RAPPORT

Eiwit- en aminozuursamenstelling van 2 voedingssupplementen

Datum: 31 Oktober 2014



Inleiding

Dit rapport bevat de procedure en de resultaten van 2 bepalingen:
1) eiwitsamenstelling van 2 voedingssupplementen
2) aminozuursamenstelling van 2 voedingssupplementen

Geanalyseerde voedingssupplementen:

- Whey Delicious, Vanilla
leverancier: XXL Nutrition, Helmond, NL
is verder aangeduid als: monster 1

- Whey Perfection, Vanilla milkshake
leverancier: Body & Fit Nutrition, Heerenveen, NL
is verder aangeduid als: monster 2



Procedures

Eiwitsamenstelling

Van ieder monster is 1 milligram opgelost in 50 mM ammonium bicarbonaat
(ABC). Vervolgens is van ieder monster 25 pg genomen. Dit is gedigesteerd met
trypsine. Tryptische digesten zijn vervolgens gerund op een LC-MS/MS systeem
(Q-Exactive, Thermo Scientific) om de eiwitsamenstelling te bepalen.

Aminozuursamenstelling
Van ieder monster is 2 milligram genomen. Dit is opgelost in 2 milliliter 6 Molair

zoutzuur. De oplossingen zijn verwarmd op 110°C, gedurende 16 uur. Vervolgens
zijn de oplossingen droog gedampt met behulp van stikstofgas gedurende 18 uur
bij 40°C.

Droog gedampte monsters zijn vervolgens opgelost in 5 ml 0,5 mM
tridecafluoroheptanoic acid en de aminozuursamenstelling is in duplo bepaald
met een Quattro Premier instrument (Waters).



Resultaten

Eiwitsamenstelling monster 1

P12763
O9T5R4
POOT11
POS462
PO2662
PO2G63
PO2666
PO2754
P&IST5S
P1BEQZ
P&2ED4
PT9345
Q4aTZH2
PEO19S
PO2G6E
085114
PEOO2S
P24627
OOPSES
Q02818
P31096
O8TUME
P26201
PE1265S
002853
029443
PO2769
POOTEL
O2MHMS
PEO45T

pha-2-H5%glycoprotein O5%=Bos taurus GN=AHYG PE=1 5W=2 - [FETUA_BOWVIN
Alpha-lactalbumin 0S=Bos mutus grunniens GN=LALBA PE=2 S5W=1 - [LALBA_BOSMU)
Alpha-lactalbumin 0S=Baos taurus GN=LALBA PE=1 5VW=2 - [LALBA_BOVIN]
Alpha-lactalbumin 0OS=0vis aries GN=LALBA PE=1 SW=2 - [LALEA_SHEEP]
Alpha-51-casein 05%=Bos taurus GN=CSN151 PE=1 SW=2 - [CASA1_BOVIN]
Alpha-52-casein 05%=Bos taurus GN=CSN152 PE=1 SW=2 - [CASAZ_BOVIN]
Beta-casein O5=Bos taurus GN=CSNZ PE=1 SV=2 - [CASE_BOWVIN]
Beta-lactoglobulin 05=Bos taurus GN=LGE PE=1 5V=3 - [LACBE_BOWVIN]
Beta-lactoglobulin 08=0vis orientalis musimon GN=LGE PE=1 V=1 - [LACB_OVIMU]
Butyrophilin subfamily 1 member Al 05=Bos taurus GN=ETN1AL PE=1 5V=2 -
Cytochrome ¢ 05=Bos taurus GN=CYCS PE=1 SW=2 - [CYC_BOVIN]
Epididymal secretory protein E1 05=Bos taurus GN=MNPC2 PE=1 5V=1 - [NPC2_BOVIN]
Fatty acid-binding protein, heart 05=Bos mutus grunniens GM=FABP3 PE=3 5V=3 -
Glycosylation-dependent cell adhesion melecule 1 0S=Bos taurus GN=GLYCAMIL PE=1
Kappa-tasein 05=Bos taurus GN=C5M3 PE=1 SW=1 - [CASK_BOWIN]
Lactadherin 0S=Bos taurus GN=MFGEE PE=1 5V=2 - [ MFGM_BOVIN]
Lactoperoxidase 05=Bos taurus GN=LPO PE=1 V=1 - [PERL_BOVIN]
Lactotransferrin O5%=Bos taurus GN=LTF PE=1 SV=2 - [TRFL_BOVIN]
MNucleobindin-1 05=Bos taurus GN=MUCB1 PE=Z SV=1 - [NUCE1_BOVIM]
Nucleobindin-1 05=Homo sapiens GN=MNUCEL PE=1 SV=4 - [NUCE1_HUMAN]
Osteopontin 05=Bos taurus GN=5PF1 PE=1 5W=2 - [OSTP_BOVIN]
Perilipin-2 05=Bos taurus GN=PLINZ PE=2 SVW=1 - [PLUMNZ_BOVIN]
Platelet ghycoprotein 4 05=Bos taurus GN=CD36 PE=1 5V=5 - [CD36_BOVIN]
Polymeric immunoglobulin receptor 05=Bos taurus GM=PIGR PE=2 SVW=1 -
Prostaglandin-H2 D-isomerase 05=Bos taurus GN=PTGDS PE=1 5V=1 - [FTGDS_BOVIN]
Serotransferrin 05=Bos taurus GMN=TF PE=2 SW=1 - [TRFE_BOWVIN]
Serum albumin 05=Bos taurus GN=ALB PE=1 5V=4 - [ALBU_BOVIN]
Trypsin 05=5us scrofa PE=1 5W=1 - [TRYF_PIG]
Vitamin D-binding protein 05=Bos taurus GN=GC PE=2 5V=1 - [VTDE_BOVIN]
Xanthine dehydrogenase/oxidase 05=Bos taurus GN=XDH PE=1 SV=4 - [XDH_BCOWVIN]
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Eiwitsamenstelling monster 2

P12763
O9TSR4
POOF11
POSI62
POZEGZ
PO2663
PO2754
P&7S75S
PF1B892
P17697
POOOOT
Q16779
P79345%
CATIHZ
Pa0195
PO2G6E
085114
PE002S
P24627
QO0P565
P31098
O8TUME
P26201
PE1265
002353
029443
PO2769
POOTEL
CE3MHMS
PE0457

Alpha-2-H5glycoprotein O5=Bos taurus GM=AHSG PE=1 5V=2 - [FETUA_BOVIN
Alpha-lactalbumin 05=Bos mutus grunniens GN=LALBA PE=2 SVW=1 - [LALBA_BOSMU|
Alpha-lactalbumin 05=Bos taurus GN=LALBA PE=1 SW=2 - [LALEA_BOWVIN]
Alpha-lactalbumin O5=0wis aries GM=LALB& PE=1 5W=2 - [LALEA_SHEEF]
Alpha-51-casein 05=Bos taurus GN=CSN151 PE=1 SV=2 - [CASAL_BOWIN]
Alpha-52-casein 05%=Bos taurus GN=CSM152 PE=1 5V=2 - [CASAZ_BOVIN]
Beta-lactoglobulin 05=Bos taurus GMN=LGE PE=1 3W=3 - [LACE_BOVIN]
Beta-lactoglobulin 05=0wvis orientalis musimon GN=LGBE PE=1 V=1 - [LACBE_OVIMU]
Butyrophilin subfamily 1 member Al 03=Bos taurus GN=ETH1AL PE=1 5V=2 -
Clusterin 05=B0s taurus GN=CLU PE=1 3v=1 - [CLUS_BOVIN]

Cytochrome ¢ OS=Hippopotamus amphibius GN=CYCS PE=1 5V=2 - [CYC_HIPAM)
Cytosolic Fe-5 cluster assembly factor NUBPL homolog O5=Aedes aegypti

Epididymal secretory protein E1 O5=Bos taurus GN=MNPLC2Z PE=1 5V=1 - [MPC2_BOVIN]
Fatty acid-binding protein, heart O5=Bos mutus grunniens GN=FABP3 PE=3 SW=3 -
Glycozylation-dependent cell adhesion molecule 1 05=Bos taurus GN=GLYCAMYL PE=1
Kappa-casein 05=Bos taurus GN=CSN3 PE=1 5V=1 - [CASK_BOWIN]

Lactadherin 0S=Bos tawrus GN=MFGEE PE=1 5V=2 - [ MFGM_BOVIN]

Lactoperoxidase 05=Bos taurus GN=LPO PE=1 5V=1 - [PERL_BOVIN]

Lactotransferrin O5=Bos taurus GN=LTF PE=1 5V=2 - [TRFL_BOVIN)

Nucleobindin-1 05=Bos taurus GN=NUCBL PE=2 SW=1 - [NUCE1_BOWIN]
Osteopontin-K 0S=Bos taurus PE=2 SW=1 - [OSTE_BOVIN]

Perilipin-2 05=Bos taurus GN=PLINZ PE=2 SV=1 - [PLUMNZ_BOVIN]

Platelet ghycoprotein 4 0%=Bos taurus GN=CD36 PE=1 5V=5 - [CD3&_BOVIN]
Polymeric immunoglobulin receptor 05=Bos taurus GN=FIGR PE=2 5¥=1 -
Prostaglandin-HZ D-isomerase 05=Bos taurus GN=PTGDS PE=1 5VW=1 - [FTGDS_BOVIN)
Serotransferrin 05=Bos taurus GMN=TF PE=2 SW=1 - [TRFE_BOVIN]

Serum albumin 05=Bos taurus GN=ALB PE=1 5V=4 - [ALBU_BOVIN]

Trypsin 05=5us scrofa PE=1 5v=1 - [TRYF_PIG]

Vitamin D-binding protein O5=Bos taurus GHN=GC PE=2 5V=1 - [VTDE_BOVIN)
¥anthine delydrogenase/oxidase O5=Bos taurus GM=X0OH PE=1 5V=4 - [XDH_BOVIN]
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Aminozuursamenstelling monster 1 en monster 2

Uitslag Metabaol Onderzoek
Aminsouren (MEN analyse, Quattrs Premier)

Distum 2E-Oct- 14
Monsters Johan Renes L] L] gem. duplo nr.1 LF] 7] gem. duplo nr2

Nr Componeant Cone pM Cone pM Cone pM Cone pM Cone pM Caone pM P AZIZ mg menster pg AZIZ mpg monster mg AZM00 g monster mg AZM00 g monster

1 s-sulfocysteins 0 0 o ] 0 o ] ] o o
2 taurine 1 1 1 1] 1 1 0.63 063 3,2 .2
3 fosfosthanolaming ] ] o ] ] o ] ] o o
4 saparaginezuur 274 253 264 20 210 207 1757 1378 BT85,0 GH88.4
5 ydronyprolne [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
] threonine 186 195 11 142 141 142 1157 BB 56879 42288
7 aaring 133 154 144 105 104 105 3.7 55,2 37850 27589
[ saparagine [i] 1 1 [i] [i] [1] 0,66 [i] 33,0 [1]
E] ghutarminezuwr 74 436 405 6 52 348 2479 2567 14886,9 128371
10 ghutaming [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
1 sarcosing 1 [i] 1 [i] [i] [1] 045 [i] FF¥] [1]
12 aifa-amino-adipinezuur [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
13 prolng 16 165 165 116 117 117 @50 64 4749 1 3367 6
14 ghycne (SIR) [ 7 75 241 38 240 281 0,1 14075 45040
15 alaninge (SIR) 166 172 1649 ] 253 256 ’53 114,0 7641 5701,8
16 citmudling [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
17 aifa-aminoboterzuws [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
18 valine 135 136 136 [ i 5 78,7 LG 3831 27823
19 momocitnuline [i] [i] [] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
20 Cysbne i 23 25 iE] 16 18 30,0 I 1501.8 10414
21 sacchanspene [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
F methioning [H KE] a1 F 20 Fil 30,6 15,7 1520.4 TH3.3
23 alle-isoleucine [i] [i] [] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
E cystathionine [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
25 molaucing 133 137 135 a3 a3 a3 8.5 61,0 44270 J049,7
il eucing 24 252 248 181 LEE] 180 1627 118,1 B135.3 5002,7
27 argminobameteenzuur [i] [i] [1] [i] [i] [1] 0 [i] [1] [1]
28 tyrogine 46 o) el 5 5 35 46,2 3.7 23102 15854
] peta-alanine 2 [ 2 [i] [ 1 0,89 0,45 44,5 FrE]
30 fenylalaning 58 58 50 [H [H [F] 48,7 7 2436, 6 17344
3 peta-amino-iso-boterzuur [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
32 momocystine [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
33 GETIME-E Mo boterzuur [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
3 ethanalamine 7 1 [] 2 2 Fl 1.2 0,61 61,1 30,5
5 delta-aminolevulinezur [i] [i] [1] [i] 2 1 [i] 0,66 [1] 318
B mydroxyly sne [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
v ormithine [i] [i] [1] [i] 2 1 [i] 0,66 [1] 33,0
iR hENE A 180 186 156 147 152 136,10 111.1 GTOT .8 5555,2
3 1-methyl-histding [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
40 higtiding EE] EE] 34 ) Fii 28 .3 Fiki 1318.8 1046,1
A1 F-methyl-hisbding [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
[H iryplofaan [] El i) L] L] G 4,2 g,1 459,5 06,3
A3 anaenne [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
A4 camosing [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
A5 angning v KE] EL] 30 3 EF] 330 ] 1650 1300
A& MmOcarnosne [i] [i] [] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
A8 formamina-L-glutarminezuur [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
A9 pepecalinezuur [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
50 peperideine-G-carbonzuur [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
51 cyahoys [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
52 gly-pra [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
53 W-aspartyl-glucosaming [i] [i] [] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]
54 aifa-amino-adipic semialdehyde [i] [i] [1] [i] [i] [1] [i] [i] [1] [1]




Legenda resultaten

Eiwitsamenstelling

Accession nummer Uniprot db
Gedetecteerde eiwitten zijn vermeld in de Uniprot database (www.uniprot.org).

Via het accession nummer is meer informatie te verkrijgen omtrent het
desbetreffende eiwit.

Score
Eiwit identificatie score

Sequence coverage
Geeft aan welk percentage van de aminozuursequentie van het eiwit
gedetecteerd is.

# proteins
Geeft aan hoeveel verschillende isovormen van het eiwit bekend zijn.

# unique peptides
Geeft aantal gevonden unieke peptides per eiwit aan.

#peptides en #PSM
Technische variabelen van het instrument en de meting



http://www.uniprot.org/

Aminozuursamenstelling

#1
monster 1

#2
monster 2

gem. duplo nr. 1
gemiddelde waarde van de duplo metingen van monster 1

gem. duplo nr. 2
gemiddelde waarde van de duplo metingen van monster 2

Conc uM
Concentratie van het aminozuur in micromolair

ug AZ/2 mg monster
Aantal microgram van het aminozuur per 2 milligram monster

mg AZ/100 g monster
Aantal milligram van het aminozuur per 100 gram monster




Interpretatie resultaten

Eiwitsamenstelling

Eiwitsamenstelling van monster 1 en monster 2 zijn vrijwel gelijk. Enige verschil
is beta casein (P02666) in monster 1 en clusterin (P17697) in monster 2. Op basis
van de informatie vanuit de Uniprot database is het grootste deel van de
geidentificeerde eiwitten bekend als melkeiwit, danwel gesecreteerd eiwit. Beide
type eiwitten zijn te verwachten in preparaten waarvan wei een belangrijk
ingredient is, zoals bij monster 1 en 2. Twee eiwitten, beide aanwezig in zowel
monster 1 als in monster 2, zijn opmerkelijk: Cytochome C (P62894) en Fatty acid
binding protein (Q4TZH2). Deze twee eiwitten staan niet bekend als
gesecreteerde eiwitten maar als intracellulaire eiwitten.

Opmerking: trypsin (P00761) in beide monsters is afkomstig van het enzym
porcine trypsine welke gebruikt wordt voor de digestie van eiwitten. Aangezien
trypsine zelf ook een eiwit is, wordt dit ook (deels) in peptiden geknipt waardoor
trypsin als eiwitidentificatie in de resultaten naar voren komt.

Aminozuursamenstelling
De aminozuursamenstelling van monster 1 zoals geidentificeerd komt overeen

met de aminozuren aangegeven op het etiket van de verpakking. Bij monster 2 is
geen melding gemaakt van de aminozuursamenstelling, echter op basis van de
meting kan geconcludeerd worden dat de aminozuren zoals aangegeven op het
etiket van de verpakking van monster 1 ook aanwezig zijn in monster 2. Waarbij
aangegeven dat de gevonden aminozuurconcentraties in monster 2 lager liggen
dan bij monster 1.

Naast de aangegeven aminnozuren van monster 1 zijn in dit monster ook taurine,
asparagine, sacrosine, beta-alanine en ethanolamine gevonden. Bij monster 2 zijn
dit: taurine, beta-alanine, ethanolamine, delta-aminolevulinezur en
hydroxylysine.

Taurine, asparagine, sacrosine, beta-alanine zijn natuurlijk voorkomende
aminozuren. Hydroxylysine wordt gevormd door hydroxylatie van natuurlijk
voorkomend lysine. Delta-aminolevulinezuur is een product van natuurlijk
voorkomend glycine en succinyl-CoA. Ethanolamine is de kopgroep van natuurlijk
voorkomende fosfolipiden.

Opmerking: De aangegeven hoeveelheden milligrammen aminozuren per 100
gram monster liggen bij monster 1 ongeveer 20% lager dan op het etiket vermeld
is. Dit is te verklaren door de uitgevoerde procedure waarbij een verlies van
ongeveer 15-20% te verwachten is.



