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Danske rodvine indeholder kun lidt

resveratrol

Resveratrol er et af de biologisk aktive stoffer i rodvin. Tidligere bestemmelser viser, at vin
lavet pd druen Pinot Noir har det hojeste indhold af resveratrol. | Danmark dyrkes andre
sorter til vinfremstilling. Her beskrives for forste gang indholdet af resveratrol i vine lavet
pd druer dyrket i Danmark. Resveratrolindholdet er bestemt ved brug af LC-MS

Af Heidi D. Andersen, Malene Cohen, Joan Tonning, Kim Olsson, Torben Lund og Ole Vang, Institut for Natur, Systemer og Modeller,

Roskilde Universitetscenter

Siden det i 1997 blev papeget, at resveratrol (figur 1A) har
en mulig kreeftforebyggende effekt har mange forskere veeret
fokuseret pa de biologiske effekter af resveratrol. Forslagene er
mange. Da resveratrol
findes i radvin har res-
veratrol veret foreslaet
som arsagen til “Det
franske paradoks”.
“Det franske pa-
radoks” betegner
den kendsgerning, at
forekomsten af hjerte-
kar sygdomme er lavere
i det sydlige Frankrig
end i lande som Eng-
land, USA og Danmark
[1]. Den kreftforebyg-
gende effekt er pavist
i dyremodeller og kan
forklares ved, at res-
veratrol nedsetter cel-
ledelingen. Den sidste
nye observation er, at
resveratrol ogsa har en
livsforlengende effekt i
lavere dyr [2] og modvirker nogle af falgevirkninger af over-
vagt [3]. Sa der er god grund til at se efter kilder til indtagelse
af resveratrol.

Figur 1. A) trans-resveratrol. B) trans-piceid.

Forekomst

Resveratrol findes i en raekke planter, herunder beer, jordngdder,
kakao og vindruer [4; 5]. Det hgjeste indhold af resveratrol er
fundet i Japansk pileurt (Polygonum cuspidatum), som indgar i
kinesisk naturmedicin [5].

Resveratrol i rodvin

Tilstedevearelsen af resveratrol i rgdvin skyldes, at druerne
naturligt danner resveratrol (og piceid, figur 1) som respons pa
svampeinfektioner eller UV-bestraling. Resveratrolindholdet
har veeret bestemt for en raeekke forskellige vine, fremstil-

let i forskellige lande. En samlet oversigt viste i 2007, at den
hgjeste maengde resveratrol findes i vin lavet pa druen Pinot
Noir. Oversigten viste ogsa, at indholdet varierede meget fra
land til land [6]. Danmark blev i 2000 optaget som kommerciel
vindyrkningsnation, og flere vinavlere har siden kunnet levere
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danske rgdvine. Da klimaet i Danmark er noget kaligere og
mere fugtigt end i de mere traditionelle vindyrkningslande som
for eksempel Frankrig og Spanien, kan det teenkes, at der er en
starre maengde af resveratrol i danske vine. Omvendt er antallet
af solskinstimer (og dermed UV-bestralingen) lavere i Dan-
mark, hvilket kan betyde, at der vil vaere en mindre mangde re-
sveratrol i de danske druer. Endvidere er de druer, der anvendes
til vindyrkning i Danmark, andre sorter end, dem der anvendes
leengere mod syd. Der findes ingen undersggelser af resveratrol
i danske vine, eller af de druesorter der dyrkes i Danmark, men
vin produceret i andre nordlige vinlande som for eksempel
Tjekkiet har et hgjt indhold af resveratrol [6].

Den samlede resveratrolpulje i radvin bestar af trans-resve-
ratrol, cis-resveratrol, trans-piceid og cis-piceid (figur 1), hvil-
ket betyder, at det er summen af disse, som udger den mangde
resveratrol, der indtages ved at drikke rgdvin.

Formalet med denne undersggelse er at bestemme mangden
af resveratrol i vine fremstillet af druer (Rondo, Castel, Regent
og Léon Millot) dyrket i Danmark. Undersggelsen sammen-
ligner ogsa flere argange og dyrkningssteder af vine lavet pa
Rondo druen for at fa indtryk af variationen i danske vine.

Analysemetode

Til bestemmelse af resveratrol- og piceidindholdet i danske ragd-
vine valgte vi LC-MS som analysemetode. trans- og cis-resve-
ratrol samt trans- og cis-piceid blev adskilt pa en kort C-18 ko-
lonne (50 x2 mm) med gradienteluering ved brug af solventerne p

Figur 2. LC-MS analyse af en vinprave.
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vand tilsat 0,1% myresyre (A) og ren acetonitril (B). HPLC
adskillelserne blev udfart med en flowrate pa 0,3 mL/min og
injection af 5 pl vinprave pa kolonnen. Som ioniseringsteknik
valgte vi APCI (-) (Atmospheric Pressure Chemical lonisation)
med en negativ spanding pa corona nalen (-5 kV). I figur 2
vises et eksempel pa et LC-MS chromatogram af en rgdvin.

Resveratrol afgiver let en af phenolprotonerne og er saledes
meget velegnet til analyse i bade negativ APCI og negativ elek-
trospray ionisering (ESI). | begge ioniseringsformer, APCI(-)
og ESI(-), danner resveratrol et addukt med formiat ionen
HCOO- (m/z 273), hvilket ikke tidligere er beskrevet i litteratu-
ren. Ved at tilfare 10 volt in-source kollisionsenergi fgr ionerne
bliver detekteret af ion trappen, sker der en protonoverfarsel
mellem resveratrol og formiat ionen inden for addukt ionen,
hvorved ionintensiteten koncentreres pa ionen m/z 227 [M-H]
(figur 3). Tilsvarende addukt bliver dannet mellem piceid og
formiat ionen og ved anvendelse af 15 volt in-source kollisions-
energi, kan adduktet omdannes til molekylarionen minus en
proton [M-H]- og HCOOH.
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Figur 3. a) APCI(-) massespektrum af trans-resveratrol, m/z 227 [M-H] og
m/z 273 myresyreaddukt [M+HCOOQ]- b) APCI(-) massespektret opta-
get med 10 V kollision induceret dissociering for ionerne analyseres af ion
trappen.

Fragmentering
Det anvendte massespektrometer er udstyret med en ion-trap og
praverne blev analyseret ved hjelp af en LC-MS? metode. Frag-
mentering ved MS? pa resveratrol (m/z 227) danner primeert
en ion pd m/z 185, men ogsd m/z 159 og m/z 143 ses i spektret.
Fragmentionen m/z 185 kan forklares med en fragmentering
langs den bla linje, mens m/z 143 svarer til en fragmentering
langs den grenne linje (figur 4). m/z 159 fas ved at fragmentere
molekylet i den modsatte ende langs den orange linje (figur 4).
For piceid fragmenteres [M]- ionen m/z 389 til m/z 227,
hvilket svarer til fraspaltning af glycosid. Derefter fglger
fragmenteringen samme mgnster som resveratrol. Vi anvendte
en LC-MS? metode til analyse af vinprgverne, hvor massespek-

Figur 4. Fragmentering af resveratrols [M-H]- anion i ion trappen. Der
observeres tre nedbrydningstoppe m/z = 185 (100%), 159 (50%) og m/z 143
(20 %).

trometret i de farste 5 min blev indstillet til at nedbryde m/z
389 ionen (piecid anionen) og male intensiteten af nedbryd-

ningsionen m/z 227 og efter 5 min til at nedbryde m/z 227 (
resveratrol anionen) og optage intensiteten af fragmentionen
m/z 185.

Oplosninger

trans-Resveratrol blev oplgst i methanol (1 mg/mL) og trans-
piceid i 50% methanol (0,5 mg/mL). Yderligere fortynding blev
foretaget i eluent (15% acetonitril + 85% H,O tilsat 0,1% my-
resyre). Alle oplgsninger blev opbevaret i marke ved 4 °C. Der
blev fremstillet en ekstern standardkurve i filtreret vin (0,20 um
filter) tilsat trans-resveratrol og trans-piceid (0,0-25,0 ug/mL).
Ved standardtilseetnings-metoden er trans-resveratol og trans-
piced tilsat i koncentrationerne 0,0; 2,5; 5,0 og 10,0 pg/mL. Til
valideringen blev der fremstillet kontroller indeholdende resve-
ratrol og piceid (2,5 ug/mL og 15 ug/mL). Alle vinpraver blev
filtreret (0,20 um filter) og analyseret umiddelbart efter dbning.

Validering

Parametrene linearitet, maleomrade, detektionsgreaense, kvan-
tifikationsgraense og preecision blev undersggt, mens der blev ta-
get hgjde for indflydelsen af parametrene falsomhed, robusthed,
ngjagtighed og selektivitet. Maleomradet blev defineret som

det interval af den eksterne standardkurve, hvor der forefin-

des en god linearitet og preecision og blev bestemt til 1,0-20,0 P
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ug/mL for bade trans-resveratrol og

Tabel 1. Oversigt over analyserede vinprover. trans-piceid. .
o — Vinpragverne blev analyseret bade
Prove ID Drvesort  Argang Vingérd/Sted ud fra den eksterne standardkurve
samt ved standardtilsetningsmetoden.
A Rondo 2002 Nordlund/Storkobenhavn Vores undersagelse af resveratrol-
B Rondo 2003 Nordlund/Storkobenhavn indholdet i danske rgdvine er baseret
pa 11 vinpraver venligst doneret
C Rondo 2004 Nordlund/Storkobenhavn af vingérdene Nordlund, Hjelm og
z n Skersggard, se tabel 1. Det er forsggt
)] Léon Millot 2004 Nordlund/Storkobenhavn at belyse folgende fire parametres
E Rondo 2005 Nordlund/Storkohenhavn mdflyde_:(ljse pa indholdet af resveratrol
og piceid:
F Rondo 2005 Hjelm /Mon
. . 1 Lokalitet - Rondo, argang 2005
G Rondo 2005 Skaersogdrd/Ostjylland fra Nordlund, Hjelm og Skaersagérd
H Rondo A 2006 Nordlund/Storkobenhavn (vinprgverne E, F og G).
2 Argang - Rondo (Nordlund) fra
I Rondo B 2006 Nordlund/Storkehenhavn argangene 2002 til 2006 (vinpraverne
A/B,C,E,Hogl)
J Castel 2006 Nordlund/Storkobenhavn 3 Druesorter — Nordlund &rgang 2006
K Regent 2006 Nordlund/Storkobenhavn fremstillet af Rondo, Castel og Regent

(vinpreverne H, 1, J og K)

4 Stress - Rondo (Nordlund) &rgang
2006 fra marker med forskellig grad
af vinskimmel (vinprgverne H og 1).

Resultater
Reprassentativ Det var muligt at detektere resve-
Formaling og Sigtning ratrol i vinprgverne, men resveratrol
niveauet 1 for alle vinpragver under
[Her=ch metodens maleomrade, dvs < 1
Vakuumpumper ug/_mL. Indholdet af piceid_ kunne
S RV U — Lavtrykskompressorer ?erI:mo_d bestemmes med sikkerhed.
med RETSCH, lzes mere pa Sldekanalbl&sere alle Vlnprﬂvero, L!ndtagen A, C Og
www.retsch.com/grandprix D, kunne der pavises et total piceid-
www.gd-elmorietschle.com indhold sterre end 0,4 pg/mL vin.
e-mail: info@dk.gardnerdenver.com Starst var mangderne i prave | og J.
+455944 40 50 Endvidere kunne det fastslas at hoved- p
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parten af resveratrolpuljen i de danske rgdvine forekommer som
cis-piceid. Derfor anvendes piceidindholdet i det falgende til at
sammenligne de fire variable (figur 5).

Sammenholdes piecidindholdet med vinens argang, ses det, at
piceidindholdet falder med vinens alder. En sandsynlig forkla-
ring er, at piceid nedbrydes med tiden. Da resveratrolindholdet

Figur 6. Gennemsnitsindholdet af
resveratrol og piceid i radvine. Tallene
er gennemsnitsveerdier beregnet ud

fra Stervbo et al. [6] for de respek-
tive lande. Der er saledes ikke taget
hgjde for argange, druesorter eller
lokaliteter.
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Figur 5. Piceidindholdet i 11 danske
vinprgver. | alt 4 drue sorter har veeret
undersggt: Rondo, Castel, Regent og Leon
Millot. Samme sort (Rondo) har vaeret
undersggt over 5 ar (2002-2006). Samme
sort (Rondo) fra tre vingarde er inkluderet
i undersggelsen (Nordlund (NL), Hjelm
(HJ) og Skeersggaard (SK). Endelig sam-
menlignes to vine fra marker der har veeret
udsat for forskellig grad af vinskimmel
(prove H og ). Bogstaver i parentes (A-K)
svarer til tabel 1. Det lave niveau i prove
C og D kan skyldes oxidation, da prop-
perne ved oplukning var mugne og det
antyder, at flaskerne har veret uteette.

ikke stiger, ma dette ogsa nedbrydes tilsvarende. Druernes
vaekstbetingelser for de enkelte argange pa piceidindholdet er en
sandsynlig faktor, men dette kan ikke bestemmes ud fra dette
spinkle materiale.

Nar druesorterne sammenlignes, ses det, at vin fremstillet
pa Casteldruen (prove K) har den starste meangde piceid og



Regent mindst (prgve J, ca 50% af Casteldruen). Vin fremstil-
let af Rondodruen (prgve H) har et piceidindhold imellem de to
ydrepunkter, men bliver Rondo druen udsat for skimmelsvamp
(prave 1) gges piceidindholdet svarende til Casteldruen.

Lokaliteten for dyrkningen af druerne viste en variation for
Rondodruen argang 2005 (figur 5). Vinpraverne fra Nordlund
(preve E) og Skeersggard (preve G) indeholder cirka 50% mere
piceid, end vinprgven fra Hjelm (prave F). Dette kan indikere,
at geografiske forhold ogsa har en betydning for piceidindholdet
men ogsa forskelle i vinfremstillingen kan have betydning for
piceidindholdet.

Med udgangspunkt i data fra Stervbo et al. [6], har vi sam-
menlignet sammensetningen af de danske vine med gennem-
snitsveerdier for udenlandske vine (figur 6). De danske vine
indeholder veesentlig mindre resveratrol end gennemsnittet af de
udenlandske vine, men total piceidindholdet svarer til gennem-
snittet for vine fra USA og Japan, mens vine fra Frankrig, Spa-
nien og Portugal viser veesentlig hgjere veerdier af trans-piceid.
Vi ma derfor konkludere, at de danske vines resveratrol er me-
get lavere mens den samlede resveratrolpulje er noget lavere end
typisk vinproducerende lande i Sydeuropa. Det lave resveratrol
indhold kan bade skyldes det kalige og fugtige danske klima
men ogsa de sorter, der anvendes ved dansk vinproduktion.

Disse resultater er kun baseret pa fa prever, og en mere pracis
bestemmelse af resveratrol indholdet i danske vine vil kreeve
flere bestemmelser og en forbedret analysemetode med en fuld-
steendig fragmentering af m/z 227 til m/z 185 ved MS2.

Disse eksperimenter er blevet udfart som et bachelorprojekt i
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Kemi ved Roskilde Universitetscenter.
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