter. An den Réndern sind die kurz gestielten Blétter nach unten
eingerollt, die Blattunterseite ist filzig behaart. Sie haben den fiir die Pflanze so typischen
kréftig-aromatischen Geruch. Die Bliiten sind violett bis rosa und sitzen in den Blattachseln.
Aufgrund der Anordnung der Bliitenstdnde werden diese auch als Scheinquirle bezeichnet, was
typisch fiir die Bliitenstdnde der Lippenbliitler (Lamiaceae) ist. Die nachfolgenden Friichte sind
kleine kugelige bis ovale Niisschen von dunkelbrauner Farbe, in denen sich die Samen
befinden. Die Bliitezeit ist von Juni bis Oktober. Ein weiteres Merkmal sind die unzdhligen
Driisenhaare, in denen das itherische Ol enthalten ist (Chevallier 2016; Gesundheitsportal
2021; kraeuter-buch.de 2021).

2.2.2. Verwendung

Die Verwendung von Thymian ist sehr vielfdltig. So findet er Anwendung als Gewiirz, Tee,
Heilkraut, in der Phytotherapie, aber auch in der kosmetischen und pharmazeutischen Industrie
sowie in der Lebensmittel- und Futtermittelindustrie. In der traditionellen Medizin findet er
Anwendung fiir die Behandlung bei Erkrankungen des Respirationstraktes, wie Bronchitis,
Keuchhusten und Laryngitis, des Gastrointestinaltrakts (GIT; z.B. Verdauungsstérungen,
Gastritis, Diarrhoe) sowie bei Bluthochdruck, als Antiparasitikum und sogar als Sedativum

(Salehi et al. 2018).

Diese vielfiltige Anwendung beruht auf der groflen Zahl an positiven Eigenschaften. Sowohl
das dtherische Ol als auch der Pflanzenextrakt haben pharmakologisch nachgewiesene
Wirkungen (Zarzuelo und Crespo 2002). Die meisten dieser Eigenschaften sind auf das im
Thymian enthaltene #therische Ol zuriickzufiihren und hier besonders auf den Hauptbestandteil

Thymol.

Die Pflanze besitzt antibakterielle, antiseptische, spasmolytische, karminative, antioxidative,
antifungale, antihelmintische, antivirale, antitussive, sekretomotorische, adstringierende,
antirheumatische, blutdrucksenkende und beruhigende Wirkung (Fachini-Queiroz et al. 2012;

Barnes et al. 2007).

Aufgrund der guten Wirksamkeit des Thymians bei Erkrankungen des oberen Atmungstraktes
hat die Kommission E des Bundesinstituts fiir Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) in



Deutschland Thymian zur symptomatischen Behandlung von Entziindungen der oberen
Atemwege, Bronchitis und Keuchhusten zugelassen (Barnes et al. 2007). Auch konnte
Thymianextrakt laut einer Studie von Engelbertz et al. (2008) zur unterstiitzenden Behandlung

als Bronchospasmolytikum bei COPD und Asthma angewendet werden.

AuBerlich findet Thymian Anwendung zur Behandlung von (infizierten) Wunden und
Hautpilzinfektionen, zur Linderung bei Insektenstichen, bei rheumatischen Schmerzen, als
Mittel gegen Lause und in der Aromatherapie. AuBBerdem wird Thymol als Zusatz in vielen
Kosmetikprodukten wie Cremes, Deos, Zahnpaste, Mundspiillosungen etc. verwendet

(Chevallier 2016).

In der Lebensmittelindustrie ist er nicht nur als Gewlirz beliebt, sondern es wird sich die
antioxidative Wirkung des Thymols zu Nutze gemacht, so dass Thymian Nahrungsmitteln
zugesetzt wird, um deren Haltbarkeit zu verldngern, ohne kiinstliche Konservierungsstoffe

zuzugeben (Sticher 2010).

Auch in der Veterinirmedizin findet die Pflanze und ihr #therisches Ol vielfiltige Verwendung.
So ist auch hier die Anwendung bei Atemwegserkrankungen, Hauterkrankungen und zur
Behandlung von Wunden sowohl in der Nutztier- als auch in der Heimtierhaltung gebrauchlich.
Eine weitere sehr wichtige Anwendung ist als Akarizid zur Bekdmpfung der Varroa-Milbe
(Varroa destructor) bei Bienen und der roten Vogelmilbe (Dermanyssus gallinae) (Brendieck-

Worm et al. 2018).

Nach dem Verbot der EU von Antibiotika als Leistungsforderer in der Tierzucht seit 2006 (EU-
Parlament und der Rat der europdischen Union 18.10.2003) ist das Interesse an Thymian bzw.
Thymol als Futtermittelzusatz gestiegen. Es gibt etliche Studien, die positive Auswirkungen auf
das Wachstum, das Wohlbefinden und die Tiergesundheit durch die Zugabe von #therischem Ol
von Thymus vulgaris bzw. reinem Thymol zum Tierfutter belegen. Des Weiteren wurde die
Moglichkeit der alternativen Anwendung im Gegensatz zu den verbotenen Leistungsforderern

zur Verbesserung der Gesundheit und zur Steigerung der Leistung untersucht.

Bei der Wachstumsleistung von Masthithnern konnte in Untersuchungen von Ocel'ova,

Chizzola, Pisar¢ikova, Novak, IvaniSinovaa et al. (2016) und Haselmeyer et al. (2015) kein



signifikanter Unterschied durch die Zugabe von itherischem Ol des Thymians bzw. von
Thymian (Thymus vulgaris) im Vergleich zu einer Kontrollgruppe gefunden werden. Auch
Bacova et al. (2020) haben bei Kaninchen durch Zugabe von reinem Thymol zur

Futtermischung keine Verdnderung der Wachstumsrate feststellen konnen.

Mitsch et al. (2004) konnten durch den Futterzusatz von Mischungen von &dtherischen
Olkomponenten, die auch Thymol beinhalteten, eine verminderte Konzentration von
Clostridium perfringens in verschiedenen Darmabschnitten und im Kot von Masthiihnern und

somit einen positiven Einfluss auf die Darmflora nachweisen.

In einem Fiitterungsversuch mit Kaninchen, in dem i#therisches Ol von Thymian als
Futterzusatzstoff dem Futter zugegeben wurde, stellten Placha et al. (2013) eine positive
Auswirkung auf die Gesundheit fest. Es wurde eine signifikante Verbesserung der
Darmintegritit durch Messung des transepithelialen Widerstands (TEER) festgestellt.
AuBerdem waren in der Versuchsgruppe sowohl die Werte des Antioxidationsstatus im
Blutplasma als auch die Glutathion-Peroxidase-Aktivitét in der Leber erhoht. Im Duodenum

der Kaninchen war die Malondialdehyd-Konzentration (MDA) vermindert.

Eine dhnliche Untersuchung bei Masthiihnern zeigte auch hier, dass durch die Zugabe von
4therischem Thymian-Ol zum Futter der TEER signifikant héher war als bei der
Kontrollgruppe. Zudem wurde auch hier eine signifikant verminderte MDA in Duodenum und

den Nieren vorgefunden (Placha et al. 2014).



2.3. Thymol

Thymol ist ein natiirlich vorkommender Stoff, der zu der Gruppe der Monoterpene gehdrt und
als Phenolderivat vorliegt (Salehi et al. 2018). Sein Strukturisomer ist das Carvacrol. Die

Strukturformeln beider Stoffe sind in Abb. 1 und Abb. 2 dargestellt.

Thymol ist der Hauptbestandteil des #therischen Ols des Thymians (Thymus vulgaris), kommt
aber auch in anderen Pflanzenarten der Gattungen Thymus, Origanum, Satureja,
Trachyspermum, Rosmarinus und Monarda vor, wie z.B. Oregano (Origanum vulgare), Ajowan
(Trachyspermum ammi), Bohnenkraut (Satureja ssp.), Goldmelisse (Monarda didyma) oder

Rosmarin (Rosmarinus officinalis).

2-(1-Methylethyl)-5-methyl-phenol 2-Methyl-5-(1-methylethyl)-phenol
CH:s CH:
HO
OH
HsC CH:
HsC CH:
Abbildung 1: Strukturformel Thymol Abbildung 2: Strukturformel Carvacrol
2.3.1. Herstellung

Die Gewinnung von reinem Thymol kann entweder aus dem #therischen Ol des Thymians
(Thymus vulgaris), Ajowan (Trachyspermum ammi) oder der Pferdeminze (Monarda punctata)
erfolgen, wobei heute hauptsichlich Ajowan (Trachyspermum ammi) verwendet wird. Eine
andere Moglichkeit ist die synthetische Herstellung aus m-Cresol (Sticher 2010;

Berufsgenossenschaft der Chemischen Industrie 2000).



2.3.2. Chemische Eigenschaften

Thymol kommt, im Gegensatz zu den meisten i#therischen Olkomponenten, bei
Raumtemperatur in Reinform als Feststoff vor (Haselmeyer 2007). Die farblosen Kristalle
haben einen ,,phenolisch-medizinischen* Geruch (Sticher 2010). Die Kristalle sind nur schwer
wasserloslich, aber dafiir lipophil und dadurch gut in organischen Losemitteln wie z. B.
Ethanol, Ether, Chloroform oder in dtherischen und fetten Olen 16slich (Berufsgenossenschaft

der Chemischen Industrie 2000).

Weitere physikalisch-chemische Eigenschaften sind in Tab. 1 aufgelistet.

Tabelle 1: physikalisch chemische Eigenschaften von Thymol (Berufsgenossenschaft der Chemischen Industrie, Heidelberg
2000)

Molekularmasse 150,217

Schmelzpunkt in °C 49,6

Siedepunkt in °C 233

Dampfdruck in hPa bei 50°C 2,5

Dichte in g/cm? 0,970

pH-Wert 4%ige Losung in Alkohol (50%) ist
pH-neutral

2.4. Futtermittelzusatzstoffe

Laut Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 Art. 2 Abs. 2 a des Europdischen Parlaments und des
Rates sind Futtermittelzusatzstoffe Stoffe, Mikroorganismen oder Zubereitungen, die keine
Futtermittel-Ausgangserzeugnisse oder Vormischungen sind und bewusst Futtermitteln oder
Wasser zugesetzt werden, um insbesondere eine oder mehrere der in Artikel 5 Absatz 3

genannten Funktionen zu erfiillen.

Die in Art. 5 Abs. 3 genannten Funktionen sind:

die Beschaffenheit des Futtermittels positiv beeinflussen

die Beschaffenheit der tierischen Erzeugnisse positiv beeinflussen

die Farbe von Zierfischen und -vogeln positiv beeinflussen

den Erndhrungsbedarf der Tiere decken

die okologischen Folgen der Tierproduktion positiv beeinflussen



- die Tierproduktion, die Leistung oder das Wohlbefinden der Tiere, insbesondere durch
Einwirkung auf die Magen- und Darmflora oder die Verdaulichkeit der Futtermittel,

positiv beeinflussen
- kokzidiostatisch oder histomonostatisch wirken
(EU-Parlament und der Rat der europiischen Union 18.10.2003)

Im Anhang 1 der Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 sind die verschiedenen Funktionsgruppen
mit den jeweiligen Untergruppen aufgelistet. Thymian (Thymus vulgaris L.) ist unter der
Kategorie 2 b, zu finden. Kategorie 2 sind die sensorischen Zusatzstoffe, Funktionsgruppe b die

Aromastoffe.

Thymiandl ist unter der Kategorie 4 d- zootechnische Zusatzstoffe, -sonstige zootechnische

Zusatzstoffe zu finden.

Eine vollstindige Liste der in der europdischen Union zugelassenen Futterzusatzstoffe ist unter

https://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed/feed-additives/eu-register en zu finden

(EU-Register 2021).

2.5. Die Besonderheiten der Verdauungsphysiologie des Hauskaninchens

(Oryctolagus cuniculi)

Das Hauskaninchen ist die domestizierte Form des europdischen Wildkaninchens (Oryctolagus

cuniculus) und gehort zur Familie der Hasen (Leporidae).

Als Pflanzenfresser ist das Kaninchen darauf angewiesen, sehr faserreiches Futter zu verdauen
und alle wichtigen Néhrstoffe daraus zu beziehen. Da sie aber nicht in der Lage sind, Zellulose
enzymatisch aufzuspalten, spielt das Caecum und das Colon fiir die Verdauung eine tragende

Rolle.

Durch ihre kleine Korpergrof3e haben die Tiere eine hohe Stoffwechselrate und unterscheiden
sich von anderen Pflanzenfressern wie Wiederkduern (z.B. Rindern und Schafen) und anderen
Dickdarmfermentierern (z.B. Pferden) durch ganz eigene Mechanismen zur Néhrstoff- und

Energiegewinnung. Kaninchen gehoren auch zu den Dickdarmfermentierern, aber im
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Gegensatz zum Pferd, bei welchem die Fermentation vor allem im Colon stattfindet, findet

diese beim Kaninchen im Caecum statt.

Die Verdauung ist darauf ausgerichtet, grole Mengen Nahrung aufzunehmen, aus dieser dann
die leicht verdaulichen Stoffe zu extrahieren und die langsamer zu fermentierenden, sehr
faserreichen Nahrungsbestandteile schnell wieder auszuscheiden (Rees Davies und Rees

Davies 2003).

Kaninchen sind Monogastrier und die Verdauung im Magen und Diinndarm unterscheidet sich
nicht sehr von anderen monogastrischen Sdugetieren. Der Magen des Kaninchens ist im
Verhéltnis zur GroBBe der Tiere grofl und nimmt ca. 15% des Gesamtvolumen des GIT ein
(Harcourt-Brown 2008). Er hat einen starken Kardiasphinkter und einen stark bemuskelten
Pylorusbereich. Die Magenwand hat dagegen nur eine schwache Muskelschicht, besonders im
Bereich der Kardia. Die Schleimhaut der Kardia ist driisenlos, so dass der Fundus mit seinen
verschiedenen Driisenzellen fiir die Sekretion von Sauren, Intrinsic Factor und Pepsinogen
zustdndig ist. Der pH-Wert beim adulten Kaninchen ist sehr sauer mit 1-2, der Inhalt damit fast
steril. Der Magen wird nie vollstindig entleert; es befindet sich auch nach lidngerer
Nahrungskarenz immer etwas Futterbrei, vermischt mit Fliissigkeit und Haaren darin (O'Malley

2008).

Im anschlieBenden relativ kurzen Diinndarm (Duodenum, Jejunum und Ileum) findet die
Verdauung und Resorption von Néhrstoffen wie bei anderen Monogastriern statt. Die
Darmpassagezeit ist im Vergleich mit anderen Pflanzenfressern schnell (Rees Davies und Rees
Davies 2003). Das Ileum erweitert sich an seinem Ende zum Sacculus rotundus. Diese fiir das
Kaninchen spezifische Erweiterung ist die Verbindungsstelle zwischen Ileum, Caecum und
Colon. Durch die Ileocaecalklappe (liegt zwischen Ileum und Sacculus rotundus) wird der

Weitertransport der Nahrung in das Caecum gesteuert und ein Riickfluss dieser verhindert.

Als Dickdarmfermentierer spielt der Dickdarm eine tragende Rolle bei der Verdauung von
Kaninchen. Er besteht aus dem Caecum und dem Colon. Das Caecum ist sehr groB3 und fasst 40
- 60% des gesamten GIT Volumens. Das proximale Colon trennt die unverdaulichen,
faserreichen Partikel mit einer Grof8e >100 um von den kleinen (<100 um) leicht verdaulichen
Partikeln und der Fliissigkeit. Dabei werden die verschiedenen Partikel gleichzeitig in

entgegengesetzte Richtungen transportiert. Die grolen Partikel werden schnell iiber das Colon
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als harte und trockene Kotkiigelchen ausgeschieden. Die Fliissigkeit und kleinen Partikel
kommen in den Blinddarm. Hier findet die bakterielle Fermentation statt. Es entstehen fliichtige
Fettsduren, die direkt vom Caecumepithel absorbiert werden, Proteine und Vitamine (Hirakawa
2001; Harcourt-Brown 2008). Die durch die Fermentation entstandene Masse ist reich an
Bakterien, Aminosduren, Vitaminen und Mineralstoffen. Sie wird als Blinddarmkot
Caecotrophe bzw. weicher Kot bezeichnet (Harcourt-Brown 2008). Er wird im Colon von
Becherzellen mit einer Schleimschicht (Mucin) iliberzogen, die von einem Vitamin B12-
Mucoproteinkomplex gebildet wird (Hirakawa 2001) und die Diffusion von Elektrolyten
verhindert. Der dunkle, weiche und wie Trauben aneinander gereihte Blinddarmkot wird iiber
den Anus ausgeschieden und direkt, ohne Bodenkontakt, von den Kaninchen aufgenommen und
ohne zu kauen wieder abgeschluckt. Dieses Verhalten wird als Caecotrophie bezeichnet. Im
Magen angekommen ist er durch seinen Schleimiiberzug ldnger vor Verdauung geschiitzt, so
dass er, je nach Literatur, drei bis acht Stunden im Fundus liegen bleibt, bevor er verdaut wird.
Wihrend dieser Zeit findet in den Kotkiigelchen weiter Fermentation statt. Die Néhrstoffe aus

dem Blinddarmkot werden im Magen und Diinndarm absorbiert.

Fiir die ausreichende Néhrstoffversorgung beim Kaninchen sind die Tiere auf die Aufnahme
des Blinddarmkots angewiesen, da es sonst zu Mangelerscheinung kommen kann (Hirakawa

2001).

An das Caecum anschlieflend folgt das Colon. Es besteht funktionell aus drei proximalen und
einem distalen Abschnitt. Der erste Abschnitt ist charakterisiert durch drei Tdnien
(longitudinale Bandstreifen), wodurch das Colon dreifach haustriert ist. Darauf folgt ein
Bereich mit einer 7dnie und einer Haustra und anschlieBend der Fusus coli (Kolonspindel).
Das ist ein ca. 4 cm langer Abschnitt, welcher das Ende des proximalen Colons darstellt und
spezifisch fiir Hasenartige (Lagomorpha) ist. Er ist sehr gut durchblutet und innerviert und hat
eine dicke zirkuldre Muskulatur. Es folgt der distale Colonabschnitt, das Rektum und der Anus

(Harcourt-Brown 2008; O'Malley 2008).

Die Bildung von hartem oder weichem Kot wird durch den Fusus coli gesteuert. Ob harter oder
weicher Kot gebildet wird, hdngt von mehreren Faktoren ab. So haben Kaninchen einen
zirkadianen Rhythmus. Bei Futter ad libitum fressen sie vor allem nachts und ruhen tagsiiber.

In den Ruhephasen am Vormittag wird der Blinddarmkot produziert, in den Fressphasen der
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harte Kot (Harcourt-Brown 2008). Caecotrophie wird meistens vier Stunden nach der
Futteraufnhahme beobachtet. Auch beeinflussen Hormone wie Aldosteron und Prostaglandine

die Phasen der Kotausscheidung (Rees Davies und Rees Davies 2003).

Wihrend der Bildung des Blinddarmkots wird durch starke Kontraktionen im Caecum der
Inhalt in das Colon befordert. Aufgrund des Prostaglandineinflusses ist die Motilitdt hier
vermindert und der Inhalt kann ziigig ohne Wasser und Elektrolytresorption Richtung Fusus
coli transportiert werden und dort mit der Muzinschicht umbhiillt, ohne grof3en
Fliissigkeitsverlust an das distale Colon weiter transportiert werden (Rees Davies und Rees
Davies 2003; O'Malley 2008). Von dort wird er unter der Einwirkung des Prostaglandins,

welches die Kontraktion hier fordert, schnell ins Rectum befordert und ausgeschieden.

Wihrend der Ausscheidung von hartem Kot ist der Aldosteronspiegel im Blut hoch. Das fordert
die Kontraktionen im proximalen Colon, wodurch die festen Partikel stark ausgepresst werden.
Bei der Passage des Fusus coli wird nochmals die Fliissigkeit ausgepresst. Wéhrend der
anschlieBenden Passage des distalen Colons werden Wasser, Elektrolyte wie Natrium und
Kalium und fliichtige Fettsduren absorbiert, so dass nur noch die unverdaulichen Fasern als

trockene Kotkiigelchen zuriickbleiben (Harcourt-Brown 2008).
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3. Material und Methoden
3.1. Versuchsaufbau

Fiir den Versuch wurden 48 Kaninchen unterschiedlichen Geschlechts zufillig in zwei gleich
groBe Gruppen, eine Versuchsgruppe (T) und eine Kontrollgruppe (K), unterteilt. Zum

Startzeitpunkt des Versuchs hatten die Kaninchen ein Alter von 35 Tagen.
Es wurden insgesamt Gewebeproben von 32 Kaninchen auf den Thymolgehalt untersucht.

Die Kontrollgruppentiere wurden iiber den gesamten Zeitraum mit einer Basaldidt (BD)
gefiittert, die - wie auch Wasser, ad [libitum zur Verfiigung stand. Die BD wurde so
zusammengesetzt, dass sie den Anforderungen wachsender Kaninchen entspricht (Blas und
Wiseman 2010). Die Zusammensetzung ist in Abb. 3 dargestellt (Bacova et al. 2020). Die BD

wurde den Tieren in Pelletform mit einer durchschnittlichen Gréf8e von 3,5 mm bereitgestellt.

Es wurden jeweils acht Gewebeproben von Leber, Niere und Muskulatur (M longissimus dorsi)
sowohl nach 21 Tagen als auch nach 28 Tagen durch T6tung der Tiere gewonnen. Die Tiere der
Versuchsgruppe wurden weiter in zwei Gruppen unterteilt (T1 und T2). Beide Gruppen wurden
21 Tage mit einer BD gefiittert, der zusétzlich zu den Inhaltstoffen des Futters der
Kontrollgruppentiere, Thymol (=99,9%, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) in Form eines weillen
Pulvers beigemischt wurde (250 mg/kg Futter). Auch diesen Tieren stand Futter und Wasser
iiber den gesamten Zeitraum ad libitum zur Verfiigung. AnschlieBend wurden die Kaninchen
T1 geschlachtet und die Gewebeproben von Leber, Niere und Muskulatur zur Bestimmung des

Thymolgehalts gewonnen.

Die verbliebenen Tiere T2 wurden nun sieben Tage nur mit der BD gefiittert d.h. der
Thymolfutterzusatz wurde abgesetzt. Im Anschluss daran wurden ebenfalls Gewebeproben aus
Leber, Niere und Muskulatur durch Tétung der Tiere gewonnen, um in diesen den Gehalt des

Thymols zu bestimmen.
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Abbildung 3: Zusammensetzung der Basaldidit (Bacova et al. 2020)

3.2. Tierhaltung

Der Tierversuch wurde in einem Tierversuchslabor des ,,National Agricultural and Food Centre,
Research Institute for Animal Production “, Nitra, Slovakia, durchgefiihrt. Genehmigt wurde
der Versuch von dem “Institutional Ethical Committee”, sowie das Versuchsprotokoll (4047/16-

221) durch das staatliche Veterindr- und Lebensmittelamt der Slowakischen Republik.

Die Kaninchen waren wéhrend der gesamten Dauer in Drahtkéfigen mit einer Grof3e von 61 cm
x 34 cm x 33 cm untergebracht. In jedem Kifig befanden sich zwei Tiere. Die Kéfige befanden
sich in R&umen mit automatischer Temperaturregelung (22+4 °C) und einem Hell- Dunkel-

Verhéltnis von 16:8 Stunden.

Die Totung wurde mittels Elektrobetdubung (50Hz, 0,3A/Kaninchen fiir 5 sec) und
anschlieBendem Ausbluten durch Durchtrennen der Vv. jugulares und Aa. Caroticae und

Aufhéngen an den Hinterbeinen durchgefiihrt.
3.3. Thymolbestimmung in den Gewebeproben

Die Bestimmung des Thymolgehalts in den Gewebeproben wurde nach einer validierten
Methode (Haselmeyer et al. 2015; Ocelova et al. 2019; Placha et al. 2019) durch
Festphasenmikroextraktion (solid phase microextraction, SPME) und anschlieBender

Gaschromatographie/Massenspektrometrie (GC/MS) durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden
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leicht fliichtige 4therische Olkomponenten, zu denen auch Thymol zihlt, aus der Gasphase iiber
der Gewebeprobe auf eine beschichtete Faser adsorbiert (SPME) und dann in den Injektorblock
des Gaschromatographen eingebracht. Die Adsorption erfolgt sehr selektiv, wodurch viele
storende Komponenten aus der Gewebeprobe abgetrennt werden konnen. Die Quantifizierung

des Thymols wird mit Hilfe des internen Standards o-Cresol durchgefiihrt.

Die Analytik der Proben erfolgte mit dem Gaschromatographen (HP 6890) gekoppelt mit einem
massenselektiven Detektor mit ,,electron impact (EI) ionization* des Typs HP 5972 (Agilent
Technologies GmbH, Wilmington, DE, USA). Zur Analyse wurde eine Kapillarsdule
ROTI®Cap-5MS Ultra mit 30 m Linge, 0,25 mm Innendurchmesser und 0,25 pm Filmdicke
(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Das Trigergas Helium hatte eine
Durchflussrate von 1,3 ml/min im konstanten Durchflussmodus. Die Temperatur des Injektors
wurde auf 250 °C und die Temperatur der Ubertragungsleitung zum massenselektiven Detektor
auf 280 °C eingestellt. Die SPME-Faser (DVDB, 65um, Supelco, Bellefonte, PA, USA) wurde
mit jeder Probe in den Injektorblock des GC/MS-Gerits manuell eingefiihrt und dort fiir 5 min
bei einer Temperatur von 250 °C und einem Splitverhidltnis von 1:1 desorbiert. Folgendes
Temperaturprogramm wurde flir die Gaschromatographie verwendet: 5 min auf 60 °C,
Temperaturerhohung von 60 °C auf 120°C bei einer Aufheizrate von 4 °C/min und
anschliefend um 20 °C/min bis 240 °C. Fiir die quantitative Analyse des Thymols wurde der
massenselektive Detektor im Selektiven Ionen Monitoring (SIM)-Modus verwendet. Die
charakteristischen Masse-zu-Ladung-Verhiltnisse fiir Thymol und o-Cresol wurden
aufgezeichnet. Fiir Thymol sind dies m/z 135 und m/z 150, fiir 0o-Cresol m/z 107 und m/z 108.
Mit diesen Einstellungen werden Retentionszeiten von ca. 19 min fiir Thymol und 10 min fiir

0-Cresol erreicht.
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3.4. Probenvorbereitung

1 g der tiefgekiihlten Gewebe-Probe wurde zerkleinert, eingewogen und in ein 10 ml Vial
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) gegeben, danach wurde 3 ml destilliertes Wasser hinzugefiigt

und fiir eine Minute mit einem Homogenisator (VDI 12, VWR, Deutschland) zerkleinert.

AnschlieBend wurden 100 pl 0,58 mol/L Essigsdure (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und
100 ul des Enzyms B-Glucuronidase Helix pomatia Type HP-2 wissrige Losung,
>100.000 units/ml (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) dazugegeben und das Gefall mit einem
20 mm Crimp Cap (Agilent, Santa Clara, CA, USA) mit Gummiseptum (Agilent Santa Clara,
CA, USA) luftdicht verschlossen. Nun wurde der Inhalt mit Hilfe eines Minishakers (MS1,
IKA, Deutschland) vermischt und bei 37 °C fiir 30 min in einem Wasserbad mit Magnetriihrer
bei einer Umdrehung von 750 rpm inkubiert.
Dieser Schritt dient dazu, Thymol von seinen Glucuronoid- und Sulfatverbindungen zu 16sen,
da der Gesamt-Thymolgehalt in der Gewebeprobe bestimmt werden sollte. Die 0,58 mol/L
Essigsdure ist an dieser Stelle notwendig, um den optimalen pH-Wert fiir die enzymatische

Dekonjugation zu erreichen.

AnschlieBend wurde der Verschluss gedffnet und 1,0 g Kochsalz (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA), 100 pul 85%ige Phosphorsdure (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland), 50 pl
destilliertes Wasser und 50 pl o-Cresol (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) als interne
Standardlosung 1:10 verdiinnt hinzugefiigt.

Fiir die Herstellung der internen Standardlésung wurden 40 mg o-Cresol in 2 ml Methanol
geldst und mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefiillt. Die hergestellte Stammldsung wurde
bei diesem Versuch mit einer 1:10 Verdiinnung mit destilliertem Wasser fiir Leber, Niere und

Muskel verwendet.

Das Vial wurde wieder verschlossen und der Inhalt wieder gut mit dem Minishaker vermischt.
AnschlieBend wurde das Gummiseptum mit einer diinnen Nadel durchstochen und der SPME
Faserhalter (Supelco, Bellefonte, PA, USA) mit der SPME Faser hineingeschoben und die Faser
im Gasraum tiber der Probenlosung positioniert. AnschlieBend folgte erneut eine Inkubation

im Wasserbad, diesmal bei 80 °C fiir 35 min, um Thymol an die Faser zu adsorbieren.
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3.5. Kalibrierungskurve und Nachweisgrenze

Fiir Thymol wurden zwei Eichkurven aus den Gewebeproben der Kontrollgruppe erstellt,

jeweils eine fiir Gruppe T1 und T2.

Hierfiir wurde statt 50 pl destilliertem Wasser eine bekannte Konzentration Thymol (2000 ng/g;
1000 ng/g, 800 ng/g, 400 ng/g, 200 ng/g, 100 ng/g) den Proben der Kontrollgruppentiere
hinzugefiigt. Die dafiir verwendete Stammlosung ist aus 40 mg Thymol (99,9%, Sigma Aldrich,
St. Louis, USA), geldst in 2ml Methanol (99,9%, p.a., ACS, ISO, Carl Roth, Karlsruhe,

Deutschland), aufgegossen mit destilliertem Wasser auf 100 ml hergestellt worden.

Die Ermittlung der Kalibrierungsgeraden erfolgte, indem die Flachenverhiltnisse von
Thymolkonzentration zu o-Cresol-Konzentration gegen die bekannten Thymolkonzentrationen
aufgetragen wurden. Jeder Punkt der Kalibrierungsgeraden wurde mehrfach bestimmt. Die

Kurven haben im Bereich von 100 ng/g bis 2000 ng/g eine gute Linearitit.

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze von Thymol mittels GC/MS im Gewebe wurde eine 1:50
Verdiinnung der Thymolstammlosung angefertigt. Daraus wurden immer niedrigere
Konzentrationen des Thymols (40 ng/g, 8 ng/g, 5,63 ng/g, 4 ng/g, 2 ng/g, 0,8 ng/g) dem
Gewebe der Kontrollgruppentiere zugesetzt. Fiir die Auswertung wurde, wie auch bei der
Kalibrierungsgeraden, die Flache unter dem Peak fiir Thymol durch die Flidche unter dem Peak
fiir o-Cresol dividiert. Das Limit of Detection (LOD) befindet sich bei diesem Versuch zwischen

5,63 ng/g und 4 ng/g.

3.6. Bestimmung der Trockenmasse

Um den Thymolgehalt der Proben in ng/g Trockenmasse (DM) angeben zu konnen, ist die DM
der einzelnen Proben bestimmt worden. Dazu wurden jeweils Gewebeproben von Leber, Niere
und Muskel vor Trocknung gewogen, dann fiir 48 h bei 105 °C im Trockenschrank (Memmert
GmbH +Co KG, Schwabach, Deutschland) getrocknet und anschlieBend wieder gewogen. Aus
den Ergebnissen wurde dann der Thymolgehalt aller Proben in ng/g DM berechnet.
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3.7. Statistische Auswertung

Die ermittelten Thymolkonzentrationen der verschiedenen Gewebe der Gruppe T1 wurden
mittels Kolmogorov-Smirnov-Tests auf Normalverteilung untersucht. Als Signifikanzgrenze
wurde p<0,05 angenommen. Es ist flir jedes Gewebe Mittelwert, Minimum, Maximum und die
Standardabweichung angegeben worden. Des Weiteren wurde eine einfaktorielle ANOVA mit
anschliefendem post hoc Dunn’s multiple comparsion test mit den Werten der Gruppe T1
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Werte der drei verschiedenen Gewebe der Gruppen T1

und T2 mittels T-Test fiir unabhédngige Stichproben miteinander verglichen.

Fiir die statistischen Auswertungen wurden Microsoft Excel (Office 365) und GraphPad Prism
9 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) verwendet.
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4. Ergebnisse
4.1. Thymolgehalt im Muskel-, Nieren- und Lebergewebe der Gruppe T1

Der Thymolgehalt in den Proben der verschiedenen Gewebe von den Versuchstieren der Gruppe
T1, welche 21 Tage einen Thymolfutterzusatz erhalten hatten, zeigte stark unterschiedliche
Werte. Eine graphische Ubersicht der Thymolgehalte in ng/g DM in den Geweben von Niere,
Leber und Muskel der Versuchsgruppe 1 ist in Abb.4 zu sehen.

Abbildung 4: Thymolgehalt der verschiedenen Gewebe der acht Kaninchen, welche 21 Tage einen Thymolfutterzusatz erhalten
hatten.

Die hochsten gemessenen Werte waren in den Proben des Nierengewebes zu finden. Die Werte
zeigten eine grofle Streuung von 687 ng/g DM bis 39,03 ng/g DM mit einem Mittelwert von
313,73 ng/g DM. Die Standardabweichung lag bei 259,47 ng/g DM. Das Nierengewebe war
das einzige Gewebe, in welchem in allen acht Proben Thymol nachweisbar war (siche Tab.2

und Tab.3).

Der geringste Thymolgehalt konnte im Muskelgewebe gefunden werden. In nur einer von acht
Proben lag Thymol mit 28,95 ng/g DM iiber der Nachweisgrenze, die mit ca. 5 ng/g ermittelt
wurden ist (siche Tab.2).

Im Lebergewebe konnte in fliinf von acht Proben Thymol iiber der Bestimmungsgrenze

nachgewiesen werden. Die Werte zeigten eine Spannbreite von 0 ng/g DM bis 105,85 ng/g mit



20

einem Mittelwert von 28,08 ng/g DM und einer Standardabweichung von 36,55 ng/g DM (siehe
Tab.2 und Tab.3).

Tabelle 2: Thymolgehalt in den Gewebeproben der Gruppen T1 und T2

LeberT1 Leber T2 Niere T1 Niere T2 Muskel T1 Muskel T2
Thymol in ng /g DM|Thymol in ng /g DM [Thymol in ng /g DM [Thymol in ng /g DM [Thymol in ng /g DM [Thymol in ng /g DM
0 0 39,032 0 0 0
0 0 77,768 0 0 0
0 0 82,877 0 0 0
18,755 0 170,725 0 0 0
21,264 0 392,598 0 0 0
22,861 0 412,933 0 0 0
55,917 0 646,864 0 0 0
105,851 0 687,047 52,402 28,953 0

Tabelle 3: deskriptive Statistik T1 und T2

LeberT1 (ng/g DM) |Leber T2 (ng/g DM) |Niere T1(ng/g DM) [Niere T2 (ng/g DM) |Muskel T1 (ng/g DM) [Muskel T2 (ng/g DM)
Min 0 0 39,032 0 0 0
Ql 0 0 81,600 0 0 0
Median 20,010 0 281,661 0 0 (o)
Q3 31,125 0 471,416 0 0 0
Max 105,851 0 687,047 52,402 28,953 0
Mittelwert 28,081 0 313,730 6,550 3,619 0
std. Abweich 36,546 0 259,474 18,527 10,237 0

Mittels Kolmogorov-Smirnov-Test wurden die Daten auf Normalverteilung untersucht. Die
Daten aller drei Gewebe erwiesen sich als normalverteilt. Die genauen Werte sind im Anhang

in den Tabellen 5 bis 7 zu finden.

Der Kruskal-Wallis-Test zeigte, dass der Gehalt des Thymols von der Gewebeart abhingt. Der
p-Wert ist mit 0,0003 ermittelt worden und zeigt, dass sich die Mediane der Gruppen signifikant
unterscheiden (sieche Anhang Tab.8). Um zu erkennen, zwischen welchen Gewebearten ein
signifikanter Unterschied besteht, wurde als Post hoc Test ein Dunn's multiple comparisons Test
durchgefiihrt. Bei diesem Test wurden die Mittelwerte der einzelnen Gruppen untereinander
verglichen.

Hier ist zu sehen, dass sich der Gehalt im Nieren- im Vergleich zum Muskelgewebe hoch
signifikant unterscheidet (p<0,01). Auch die Thymolkonzentration im Nieren- und
Lebergewebe unterscheidet sich signifikant mit p<0,05. Kein signifikanter Unterschied konnte

hingegen zwischen Leber- und Muskelgewebe festgestellt werden (sieche Anhang Tab.9).
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4.2. Thymolgehalt im Muskel-, Nieren- und Lebergewebe der Gruppe T2

In der Gruppe T2, bei welcher die Proben sieben Tage nach Absetzen des Thymolfutterzusatzes
untersucht wurden, war weder in den Leber- noch in den Muskelgewebeproben Thymol
nachweisbar (Nachweisgrenze 5 ng). Auch im Nierengewebe war lediglich in einer Probe eine
Konzentration von 52,40 ng/g DM messbar, in allen anderen war auch hier nichts mehr zu

finden (siehe Tab.2).
4.3. Vergleich zwischen T1 und T2

Mittels T-Test fiir unabhiingige Stichproben wurde untersucht, ob sich der Gehalt des Thymols
im Gewebe nach dem Absetzen des Futterzusatzstoffes verandert. Dazu wurden die Gewebe

der Gruppe T1 mit dem jeweiligen Gewebe der Gruppe T2 verglichen.

Da im Muskelgewebe nur in einer Probe von T1 Thymol zu finden war und in keiner Probe der
Kaninchen aus T2, ist hier kein signifikanter Unterschied feststellbar gewesen (siche Anhang

Tab.10).

Ein signifikanter Unterschied konnte aber zwischen Nieren- und Lebergewebe gefunden
werden. Der Mittelwert des Thymolgehalts im Nierengewebe der Versuchsgruppe T1 betrug
313,7ng/g DM, wihrend der Mittelwert des Thymolgehalts im Nierengewebe der
Versuchsgruppe T2 nur mit 6,55 ng/g DM ermittelt wurde. Hier ist auch ohne Berechnung
schon ein grofer Unterschied zu erkennen, welcher mittels T-Test auch bestdtigt wurde

(p=0,0049) (siche Anhang Tab.11).

Auch im Lebergewebe konnte ein signifikanter Unterschied mit P=0,0474 zwischen den beiden

Versuchsgruppen T1 und T2 gefunden werden (siche Anhang Tab.11).
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5. Diskussion

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass der Thymolgehalt in den untersuchten
Geweben nach Fiitterung des Thymolfutterzusatzes unterschiedlich hoch sein wiirde und sieben
Tage nach dessen Absetzen Thymol nicht oder nur in sehr geringen Konzentrationen im
Gewebe nachweisbar ist. Ziel der Arbeit war es, durch die Konzentrationsunterschiede in den
verschiedenen Organen einen Einblick iiber den Metabolismus, die Verteilung und die

Ausscheidung des Thymols beim Kaninchen zu bekommen.

Untersuchungen des Metabolismus von Phenolderivaten haben gezeigt, dass diese im vorderen
GIT gut resorbiert, dann konjugiert und iiber den Urin ausgeschieden werden (Ocel'ova,

Chizzola, Pisar¢ikova, Novak, IvaniSinovaa et al. 2016).

Im Zuge der Forschungskooperation zwischen dem Institut fiir Tierphysiologie der
Slowakischen Akademie der Wissenschaften in Kosice, Slowakei, und dem Institut fiir
Tiererndhrung und funktionelle Pflanzenstoffe der Veterindrmedizinischen Universitit Wien,
Austria, wurden neben den in dieser Arbeit untersuchten Geweben noch weitere Proben auf
thren Thymolgehalt und die Auswirkungen, besonders im Hinblick auf die antioxidative
Wirkung und die Fettsduren im Blut und Muskel, untersucht. Aber auch die

Thymolkonzentration im Plasma, Futter, Diinndarmwand und im Kot wurde bestimmt.

Die hochsten Thymolwerte der Gruppe T1 von allen untersuchten Geweben sind im Kot
gemessen worden mit einem Mittelwert von 890 ng/g DM und einer Standardabweichung von
450 ng/g DM (Bacova et al. 2020), gefolgt vom, von mir untersuchtem, Nierengewebe mit
einem Mittelwert von 313 ng/g DM und einer Standardabweichung von 259 ng/g DM.
Das Auffinden von Thymol im Kot und im Nierengewebe zeigt, dass Kaninchen Thymol nach
oraler Aufnahme sowohl resorbieren und verstoffwechseln, als auch unmetabolisiert iiber den
Kot ausscheiden. Durch die Besonderheit der Verdauung beim Kaninchen, der Caecotrophie,
konnte es durch Wiederaufnahme des Blinddarmkotes dazu kommen, dass Kaninchen dariiber
wieder einen Teil des mit dem Kot ausgeschiedenen Thymols aufnehmen. Dieses wiirde somit
wieder in den Magen-Darm-Trakt gelangen, resorbiert, und vom Korper wieder
verstoffwechselt und ausgeschieden werden. Um welche Art von Kot es sich bei dem von

Bacova et al. (2020) untersuchtem handelt, ist nicht festgehalten. Es wére interessant zu wissen,
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ob es einen Unterschied im Thymolgehalt zwischen Kot und Blinddarmkot gibt, da dies einen
Hinweis darauf gibe, ob Kaninchen Thymol endgiiltig iiber den Kot ausscheiden, oder

wiederverwerten.
5.1. Thymolgehalt im Nierengewebe

Wie meine Untersuchungen des Nierengewebes gezeigt haben, war im Nierengewebe bei T1 in
allen Proben Thymol nachweisbar. Mit einer mittleren Konzentration von 313,73 ng/g DM
waren hier die hochsten Werte von allen drei untersuchten Geweben zu finden. Die Werte
zeigten aber eine sehr grofle Streuung von 39,03 ng/g DM bis 687,05 ng/g DM. Eine Erklarung
konnten verschiedene Zeitpunkte der letzten Futter- und Wasseraufnahme sowie die
unterschiedlich aufgenommenen Futtermengen vor der Probengewinnung sein. Eine groBere
Rolle diirften aber individuelle Unterschiede der Kaninchen bei der Verstoffwechselung des

Thymols spielen.

Es liegt nahe, dass Thymol und seine Glucuronoid- und Sulfatverbindungen beim Kaninchen
in der Niere akkumuliert und verstoffwechselt werden und anschliefend tiber den Urin
ausgeschieden werden. Dies konnte in Untersuchungen von Kohlert et al. (2002), Takada et al.

(1979) und Ocel'ova et al. (2016) gezeigt werden.

Ocel'ova et al. (2016) fiihrten einen dhnlichen Versuch bei Masthiihnern durch. Sie bestimmten
den Gesamt-Thymolgehalt im Nieren-, Leber- und Muskelgewebe, sowie im Blutplasma bei
Masthiihnern nach oraler Gabe von verschiedenen Konzentrationen des #therischen Ols des
Thymians. Die Proben wurden nach vierwdchiger Fiitterung untersucht. Der Gehalt an Thymol
war auch hier im Nierengewebe am hochsten und zeigte ab einer Konzentration von 0,05% w/w
des #therischen Ols im Futter einen signifikanten Anstieg im Vergleich zum Blutplasma (siche

Abb.5).
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Thyme il concentration in feed (%)

Substance (L] 2 3 g 0,005 11
Foed* 15.74 25.60 TILTT 135.72 [ B 37550
Flasma B0£15.9° 200=25.1° 207£TH.5" 234204.0° 4554053"  BS0=37.0°
Liver 219 9.7 0.5+ 530 IRGEILET 53.9420.1%  G6.44E.1" 168, 5+33.6°
Kidney 134£57.9* 206+35.2° 04 4670 40013830 BOR£1183Y 117422465
Musele 4.0 140 T.0£1.2° 111+ 7.5 11.2£2.9 13819 34.548.7

[hata are presented as mean = standard deviation (means of four samples per one group,
each pooled from two chickens). ** Means within the same row which do not share
a common superscript are significantly different (p=20.05), DM-dry matter, *Thymol
content in the final feed mixtures.

Abbildung 5: Thymolgehalt in den Proben der Masthiihner von Ocel'ova et al. (2016)

Eine Erklérung fiir die hohen Werte von Thymol in der Niere wurde in der tragenden Rolle der
Niere bei der Ausscheidung und Verstoffwechselung sowie der Akkumulation des Thymols in

der Niere gefunden (Ocel'ova et al. 2016).

Will man die Werte aus dem Versuch mit den Masthiihnern von Ocel'ova et al. (2016) mit den
Werten aus dem vorliegenden Versuch vergleichen, sind die Werte mit einer Konzentration von
0,04% bis 0,05% Thymiandl im Futter am besten geeignet. Hier entspricht der Thymolgehalt
im Futter der Masthiihner mit Mittelwerten von 135,73 ng/g DM bis 188,9 ng/g DM etwa dem
der Kaninchen. Den Kaninchen wurden 250 mg Thymol pro Kilogramm Futter untergemischt.
Im Zuge der Forschungskooperation wurde von Bacova et al. (2020) der Gehalt im Futter genau
bestimmt und mit 148.90 + 16.65 ng/g DM angegeben.
Da die Werte im Versuch von Ocel'ova et al. (2016) in ng/g angegeben sind, wurden die
ermittelten Werte des Thymols im Nierengewebe zum besseren Vergleich nicht auf die

Trockenmasse bezogen und somit statt in ng/g DM in Tabelle 4 auch in ng/g angegeben.

Es fillt auf, dass der mittlere Thymolgehalt im Nierengewebe der Kaninchen mit 66,19 ng/g
um das Sechs- bis Zwolffache niedriger als bei Masthiihnern ist, es aber andererseits eine sehr
breite Streuung gibt. Dieser Unterschied konnte mit der besonderen Verdauung beim
Kaninchen, der Caecotrophie, zusammenhingen. Aber auch durch Besonderheiten in der
Anatomie und Physiologie bei Vogeln konnten hohere Werte in der Niere erreicht werden.
Vogel besitzen ein Nierenpfortadersystem, welches das vendse Blut aus den Hintergliedmal3en
und der caudalen Korperhilfte bezieht, was den caudalen Verdauungstrakt miteinbezieht

(Froese 2013; Echols 2006). Dadurch konnte ein Teil des Thymols beim Masthuhn direkt vom
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hinteren Verdauungstrakt iiber das Blut zu den Nieren gelangen und direkt metabolisiert und

ausgeschieden werden. Dies wurde auch schon von Ocel'ova et al. (2016) vermutet.

Tabelle 4: Thymolgehalt im Nierengewebe Gruppe T1 in ng/g und ng/g DM

Thymolgehaltim Nierengewebe der Gruppe T1
Thymol ng/g Thymol ng/g DM

8,149 39,032
15,829 77,768
16,596 82,877
35,891 170,725
82,285 392,598
83,69 412,933
137,511 646,864
149,558 687,047
Mittelwert 66,188 313,730
Standardabweichung 55,914 259,474

Kohlert et al. (2002) untersuchte die systemische Verteilung, Pharmakokinetik und
Ausscheidung iiber den Urin von Thymol bei Menschen nach oraler Aufnahme eines
thymolhaltigen Priparates (Bronchipret® Tabletten). Es zeigte sich, dass im Urin der
Probanden Thymolsulfat und Thymolglucuronoid, aber kein freies Thymol, bis zu 24 Stunden

nach Aufnahme nachgewiesen werden konnte.

Im vorliegenden Versuch konnte nicht festgestellt werden, ob das Thymol in Form von Sulfat,
Glucuronoid oder frei im Nierengewebe vorliegt, da nur das Gesamt-Thymol nach Abspaltung
der Konjugate bestimmt wurde. Hier wire eine Analysenmethode interessant, welche die

gleichzeitige Bestimmung von freiem und gebundenem Thymol erlaubt.

Takada et al. (1979) untersuchten die Ausscheidung der Konjugate Thymolglucuronoid und -
sulfat iiber den Urin an drei Kaninchen nach oraler Aufnahme von 0,5g/kg KM Thymol iiber
einen Zeitraum von 72 Stunden. Auch sie stellten fest, dass die Konzentration dieser Konjugate
in den ersten 24 Stunden im Urin deutlich anstieg und danach wieder absank. Das ldsst die

Schlussfolgerung zu, dass der Niere eine wichtige Rolle bei der Ausscheidung von Thymol



26

zukommt. Da schon nach 72 Stunden kein signifikanter Unterschied mehr zu den Kontrolltieren

zu erkennen war, scheint Thymol relativ schnell mit dem Urin ausgeschieden zu werden.

Im vorliegenden Versuch wurde der Gehalt im Urin zwar nicht untersucht, aber sieben Tage
nach Fiitterung ohne Thymolzusatz wurden wieder Proben von den Organen gewonnen. Hier
zeigte sich, dass aufler bei einer Gewebeprobe alle Thymol-Werte unterhalb der
Nachweisgrenze lagen. Es kann also angenommen werden, dass Thymol nur wéhrend der
Aufnahme von thymolhaltigem Futter in der Niere akkumuliert wird, es nach dem Absetzen
schnell zur Ausscheidung kommt und es nicht linger im Gewebe verbleibt. Der Wert mit
52,40 ng/g DM erscheint hier eher ein Ausreifler zu sein, der eventuell auf Grund von einem
Messfehler durch Reste auf der Faser oder anderweitiger Kontamination der Gewebeprobe
zustande gekommen sein konnte. Um dies genau zu iiberpriifen wire ein groB3erer

Stichprobenumfang notwendig.
5.2. Thymolgehalt im Muskelgewebe

Im Muskelgewebe der Kaninchen war nur in einer einzigen Probe der Gruppe T1 eine geringe
Thymolkonzentration messbar. In Versuchsgruppe T2 gab es in keiner Probe eine messbare
Konzentration. Es scheint zu keiner Akkumulation in diesem Gewebe zu kommen. Eine
mogliche Begriindung konnte die schnelle Biotransformation in die wasserldslichen Substanzen

Thymlosulfat und Thymolglucuronidase sein, die dann wieder ausgeschieden werden.

Auch bei den Untersuchungen an Masthiihnern, welche itherisches Ol des Thymians oder
Thymiankraut zugefiittert bekamen, zeigten sich &hnliche Ergebnisse (Haselmeyer et al. 2015,
Ocel'ova et al. 2016). In beiden Versuchen waren nur sehr geringe Mengen Thymol im
untersuchten Muskelgewebe zu finden, wobei nur in der Arbeit von Haselmeyer et al. (2015)
das limit of quantitation (LOQ) mit 3 ng/g angegeben wurde und die Werte des Gewebes auch
in diesen Bereich fielen.
Eine mogliche Begriindung fiir diese niedrigen Werte im Muskelgewebe konnte die geringe
Aufnahmefdhigkeit von Thymol und seiner Konjugate durch die Zellmembran sein oder eine
hohe Aktivitit bzw. Anzahl an Effluxtransportern im Muskelgewebe, durch die es zu einer
schnellen Wieder-Ausscheidung kommt (Ocel'ova, Chizzola, Pisarcikova, Novak, IvaniSinova

et al. 2016)
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5.3. Thymolgehalt im Lebergewebe

Der Thymolgehalt im Lebergewebe von den Kaninchen der Gruppe T1 war mit einem
Mittelwert von 28,08 ng/g DM signifikant niedriger als im Nierengewebe. Auffillig ist auch
hier die sehr groBe Streuung der Werte. Wihrend in drei Proben der Gehalt unter der
Nachweisgrenze lag, liegt der Hochstwert bei 105,85 ng/ DM.

Diese um mehr als das Zehnfache niedrigeren Werte stimmen mit den Ergebnissen von Ocel'ova
et al. (2016) iiberein. Auch in ihrer Studie war der Gehalt in der Leber bei Masthiihnern
signifikant niedriger als im Nierengewebe. So kann ihre Annahme, dass Thymol in der Leber

sehr schnell metabolisiert und wieder ausgeschieden wird, bestétigt werden.

Sasaki et al. (2005) stellten bei Untersuchungen an Miusen fest, dass die Enzyme, die an der
Biotransformation von Thymol und Carvacrol beteiligt sind, in der Leber signifikant ansteigen,
wenn hohere Konzentrationen dieser Stoffe vorliegen. So kann die Leber auf die hohen
Konzentrationen von Thymol reagieren und sie schneller durch Glucuronidierung und
Sulfatierung in wasserlosliche Substanzen umwandeln, die dann wiederum iiber die Blutbahn
zur Niere transportiert und ausgeschieden werden. Das konnte auch eine Erkldrung sein,
weshalb in der Gruppe T2 der Thymolgehalt in allen Proben unterhalb der Nachweisgrenze lag.
So konnte angenommen werden, dass, trotz der wesentlich niedrigeren Werte im Lebergewebe,
im Vergleich zur Niere, diese auch beim Kaninchen mal3geblich an der Verstoffwechselung
beteiligt ist. Die geringen Konzentrationen in den Proben konnten ein Resultat der schnellen
Verstoffwechselung sein und schlieBen keineswegs die Beteiligung der Leber an der

Verstoffwechselung aus.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Verteilung und Akkumulation von Thymol im Gewebe
von Leber, Niere und Muskel nach oraler Aufnahme iiber das Futter beim Kaninchen
untersucht. Hierfir wurde an 48 Kaninchen ein Fiitterungsversuch durchgefiihrt. Allen
Kaninchen aufler den Kontrollgruppentieren wurde 21 Tage lang Thymol (250 mg/kg Futter)
dem Futter beigemischt. Anschlieend wurden die Kaninchen in zwei Gruppen geteilt. Die eine
Gruppe wurde getotet und Gewebsproben entnommen, die andere Gruppe erhielt sieben Tage
lang weiterhin nur die Basaldidt, genauso wie die Kontrollgruppentiere iiber den gesamten
Zeitraum der Studie. Die Probengewinnung von Leber, Niere und Muskel erfolgte in der
zweiten Gruppe am Tag 28. Diese Gewebsproben wurden nach einer
Festphasenmikroextraktion mittels Gaschromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie
auf ihren Thymolgehalt untersucht. Ziel der Arbeit war es, die Verteilung des Thymols in den
verschiedenen Geweben nach der Zufiitterung und sieben Tage nach dem Absetzen zu
untersuchen. Die ermittelten Konzentrationsunterschiede lassen eine Vermutung {iber den

Metabolismus, die Verteilung und die Ausscheidung des Thymols beim Kaninchen zu.

Die hochsten Thymolkonzentrationen nach 21-tdgiger Fiitterung wurden im Nierengewebe
gefunden mit einem Mittelwert von 313,73 ng/g DM. Die Thymolkonzentrationen des
Lebergewebes zeigten eine sehr breite Streuung von 0 bis 105,85 ng/g DM. Im Muskelgewebe
war nur in einer Probe eine sehr geringe Konzentration von Thymol nachweisbar. Sieben Tage
nach Absetzen des Futterzusatzes zeigte sich lediglich in einer Probe des Nierengewebes eine

messbare Konzentration.

Man kann also davon ausgehen, dass die Ausscheidung iiber die Niere respektive den Urin
erfolgt, wobei die Leber auch mafligeblich an der Biotransformation und Verstoffwechselung
beteiligt zu sein scheint. Da es nach dem Absetzen des Futterzusatzstoffes zu einem schnellen
Absinken in allen Gewebeproben kommt, scheint es zu keiner langerfristigen Akkumulation

von Thymol in den in diesem Versuch untersuchten Geweben des Kaninchens zu kommen.
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7. Summary

In the present thesis, the distribution and accumulation of thymol in the tissues of liver,
kidney and muscle after oral ingestion via the diet were studied in rabbits. For this purpose, a
feeding experiment was performed on 48 rabbits. Thymol (250 mg/kg feed) was added to the
feed of all rabbits for 21 days except the rabbits of the control groups. Following, the rabbits
were divided into two groups. The first group was slaughtered and tissue samples were taken,
the second group was subsequently fed with the basal diet for seven days, in the same way as
the control group animals throughout the feeding trial. Samples of liver, kidney and muscle
were collected in the second group at day 28. These tissue samples were analyzed for thymol
content after solid phase microextraction by gas chromatography coupled with mass

spectrometry.

The aim of the study was to investigate the distribution of thymol in the different tissues after
feeding and after withdrawal of the feed additive. The determined concentration differences

allow a conjecture about the metabolism, distribution and excretion of thymol in rabbits.

The highest thymol concentration at day 21 was found in the kidney with a mean of 313,73
ng/g DM. Thymol concentrations in liver tissue ranged from 0 to 105.85 ng/g DM. In muscle
tissue, a very low concentration was detectable in only one sample. Seven days after
withdrawal of the feed additive, only one sample of kidney tissue showed a measurable

concentration of thymol.

It can therefore be assumed, that excretion takes place via the kidney and urine, though the
liver also seems to be significantly involved in biotransformation and metabolism. Since there
is a rapid decrease of thymol in all tissue samples after withdrawal of the feed additive, it can
be concluded that no long term accumulation occurs in the rabbit tissues studied in this

experiment.
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Anhang

Kolmogorov-Smirnov-Test T1

Tabelle 5: Kolmogorov-Smirnov-Test T1 Niere

Tabelle 6: Kolmogorov-Smirnov-Test T1 Leber

Tabelle 7: Kolmogorov-Smirnov-Test T1 Muskel



Tabelle 8: Kruskal-Wallis Test

39

Kruskal-Waillis test

P value 0,0003
Exact or approximate P value? Approximate

P value summary i

Do the medians vary signif. (P < 0.05)7 [Yes

Mumber of groups 3
Kruskal-Wallis statistic 16,19
Data summary

Mumber of treatments (columns) 3
Number of values (total) 24
MNumber of families 1
Mumber of comparisons per family 3
Alpha 0,05
Mumber of families 1
Mumber of comparisons per family 3
Alpha 0,05

Tabelle 9: Dunn's multiple comparisons test T1
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Tabelle 10: Ergebnisse des T-Tests fiir unabhdngige Stichproben der Proben T1 und T2 des Muskelgewebes

Table Analyzed T-Test
Column F Muskel 2
VB, VB,
Column E Muskel 1

Linpaired t test

P value 0,3343
P walue summary s

Significantly different (P < 0.05)7 Mo

Orne- or twe-tailed P valus? Two-tailed

t, df t=1,000, df=14

How big is the difference?

Mean of column E 3,619
Mean of column F 0
Difference between means (F - E) £ SEM |-3,619 + 3,619

5% confidence interal -11,38 to 4,143
R squared (eta squared) 0, 06667

F test to compare \ariances

F, OFn, Difd Infinity, 7, 7

P value =0,0001

F value summary =
Significantly different (F < 0.05)7 Yes

Data analyzed

Sample size, column E &

Sample size, column F g




Tabelle 11: Ergebnisse des T-Tests fiir unabhdngige Stichproben der Proben T1 und T2 des Nierengewebes

Table Analyzed T-Test

Column D Miere 2

VS, Vs,

Column C Miere 1
Unpaired t test

P value 0,0049
F value summarny -

Significantly difierent (P < 0.05)7 Yes

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=3,340, df=14
How big is the difierence?

Mean of column C M37
Mean of column O 6,55
Difference between means (D - C) £ SEM |-307,2 £ 91,57
95% confidence interval -504.4 to -108,9
R squared (eta squared) 0,4435
F test to compare varances

F, DFn, Dfd 1961, 7, 7

P walue <0,0001

P walue summarny o
Significantly difierent (P < 0.05)7 Yes

Data analyzed

Sample size, column C 8
Sample size, column D a8

41
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Tabelle 12: Ergebnisse des T-Tests fiir unabhdngige Stichproben der Proben T1 und T2 des Lebergewebes

Table Analyzed T-Test
Column B Leber 2
VS vE,
Column A Leber 1

Unpaired t test

P value 0,0474
P walue summany *

Significantly differant (P =< 0.05)7 Yeas

One- or two-tailed P value? Two-tailed

t, df t=2,173, df=14

How big is the difference?

Mean of column A 28,08
Mean of column B 0
Difference between means (B - A)+ SEM [-28,08 £ 12,82

95% confidence interval -55,79 to 40,3682
R squared (eta squarad) 0,2523

F test to compare varances

F. DFn, Did Infinity, 7, 7
P value <0,0001

P walue summany el
Significantly different (P < 0.05)7 Yes

Data analyzed

Sample size, column A a

Sample size, column B a
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Simple Summary: The purpose of this study was to investigate the bicavailability and metabolic
path of thymol, a major conshituent of Thysees tulgeris L, in the rabbit organism. Oral bivavailability
is a key parameter affecting the efficacy of substances, but it is not surprising that it does not corre-
late satisfactorily with efficacy. The main limitation factors are rate of absorption, metabolism, and
excretion processes. In this work, the thymol metabolic path in the rabbit organism was determined
for the first time after its sustained oral administration, We confirm intensive absorption of thymal
fromm the gastrointestinal tract; our results point to metabolism and accumulation in kidneey tisaue
and intensive metabolic and excretion processes in the liver, Some metabalic processes were present
alse after thymaol withdrawal, Thymaol as a lipophilic substance was found only in trace amounts in
fat and muscle tissue as a consequence of its conversion inte hydrophilic metabolite and greater
elimination in the rabbit organism. This paper highlights the insufficent knowledge of modes of
action of plant compounds in animal organisms.

Abstract: The objective of this study was the detection of thymael in rabbit plasma, tissues, large
intestinal content, and faeces, Forty-eight rabbits were divided into control and experimental
groups (thvmol 250 mg/kg teed), Thymol was administered for 21 days and then withdrawn for 7
days. Concentration of thymol in the intestinal wall (IW) was significantly higher than in plasma (p
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1. Introduction

In recent years, natural products have assumed great importance as antibiotic re-
placement additives and as growth promoting agents in food animals. There is large pres-
sure on the animal production industry to improve animal treatment as well as produc-
tion performance, and to ensure the safety of products for human consumption while
minimizing economic losses [1]. Even though, the benefits of herbal additives depend on
the biological activities of their compounds and their pharmacokinetics, their precise
mode of action at the molecular level has not yet been fully elucidated [2,3].

To our knowledge, bioaccessibility, bioavailability, and metabolism of phenolic com-
pounds have been studied in vitro in humans [4.5] and in chickens [6]. No information is
available about absorption, distribution, and deposition of natural compounds at target
sites in the rabbit organism. The rabbit gastrointestinal tract has characteristic features
compared with other animal species, such as the relative importance of the well-devel-
oped caecum, and a separation mechanism within the proximal colon [7]. The efficiency
of the rabbit's digestion depends in large part on the production and ingestion of caeco-
trophes, which must be considered as an integral part of the rabbit's digestion system,
The process of caecotrophy may be considered as “pseudorumination”™ which improves
feed utilization [8,9].

One of the crucial aspects of the beneficial effect of natural compounds is the amount
present in the gut as a result of their release from feed, and their consequent ability to pass
through the intestinal barrier. Intestinal absorption of many compounds is limited by a
range of biological and physiological barriers in the gastrointestinal tract. Biological bar-
riers are represented mainly by the mucus layer and epithelial cell layer, which is com-
posed of villus and crypt cells. Physiological factors include enzymatic activities in the
intestinal lumen, specific transport mechanisms which are able to limit absorption, and
intestinal transit time [10].

In terms of the potential role of thymol as feed additive for animals, the aim of our
study was to try to produce a more detailed view and better understanding of the mech-
anism of its absorption, distribution, and accumulation in the rabbit organism after its
sustained application into the rabbit's diet.

2. Materials and Methods
2.1, Aninals Care and Llse

The trial was carried out at the experimental rabbit facility of the National Agricul-
tural and Food Centre, Research Institute for Animal Production, Nitra, Slovakia. The pro-
tocol was approved by the Institutional Ethical Committee, and the State Veterinary and
Food Office of the Slovak Republic approved the experimental protocol {4047/16-221).

2.2 Animals and Housing

After weaning at 35 days of age, 48 rabbits of both sexes (meat line M9) were ran-
domly divided into a control group (CG) fed a standard diet and an experimental group
(EG) fed a standard diet into which 250 mg/kg of thymol was incorporated in powder
Form (=89 .9%, Sigma-Aldrich, St Louis, USA), All experimental wire-net cages (61 cm =
34 em % 33 em) were kept in rooms with automatic temperature control (22 + 4 °C) and
photoperiod (16L:8D). The rabbits could feed ad libitum and had free acoess to drinking
water. The experiment lasted 28 days. The rabbits received feed with thymol addition for
21 days (56 d of age) and for the next 7 days (63 d of age) the thymol was withdrawn.
Initial live weight was 1006 £ 98 g in CG and 1035 £ 107 gin EG (2044 £ 24 g in TG, 1965 =
58.7 gin EG at 56 d of age, and 2671 = 72 gin CG, 2796 = 60 g in BEG at 63 d of age). Eight
rabbits in each group were killed at 56 or 63 d of age using electronarcosis (50 Hz,
0.3A/rabbit for 5 s), immediately hung by the hind legs on the processing line and quickly
bled by cutting the jugular veins and the carotid arteries.



Animuals 2021, 17, 2545

45

3 oof 10

2.3, Diet and Chentical Analyses

The standard diet consisted of a commercial diet for growing rabbits (KKZK, Lia-
harensky podnik Nitra as, Nitra, Slovakia) with ingredients and chemical compuosition
as shown in Table 1, The diet was administered in the form of pellets with an average size
of 3.5 mm. The feed was stored in darkness to protect against degradation processes. The
Association of Official Analytical Chemists {AOQAC) methods [11] were used to determine
the proportions of crude protein (no. 990,03, CP), ash {no. 942.05), and dry matter (no.
967,03, D) in the diet, while DM amount was also determined for the tissues, gut con-
tent, and faeces. Neutral detergent fibre (NDF) and acid detergent fibre (ADF) were ana-
lysed according to Van Socest et al, [12].

Table 1. Ingredients (%) and chemical composition (g/kg feed) of experimental diet.
Ingredients (%) Chemical Compuosition (g/kg Feed)
Dehydrated lucerne meal 36.0 Drry matter (glkg) o00.9
[y malting sprouts 15.0 Organic compounds 8318
Oats 13.0 Mitrogen free extract 444.3
Wheat bran 4.0 Neutral detergent fibre (NDF) 3529
Barley 8.0 Acid detergent fibre (ADF) 2081
Extracted sunflower meal 5.5 Crude fibre 177.8
Extracted rapeseed meal 55 Crude protein 176.6
Dried distiller grains with solubles 5.0 Cellulose 163.1
Premix ! 1.7 Hemicellulose 144,58
Limestone 1.0 Starch 133.1
Sodium chloride 0.3 Ash 69.2
Fat 331
Metabolic energy, M]/kg 9.9

"The vitamin=mineral premix provided per kg of complete diet: Retinyl acetate 5,16 mg, Cholecldferol 0003 mg, Tocoph-
eral .03 mg, Thiamin 0.8 mg, Riboflavin 3.0 mg, Pyridoxin 200 mg, Cyanocobalamin 0102 mg, Miacin 38 mg, Folic acid (L6
mg, Calcium 1.8 mg, Iron 70 mg, Zine 66 mg, Copper 15, Selenium 0.25 mg,

2.4, Thymol Stability i Feed

Thymeol evaporation in feed was analysed every week during thymol application us-
ing high-performance liquid chromatography (HPLC) according to the modified method
of Qcelova [6] and Pisardkova et al. [13]. Samples were analysed in triplicate. Briefly, 2
ml of methanol was added into a glass tube containing 0.2 g of milled feed and thymol
was extracted in an ultrasonic bath. The methanolic extract was then analysed using the
HPLC method with an Ultimate 3000 HPLC-system liquid chromatograph (Dionesx,
Sunnyvale, CA, USA). The chromatographic analyses were evaluated by means of Chro-
meleon” Software Version 6.80 SR10 Build 2906.

2.5 Sampling

To determine the thymol content in plasma, blood (1.5 mL) from eight rabbits was
collected from the marginal ear vein (Dena auricularis) into heparinized Eppendorf tubes
and plasma was obtained after centrifugation at 1180 = g for 15 min. The gastrointestinal
teact was removed from the body cavity and was divided into small intestine, cagcum,
and colon {n =8). Caecum and colon content were removed, and the small intestinal lumen
was gently washed with 0.9% NaCl solution. Obtained samples of gut content and intes-
tinal wall together with plasma, liver, kidney, muscle (musculns lomgissimus dorsi) and
spleen tissue, fat, and faeces were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at =70
“C until analysis, All samples were collected at both experimental days (56 or 63 d of age).
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2.6 Thypmol Analyses in Plasma, Tissues, Large Intestinal Content and Faeces

Detection of thymol in samples of plasma, tissues and faeces was performed using
headspace solid-phase microextraction followed by gas chromatography coupled with the
mass spectrometry method as described by Bacova et al. [14] and Placha et al. [15]. Briefly,
detection and quantification were carried out using a GO/MS (type HP 6890 GC) system
coupled with a 3972-quadrupole mass-selective detector (Agilent Technologies GmbH,
Wilmington, DE, USA). Detection of thymol was confirmed by comparing its specific mass
spectrum and retention time with those of the reference compound. Additionally, the Ko-
vats index was calculated. Calibration curves were generated by plotting the peak-area
ratios of thymaol to o-cresol vsed as an internal standard (Sigma-Aldrich, 5t Lowis, MO,
USA) against the known thymol concentrations. The selective ion mode was used for
quantitative analysis of thymol, The mass fragments m/z 135 and my/z 150, as well as m/z
107 and m/z 108, were monitored as characteristic for thymol and o-cresol, respectively.
Calibration curves were prepared from blank samples spiked directly with 50 uL thymol
{Applichem, Darmstadt, Germany) in standard solubions with known concentrations as
follows: for plasma 48, 100, 200, 400, and 500 ng of thymol per mL, for intestinal wall 100,
200, 400, B, 1000 ng; for liver, kidney, muscle, caecum and colon content 100, 200, 400,
BO0, 1000, 2000 ng; spleen, fat 24, 50, 100, 200, 400 ng; faeces 200, 400, F00, 1600, 2000, 4000
ng of thymol per g of tissue. Each point on the calibration curve was analysed as a dupli-
cate. The peak of thymol was detected around 19 min and the o-cresol peak occurred
around 10 min in all samples. Samples for thymol detection were prepared using the
method described by Ocel'ova et al. [16]. Enzyme p=Glucuronidase Helix pomatia Type
HP-2 (aqueous solution, =100,000 units/mL, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) was
added to samples to cleave thymol from its glucuronide and sulphate, since only free thy-
mol should be detected in the GC system,

2.7, Stafistical Analysis

Data collected were analysed using the Kelmogorov-Smirnov test for normal and
non-normal distribution. All data were not accepted as parametric. The Kruskal-Wallis
test with post hoe Dunn's Multiple Comparison test was used to determine the differences
between plasma and tissues or caecal, colon content and facces, Results are presented as
mean value + standard error of mean (SEM). Differences were considered significant at p
=005, Correlations of thymol concentrations between plasma and intestinal wall, plasma
and liver, and liver and kidney were anal ysed using nonparametric Spearman’s Hank Cor-
relation and expressed as Spearman’s correlation coefficient (r.). Statistical analyses were
performed using Graph Pad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). The ex-
perimental unit was the animal’s cage.

3. Results
3.1, Thymol Stability in Feed

Concentration of thymael in feed during the period of the experiment with its addition
was relatively stable at 274 ugig DM-0 d; 255 pgfg DM-7 d; 236 pgfg DM-144d.

3.2, Thymol in Plasma and Tissues

Lewvel of thymaol in the intestinal wall was significantly higher than in plasma (p =
0.0217) and liver (p = 0,0305), and in the kidneys it was significantly higher than in plasma
(p=00259) and liver (p = 0.0415) during the period of thymel addition (Table 2). Thyimaol
in fat {19.9 £ 7.36 ng/g DM, n=2) and muscle {26.6 ng/g DM, n=1) during this period was
found only in a small number of samples, and only in trace amounts in others. For this
reason, those samples were not included in the statistical evaluation. Significant correla-
tion was established between thymol concentration in plasma and intestinal wall {r.=-1.0,
p= 001y, plasma and liver (r-= 0786, p < 0,05} and liver and kidney (r-= 0,738, p < 0,05,
Figures 1-3), Even though thymol content was determined only in trace amounts during
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the period without thymol addition, the differences were statistically evaluated. Thymaol
in intestinal wall was significantly higher than in plasma in this period (p = 0.0035, Table

2).
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Figure 1. Correlation between plasma (ng/mlL} and intestinal wall (ng/g M),
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Figure 2, Correlation between liver (ngfg DW) and plasma (ng/m1.).
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Figure 3. Correlation between liver and kidney (ngfg D).
Table 2 Thymol content in plasma (ng/mL} and tissue (ng/g DM).
56 d of Age (with Thymol) 63 d of Age (without Thymol}

Mean SEM Mean SEM

Plasma 462k 10.0 273¢e 0.458

Intestinal wall 2680 65.9 204+ 270

Liver 399k 134 5.93 & 0.285

Kidney 314« m.r 16.1 & 653
Spleen 181 ab 40.1 ND -

=t Walues within a column with different superscript letters differ significantly (@ < (005). Data are
presented as mean + standard error of mean (SEM).

3.3, Thymel in Caccum, Colon and Feces

Thymol in faeces was significantly higher than in the colon during both experimental
periods, even if only in trace amounts without further thymaol addition (p < 0,01, Table 3).
During this period only thymol in faeces was detected above trace amount.

Table 3. Thymol content in caccumn, calon, and facces (ngfg THV).

56 d of Age (with Thymol) 63 d of Age (without Thymol)

Mean SEM Mean SEM

Caecum B2 ab el | 45 8 ab 12.44
Colon [ 330 16,4t o944

Faeces 2444 = 451 150 40,54

=t Walues within a column with different superscript letters differ significantly (p < (L05). Data are
presented as mean + standard error of mean (SEM]).

4. Discussion

The epithelial cells in the small intestine wall contain various metabolic enzymes and
transporters. The intestinal microflora possesses a wide range of metabolic processes in-
cluding hydrolysis of glucuronides, sulphate esters, and amides, Enzymes in the intestinal
microflora can hydrolyse drug metabolites, especially glucuronide conjugates, and con-
vert them back to the parent compound [10], The parent drugs excreted and/or released
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by the action of gut microflora are reabsorbed by intestinal cells. Metabolites are continu-
ously excreted into the large intestine, where they are again hydrolysed and reabsorbed
117].

After being absorbed from the GIT, thymol becomes metabolized during processes
of biotransformation and becomes more hydrophilic. The metabolites, mainly sulphates
and glucuronides, are transported across the intestinal epithelium by active processes in-
volving transmembrane proteins, Many transporters such as peptides, vitamins, amino
acids, and sugars play important roles in the translocation of drugs and were identified in
large amounts in the GIT [18].

Rubic et al. [19] and Pisarcikova et al. [13] have confirmed that thymol, which is a
small lipophilic molecule, is not detected in unmetabolized form in plasma, as they de-
tected only its conjugates (thymal sulphate and glucuronide). They also detected thymaol
conjugates in the ducdenal wall, which points to active biotransformation of thymaol in
the organism.

Significant correlation (r: = -1.00, p < 0.01) between thymol content in the intestinal
wall and plasma in our experiment indicates intensive absorption of thymal from the in-
testine. Placha et al, [15] and Ocelova et al, [20] also confirmed the intensive absorption of
thymaol from all intestinal segments in broiler chickens after four weeks of diet supple-
mentation with thyme essential oil. They found significant correlation between thymaol
content in plasma and individual intestinal segments. Although we found six times lower
concentration of thymol in plasma during its addition and seven times lower after its with-
drawal (even if U'n]y in frace amounts) in cum'paris-;m with the intestinal wall, we can con-
firm that some metabolic processes were still active after thymol withdrawal from feed
{Tables 2 and 3).

The rabbit caecum is the largest part of the large intestine and contains approximately
40% of the intestinal content. The primary mechanism by which nutrients are released
from intestinal content is microbial fermentation, and its products are absorbed through
the intestinal wall or are reingested as caecotrophes. The retained particles from the prox-
imal part of the colon alse provide substrate for caecal microbiota, The mucus which coats
the caecotrophes protects them and allows the fermentation processes to continue in them
until they reach the intestine. The composition of the intestinal flora depends to a large
extent on the caecotrophic microbial population [21].

Intestinal microflora and epithelial cells play a crucial role in metabolic processes be-
cause they produce a wide range of metabolic enzymes [22], The counts of bacterial flora
are highly variable in different parts of the gastrointestinal tract [23], We assume that the
metabolic enzymes responsible for thymol biotransformation in the cagcum and conse-
quently in caecotrophes are expressed in large enough amounts that they can affect met-
abolic activities and consequently exert influence on the amount of thymoel and its metab-
olites in the cascum.

There are some conditions affecting the absorption of compounds in the GIT. In ad-
dition to their rate of dissolution in the intestinal fluids, they must also be able to cross
membranes in each part of the GIT. In case they are not able to cross these membranes by
the time they reach the colon, the extent of intestinal absorption is not sufficient, and the
compounds are excreted in facces [24]. All these cdrcumstances may explain the high con-
centrations of thymal in the caecum and faeces, not only during its addition but also after
its withdrawal from feed (Table 3).

The first study which confirmed the presence of thymol metabolites (thymal sulphate
and glucuronide) in the ducdenal wall of broiler chickens after sustained consumption of
thyme essential oil also confirmed the key role of the intestine in the metabolism of thymol
[13]. Oceliova [6] detected thymol in the liver at a level of 8.9% of its concentration in the
intestinal wall and observed significant correlation between thymol concentrations in
liver and plasma, and liver and intestinal wall, which might indicate sufficient absorption
of thymal from the intestinal wall to the liver through the vena portae. We found 15%
{with thymaol) and 29% (without thymol) of thymaol in liver compared with its content in
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the intestinal wall, and significant correlation between thymol concentrations in plasma
and liver (r.= 07857, p < 0.05). These results are in agreement with the findings of the
above-mentioned authors and peint to intensive biotransformation and excretion pro-
cesses in the liver.

Between the enzyme systems and efflux transporters there exist mutual processes
which can affect the efficiency of drugs in the intestine, These couplings can prolong the
exposure of drugs in vive and are crucial for enteric and enterchepatic recycling, Some
parent compounds are absorbed and metabolized in the intestinal cells, while some por-
tions are effluxed back into the intestinal lumen or transported to the mesenteric vein and
are taken up by hepatocytes [17]. Excreted metabolites from enterocytes are converted
back to the parent compound and again reabsorbed. Compounds in the liver are metabo-
lized and together with parent compounds are excreted with bile into the duadenum and
are then reabsorbed there [14,17]. These repeating processes together with processes of
caecotrophy could explain the thymol content in plasma, tissues, and intestinal content
after thymol withdrawal, although only in trace amounts. We must point out that we de-
tected the sum of metabolized and non-metabolized thymaol, as the thymol metabolites
were cleaved by added enzyme, f-glucuronidase, However, the extent of absorption of
compounds (drugs) and the contribution to their bioavailability by metabolic enzymes
and transporters or receptors present on the intestinal membrane are still not clear.

In the present study, a significantly higher level of thymal in the kidney in compari-
son with liver tissue and plasma confirmed its metabolism and/or accumulation in this
organ (Table 2). Our results are in agreement with our previous study [6], in which we
detected a significantly higher thymaol concentration in the kidney of chickens with thyme
essential oil diet supplementation. Takada [25] detected thymol glucuronide and thymol
sulphate in the urine of rabbits, and to our knowledge this is the only study concerned
with the metabolic path of thymol in these animals. Data available so far indicate that
thymaol sulphate could be reabsorbed in the proximal tubule after glomerulary filtration,
and that cleavage of this metabolite is achieved by enzymes located at the luminal brush
border, so that subsequently thymaol could be reabsorbed [26]. These authors demon-
strated that although the liver is the most important organ for biotransformation, kidney
microsomes demonstrate more effective metabolic processes than liver or intestinal mi-
crosomes. The significantly higher content of thymol in the kidney and the correlation
between liver and kidney {r-= 0.7381, p < 0.05) in our study alse confirm the intensive
metabolism in kidney Hssue, However, further study of renal metabolism mechanisms is
necessary to confirm these findings,

Before drug compounds can reach systemic circulation and therapeutic targets, sev-
eral barriers must be overcome [18]. Although lipaphilic molecules evidently pass the bar-
riers with case by transcellular routes, various efflux transporters are preferentially bound
with lipophilic molecules, seriously limiting their absorption. The first-pass metabolism
which occwrs in the intestinal wall decreases the chance of molecules which get into epi-
thelial cells to reach the systemic circulation. Once compounds are absorbed in the GIT,
the next major barrier awaits in the form of the first-pass metabolism in the liver, Drugs
passing through the portal vein encounter hepatocytes and are metabolized there [18],
Based on these processes we can explain the trace amounts of thymaol detected in rabbit
muscle and fat in our experiment. Trace amounts of thymol in the muscle tissue of broiler
chickens were also detected by Haselmeyer et al. [27] after thymol addition (55 mg/kg DM
feed), and by Ocelova [6] after thyme essential oil application, Lipophilic substances
which are not metabolized during the process of biotransformation are less readily elimi-
nated and accumulate in fat tissue [22]. As we found only traces of thymol in this tissue,
we can hypothesize that the majority of thymaol was metabolized and converted into hy-
drophilic substanees.

Finally, little is known about the bicactivity of thymol and thymol metabolites, fur-
ther studies are needed to evaluate the distribution of thymol in different tissues at differ-
ent levels and establish its suitable concentration for a beneficial effect on animal health.
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5. Conclusions

Owir results showed that, thymol was efficiently absorbed from the intestinal lumen
and intensive metabolic processes in liver and kidney were observed, while accumulation
in fat and muscle tissue was low, probably due bo its infensive biotransformation into
hydrophilic substances which were then excreted . We confirm some metabolic processes
involving thymol even after its withdrawal from feed, as a consequence of caccotrophy.
Oral bioavailability of plant compounds is a challenge for scientists because their meta-
bolic processes in the animal organism should be understood at molecular level,
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