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B I F I D O B A C T E R I U M  B R E V E ,  C O M P O S I T I O N  C O M P R I S I N G  

B I F I D O B A C T E R I U M  B R E V E  O R  C U L T U R E  T H E R E O F ,  

A N D  U S E  O F  B I F I D O B A C T E R I U M  B R E V E  O R  C U L T U R E  

T H E R E O F  

 5 

T E C H N I C A L  F I E L D  

T h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  r e l a t e s  t o  a  p r o b i o t i c  a n d  i t s  

a p p l i c a t i o n ,  a n d  i n  p a r t i c u l a r  i t  r e l a t e s  t o  a  B i f i d o b a c t e r i u m  

b r e v e ,  a  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  o r  a  

c u l t u r e  t h e r e o f ,  a n d  t h e  u s e  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  o r  a  10 

c u l t u r e  t h e r e o f .  

 

B A C K G R O U N D  T E C H N O L O G I E S  

O v e r w e i g h t ,  h i g h  b l o o d  g l u c o s e ,  h i g h  b l o o d  l i p i d s ,  e t c .  

a r e  a l l  t h e  m a i n  r i s k  f a c t o r s  f o r  c a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e  15 

w h i l e  h e a l t h y  d i e t  a n d  m o d e r a t e  e x e r c i s e  a r e  o n e  o f  t h e  

w a y s  t o  a v o i d  t h e s e  r i s k  f a c t o r s .  

I t  i s  c u r r e n t l y  k n o w n  t h a t  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  

( G L P - 1 )  b e l o n g i n g  t o  a  t y p e  o f  i n c r e t i n ,  h a s  t h e  e f f e c t s  o f  

i n h i b i t i n g  g a s t r i c  m o t i l i t y ,  d e l a y i n g  g a s t r i c  e m p t y i n g ,  20 

s u p p r e s s i n g  a p p e t i t e ,  p r o m o t i n g  i n s u l i n  s e c r e t i o n  f r o m  

p a n c r e a t i c  i s l e t  β - c e l l s ,  a n d  i n h i b i t i n g  p a n c r e a t i c  g l u c a g o n  

s e c r e t i o n  f r o m  p a n c r e a t i c  i s l e t  α - c e l l s ,  a n d  i t  i s  a  h o t  t a r g e t  
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f o r  r e s e a r c h  o n  a p p e t i t e  r e g u l a t i o n ,  b l o o d  s u g a r  m o d u l a t i o n ,  

a n d  w e i g h t  c o n t r o l .  

P r o b i o t i c s  a r e  n o w  w i d e l y  a c c e p t e d  a s  a  h e a l t h  f o o d  

i n g r e d i e n t .  P r o b i o t i c s  a r e  d e f i n e d  a s  a c t i v e  m i c r o o r g a n i s m s  

t h a t  a r e  p r e s e n t  i n  s u f f i c i e n t  a m o u n t s  t o  a l t e r  t h e  5 

g a s t r o i n t e s t i n a l  f l o r a  o f  t h e  h o s t  a n d  p r o d u c e  b e n e f i c i a l  

h e a l t h  e f f e c t s ,  w h e r e i n  b a c t e r i a  b e l o n g i n g  t o  t h e  g e n u s  

L a c t o b a c i l l u s  o r  b e l o n g i n g  t o  g e n u s  B i f i d o b a c t e r i u m  a r e  t h e  

m o s t  w i d e l y  u s e d .  P r o b i o t i c s  c a n  u s u a l l y  c a u s e  a  d e c r e a s e  

i n  i n t e s t i n a l  p H  b y  l a c t i c  a c i d  s t i m u l a t i o n ,  w h i c h  i n  t u r n  10 

p r o d u c e s  p r o d u c t s  t h a t  c o n t r i b u t e  t o  t h e  g r o w t h  o f  m o r e  

b e n e f i c i a l  m i c r o o r g a n i s m s  a n d  e n h a n c e  t h e  h o s t ’ s  i m m u n e  

r e s p o n s e  t o  p a t h o g e n s .  

A s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  a  h e a l t h y  d i e t  i s  o n e  o f  t h e  w a y s  

t o  a v o i d  c a r d i o v a s c u l a r  d i s e a s e  r i s k  f a c t o r s  s u c h  a s  15 

o v e r w e i g h t ,  h i g h  b l o o d  g l u c o s e ,  a n d  h i g h  b l o o d  l i p i d s ,  a n d  

t h u s  t h e r e  i s  s t i l l  a n  u r g e n t  n e e d  t o  c o n d u c t  r e l e v a n t  

r e s e a r c h  o n  p r o b i o t i c s  a s  h e a l t h  f o o d s  i n  a p p e t i t e  

r e g u l a t i o n ,  b l o o d  g l u c o s e  m o d u l a t i o n ,  w e i g h t  c o n t r o l ,  e t c . ,  

t o  a c h i e v e  e f f e c t i v e  h e a l t h  m a n a g e m e n t  t h r o u g h  t h e  20 

c o n s u m p t i o n  o f  p r o b i o t i c s .  

 

S U M M A R Y  O F  T H E  I N V E N T I O N  
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T h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  p r o v i d e s  a  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  

b r e v e  w h i c h  i s  d e p o s i t e d  i n  t h e  B i o r e s o u r c e  C o l l e c t i o n  a n d  

R e s e a r c h  C e n t e r  o f  F o o d  I n d u s t r y  R e s e a r c h  a n d  

D e v e l o p m e n t  I n s t i t u t e ,  a n d  t h e  d e p o s i t  n u m b e r  o f  w h i c h  i s  

B C R C  9 1 1 1 4 5 .  5 

T h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  a l s o  p r o v i d e s  a  u s e  o f  t h e  

f o r e g o i n g  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  o r  a  c u l t u r e  t h e r e o f  

i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  c o m p o s i t i o n  f o r  r e d u c i n g  a p p e t i t e  

a n d / o r  p r o m o t i n g  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  

s e c r e t i o n .  10 

T h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  f u r t h e r  p r o v i d e s  a  u s e  o f  t h e  

f o r e g o i n g  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  o r  a  c u l t u r e  t h e r e o f  

i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  c o m p o s i t i o n  f o r  i n h i b i t i n g  

a d i p o c y t e  m a t u r a t i o n .  

T h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  a d d i t i o n a l l y  p r o v i d e s  a  u s e  o f  15 

t h e  n o v e l  a b o v e - m e n t i o n e d  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  o r  a  

c u l t u r e  t h e r e o f  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  c o m p o s i t i o n  f o r  

r e d u c i n g  f a t  a c c u m u l a t i o n  a n d / o r  p r o m o t i n g  f a t  m e t a b o l i s m .  

M o r e o v e r ,  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  p r o v i d e s  a  u s e  o f  t h e  

a b o v e - m e n t i o n e d  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  o r  a  c u l t u r e  20 

t h e r e o f  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  c o m p o s i t i o n  f o r  r e d u c i n g  

b o d y  w e i g h t .  

T h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  f u r t h e r  p r o v i d e s  a  u s e  o f  t h e  
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n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  m e n t i o n e d  a b o v e  o r  a  c u l t u r e  

t h e r e o f  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  c o m p o s i t i o n  f o r  m o d u l a t i n g  

b l o o d  l i p i d s .  

T h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  p r o v i d e s  a  u s e  o f  t h e  n o v e l  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  m e n t i o n e d  a b o v e  o r  a  c u l t u r e  t h e r e o f  5 

i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  c o m p o s i t i o n  f o r  m o d u l a t i n g  b l o o d  

g l u c o s e .  

I n  a d d i t i o n ,  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  f u r t h e r  p r o v i d e s  a  

p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n ,  c o m p r i s i n g  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  

n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  o r  a  c u l t u r e  t h e r e o f ;  a n d  a  10 

p r e b i o t i c .  

I n  o r d e r  t o  m a k e  t h e  f o r e g o i n g  a n d  o t h e r  p u r p o s e s ,  

f e a t u r e s ,  a n d  a d v a n t a g e s  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m o r e  

o b v i o u s  a n d  e a s i e r  t o  u n d e r s t a n d ,  t h e  f o l l o w i n g  p r e f e r r e d  

e m b o d i m e n t s ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  a c c o m p a n y i n g  d r a w i n g s ,  a r e  15 

d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  a s  f o l l o w s :  

 

D E S C R I P T I O N  O F  T H E  D R A W I N G S  

F I G .  1 A  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  a m o u n t  o f  g l u c a g o n - l i k e  

p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  s e c r e t e d  i n t o  t h e  m e d i u m  b y  t h e  c e l l s  20 

t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  

b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  

s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  
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m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 2 5 % ) .  

F I G .  1 B  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  P Y Y  g e n e  i n  

c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

4 8  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  5 

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  

* * :  p  <  0 . 0 1 .  

F I G .  2 A  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  a m o u n t  o f  g l u c a g o n - l i k e  

p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  s e c r e t e d  i n t o  t h e  m e d i u m  b y  t h e  c e l l s  10 

t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( t h e  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  15 

* :  p  <  0 . 0 5 .  

F I G .  2 B  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  P Y Y  g e n e  i n  

c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d e a d  b a c t e r i a  20 

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  

m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  

M o c k  g r o u p ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  



6 

 

F I G .  3 A  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  C / E B P A  g e n e  

i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

6  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  5 

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  

* * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  

F I G .  3 B  s h o w s  t h e  O i l  r e d  ( l i p i d )  c o n t e n t  i n  c e l l s  

t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  

b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5 .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  * * * :  p  <  10 

0 . 0 0 1 .  

F I G .  4 A  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n s  o f  U C P 1  g e n e  

a n d  U C P 2  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  

f o r  2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  15 

s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  

m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  

M o c k  g r o u p ,  * * :  p  <  0 . 0 1 ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  

F I G .  4 B  s h o w s  t h e  a m o u n t  o f  g l y c e r o l  i n  t h e  c u l t u r e d  

m e d i u m  o f  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  20 

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( t h e  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  
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c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  

* :  p  <  0 . 0 5 .  

F I G .  5  s h o w  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n s  o f  U C P 1  g e n e  a n d  

U C P 2  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  5 

a r e  c u l t u r e d  f o r  2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  

d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 2 5 % ) .  

C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  

F I G .  6 A  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  A T G L  g e n e  i n  10 

c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

4 8  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  15 

* * :  p  <  0 . 0 1 .  

F I G .  6 B  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  P L I N 1  g e n e  i n  

c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

6  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  20 

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  

* * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  
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F I G .  6 C  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  P P A R G 2  g e n e  

i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  5 

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  

* * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  

F I G .  6 D  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  L I P E  ( H S L )  

g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  10 

4 8  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  

* :  p  <  0 . 0 5 .  

F I G .  7 A  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  A T G L  g e n e  i n  15 

c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  

m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  20 

M o c k  g r o u p ,  * :  p  <  0 . 0 5 .  

F I G .  7 B  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  P L I N 1  g e n e  i n  

c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  
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B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  

m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  

M o c k  g r o u p ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  5 

F I G .  7 C  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  P P A R G 2  g e n e  

i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  10 

m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  

M o c k  g r o u p ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  

F I G .  7 D  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  C E B P A  g e n e  

i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  15 

2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  

m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  

M o c k  g r o u p ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  

F I G .  8 A  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  C E T P  g e n e  i n  20 

c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

6  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  
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o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  

* * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  

F I G .  8 B  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  S C A R B 1  g e n e  

i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  5 

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

6  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  

* :  p  <  0 . 0 5 .  10 

F I G .  8 C  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  A B C A 1  g e n e  

i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

6  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  15 

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  

* * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  

F I G .  8 D  s h o w s  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  L D L R  g e n e  i n  

c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  20 

4 8  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  



11 

 

* * :  p  <  0 . 0 1 .  

F I G .  9  s h o w  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n s  o f  C E T P  g e n e ,  

S C A R B 1  g e n e  a n d  A B C A 1  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  

d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  6  h o u r s ,  t h e  f i n a l  5 

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  

* :  p  <  0 . 0 5 ,  * * :  p  <  0 . 0 1 ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  

F I G .  1 0  s h o w  t h e  e x p r e s s i o n  o f  g l u c o s e  t r a n s p o r t e r  t y p e  10 

4  ( G L U T 4 )  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5 .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  

g r o u p ,  * * :  p  <  0 . 0 1 .  

F I G .  1 1  s h o w  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  g l u c o s e  

t r a n s p o r t e r  t y p e  4  ( G L U T 4 )  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  15 

b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5 .  C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  

F I G .  1 2  s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  s u r v e y  o n  t h e  a p p e t i t e  

s t a t u s  o f  t h e  s u b j e c t s  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  e f f i c a c y  t e s t  o f  

v i a b l e  b a c t e r i a  p o w d e r .  C o m p a r e d  t o  W e e k  0 ,  * :  p  <  0 . 0 5 ,  20 

* * :  p  <  0 . 0 1 .  

F I G .  1 3  s h o w s  t h e  c h a n g e s  i n  t o t a l  c h o l e s t e r o l  o f  t h e  

s u b j e c t s  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  e f f i c a c y  t e s t  o f  v i a b l e  
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b a c t e r i a  p o w d e r .  C o m p a r e d  t o  W e e k  0 ,  * :  p  <  0 . 0 5 .  T o t a l  

c h o l e s t e r o l  r e f e r e n c e  v a l u e :  < 2 0 0  m g / d L .  

F I G .  1 4 A  s h o w s  t h e  c h a n g e s  i n  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  

c h o l e s t e r o l  ( H D L - C )  o f  t h e  s u b j e c t s  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  

e f f i c a c y  t e s t  o f  v i a b l e  b a c t e r i a  p o w d e r .  C o m p a r e d  t o  W e e k  5 

0 ,  * * :  p  <  0 . 0 1 .  H i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  ( H D L -

C )  r e f e r e n c e  v a l u e :  > 4 0  m g / d L .  

F I G .  1 4 B  s h o w s  t h e  c h a n g e s  i n  l o w - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  

c h o l e s t e r o l  ( L D L - C )  o f  t h e  s u b j e c t s  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  

e f f i c a c y  t e s t  o f  v i a b l e  b a c t e r i a  p o w d e r .  L o w - d e n s i t y  10 

l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  ( L D L - C )  r e f e r e n c e  v a l u e :  < 1 0 0  

m g / d L .  

F I G .  1 4 C  s h o w s  t h e  c h a n g e s  i n  t h e  r a t i o  o f  l o w - d e n s i t y  

l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  t o  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  

c h o l e s t e r o l  ( L D L / H D L )  o f  t h e  s u b j e c t s  i n  t h e  e x p e r i m e n t  15 

f o r  e f f i c a c y  t e s t  o f  v i a b l e  b a c t e r i a  p o w d e r .  R e f e r e n c e  

v a l u e s  f o r  t h e  r a t i o  o f  l o w - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  

t o  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l :  M a l e :  < 3 . 5 5 ;  

F e m a l e :  < 3 . 2 2 .  

F I G .  1 5  s h o w s  t h e  c h a n g e s  i n  f a s t i n g  b l o o d  g l u c o s e  o f  20 

t h e  s u b j e c t s  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  e f f i c a c y  t e s t  o f  v i a b l e  

b a c t e r i a  p o w d e r .  C o m p a r e d  t o  W e e k  0 ,  * :  p  <  0 . 0 5 .  F a s t i n g  

b l o o d  g l u c o s e  r e f e r e n c e  v a l u e :  7 4 - 1 0 9  m g / d L .  
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F I G .  1 6 A  s h o w s  t h e  c h a n g e s  i n  b o d y  w e i g h t  o f  s u b j e c t s  

i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  e f f i c a c y  t e s t  o f  c o m p o s i t i o n  

c o n t a i n i n g  v i a b l e  b a c t e r i a  a n d  s o y b e a n  e x t r a c t .  

F I G .  1 6 B  s h o w s  t h e  c h a n g e s  i n  b o d y  f a t  p e r c e n t a g e  o f  

s u b j e c t s  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  e f f i c a c y  t e s t  o f  c o m p o s i t i o n  5 

c o n t a i n i n g  v i a b l e  b a c t e r i a  a n d  s o y b e a n  e x t r a c t .  

F I G .  1 7  s h o w s  t h e  c h a n g e s  i n  s e r u m  g l u c a g o n - l i k e  

p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b j e c t s  i n  t h e  

e x p e r i m e n t  f o r  b l o o d  g l u c o s e  m o d u l a t i n g  e f f i c a c y  t e s t  o f  

c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  v i a b l e  b a c t e r i a ,  s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  10 

a p p l e  e x t r a c t  ( M o d e  1 ) .  F o r  t h e  s a m e  g r o u p  o f  s u b j e c t s ,  

b l o o d  s a m p l e s  a r e  c o l l e c t e d  a t  t h e  s a m e  t i m e  i n t e r v a l s  w h e n  

t h e  s u b j e c t s  d o  n o t  t a k e  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  ( t h e  c o n t r o l  g r o u p )  a n d  w h e n  t h e  s u b j e c t s  t a k e  

t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  ( t h e  g r o u p  t a k i n g  15 

t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  

b a s e l i n e  ( f a s t i n g  b l o o d  t e s t  v a l u e  b e f o r e  t h e  s u b j e c t  t a k e s  

t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  ( n o t  t a k i n g  t h e  

c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e )  ( 0  h o u r ) ) ,  * :  p  <  

0 . 0 5 .  20 

F I G .  1 8  s h o w s  t h e  c h a n g e s  i n  b l o o d  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b j e c t s  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  b l o o d  

g l u c o s e  m o d u l a t i n g  e f f i c a c y  t e s t  o f  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  
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v i a b l e  b a c t e r i a ,  s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a p p l e  e x t r a c t  ( M o d e  1 ) .  

F o r  t h e  s a m e  g r o u p  o f  s u b j e c t s ,  b l o o d  s a m p l e s  a r e  c o l l e c t e d  

a t  t h e  s a m e  t i m e  i n t e r v a l s  w h e n  t h e  s u b j e c t s  d o  n o t  t a k e  t h e  

c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  ( t h e  c o n t r o l  g r o u p )  

a n d  w h e n  t h e  s u b j e c t s  t a k e  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  5 

d i s c l o s u r e  ( t h e  g r o u p  t a k i n g  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  b a s e l i n e  ( f a s t i n g  b l o o d  t e s t  

v a l u e  b e f o r e  t h e  s u b j e c t  t a k e s  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  ( n o t  t a k i n g  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e )  ( 0  h o u r ) ) ,  * :  p  <  0 . 0 5 ,  * * :  p  <  0 . 0 1 ,  * * * :  10 

p  <  0 . 0 0 1 .  

F I G .  1 9  s h o w s  t h e  c h a n g e s  i n  s e r u m  g l u c a g o n - l i k e  

p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b j e c t s  i n  t h e  

e x p e r i m e n t  f o r  b l o o d  g l u c o s e  m o d u l a t i n g  e f f i c a c y  t e s t  o f  

c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  v i a b l e  b a c t e r i a ,  s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  15 

a p p l e  e x t r a c t  ( M o d e  2 ) .  F o r  t h e  s a m e  g r o u p  o f  s u b j e c t s ,  

b l o o d  s a m p l e s  a r e  c o l l e c t e d  a t  t h e  s a m e  t i m e  i n t e r v a l s  w h e n  

t h e  s u b j e c t s  d o  n o t  t a k e  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  ( t h e  c o n t r o l  g r o u p )  a n d  w h e n  t h e  s u b j e c t s  t a k e  

t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  ( t h e  g r o u p  t a k i n g  20 

t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e ) .  

F I G .  2 0 A  s h o w s  t h e  c h a n g e s  i n  b l o o d  g l u c o s e  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b j e c t s  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  b l o o d  
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g l u c o s e  m o d u l a t i n g  e f f i c a c y  t e s t  o f  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  

v i a b l e  b a c t e r i a ,  s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a p p l e  e x t r a c t  ( M o d e  2 ) .  

F o r  t h e  s a m e  g r o u p  o f  s u b j e c t s ,  b l o o d  s a m p l e s  a r e  c o l l e c t e d  

a t  t h e  s a m e  t i m e  i n t e r v a l s  w h e n  t h e  s u b j e c t s  d o  n o t  t a k e  t h e  

c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  ( t h e  c o n t r o l  g r o u p )  5 

a n d  w h e n  t h e  s u b j e c t s  t a k e  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  ( t h e  g r o u p  t a k i n g  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  b a s e l i n e  ( f a s t i n g  b l o o d  t e s t  

v a l u e  b e f o r e  t h e  s u b j e c t  t a k e s  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  ( n o t  t a k i n g  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  10 

p r e s e n t  d i s c l o s u r e )  ( 0  h o u r ) ) ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  C o m p a r e d  t o  

t h e  c o n t r o l  g r o u p ,  # :  p  <  0 . 0 5 .  

F I G .  2 0 B  s h o w s  t h e  c h a n g e s  i n  b l o o d  i n s u l i n  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b j e c t s  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  b l o o d  

g l u c o s e  m o d u l a t i n g  e f f i c a c y  t e s t  o f  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  15 

v i a b l e  b a c t e r i a ,  s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a p p l e  e x t r a c t  ( M o d e  2 ) .  

F o r  t h e  s a m e  g r o u p  o f  s u b j e c t s ,  b l o o d  s a m p l e s  a r e  c o l l e c t e d  

a t  t h e  s a m e  t i m e  i n t e r v a l s  w h e n  t h e  s u b j e c t s  d o  n o t  t a k e  t h e  

c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  ( t h e  c o n t r o l  g r o u p )  

a n d  w h e n  t h e  s u b j e c t s  t a k e  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  20 

d i s c l o s u r e  ( t h e  g r o u p  t a k i n g  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e ) .  C o m p a r e d  t o  t h e  b a s e l i n e  ( f a s t i n g  b l o o d  t e s t  

v a l u e  b e f o r e  t h e  s u b j e c t  t a k e s  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  
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p r e s e n t  d i s c l o s u r e  ( n o t  t a k i n g  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e )  ( 0  h o u r ) ) ,  * * :  p  <  0 . 0 1 .  

F I G .  2 1  s h o w s  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  b l o o d  g l u c o s e  

m o d u l a t i n g  e f f i c a c y  t e s t  o f  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  v i a b l e  

b a c t e r i a ,  s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a p p l e  e x t r a c t  ( M o d e  2 ) ,  5 

c h a n g e s  i n  f a s t i n g  b l o o d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s u b j e c t s  

o n  t h e  D a y  5  a n d  D a y  8  ( a f t e r  t a k i n g  t h e  a b o v e  c o m p o s i t i o n  

f o r  3  c o n s e c u t i v e  d a y s  ( D a y  5  t o  D a y  7 ) )  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  

F I G .  2 2 A  s h o w s  s u r v e y  r e s u l t s  o n  t h e  s u b j e c t s ’  f e e l i n g  

o f  h u n g e r  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  b l o o d  g l u c o s e  m o d u l a t i n g  10 

e f f i c a c y  t e s t  o f  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  v i a b l e  b a c t e r i a ,  

s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a p p l e  e x t r a c t  ( M o d e  2 ) .  

F I G .  2 2 B  s h o w s  s u r v e y  r e s u l t s  o n  t h e  s u b j e c t s ’  a p p e t i t e  

l e v e l  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  b l o o d  g l u c o s e  m o d u l a t i n g  

e f f i c a c y  t e s t  o f  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  v i a b l e  b a c t e r i a ,  15 

s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a p p l e  e x t r a c t  ( M o d e  2 ) .  

F I G .  2 2 C  s h o w s  s u r v e y  r e s u l t s  o n  s u b j e c t s ’  o v e r a l l  

a p p e t i t e  c h a n g e s  i n  t h e  e x p e r i m e n t  f o r  b l o o d  g l u c o s e  

m o d u l a t i n g  e f f i c a c y  t e s t  o f  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  v i a b l e  

b a c t e r i a ,  s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a p p l e  e x t r a c t  ( M o d e  2 ) .  20 

 

D E T A I L E D  D E S C R I P T I O N  O F  T H E  I N V E N T I O N  

T h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  p r o v i d e  a  p r o b i o t i c ,  w h i c h  
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m a y  b e  a n  i s o l a t e d  p r o b i o t i c .  T h e  f o r e g o i n g  i s o l a t e d  

p r o b i o t i c  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  b e  B i f i d o b a c t e r i u m  

b r e v e .  I n  o n e  e m b o d i m e n t ,  t h e  f o r e g o i n g  i s o l a t e d  p r o b i o t i c  

o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  b e  a  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  

b r e v e  w h i c h  w a s  d e p o s i t e d  i n  t h e  B i o r e s o u r c e  C o l l e c t i o n  5 

a n d  R e s e a r c h  C e n t e r  ( B C R C )  o f  F o o d  I n d u s t r y  R e s e a r c h  a n d  

D e v e l o p m e n t  I n s t i t u t e  (F I R D I ) ,  T a i w a n ,  C h i n a  o n  A u g u s t  8 ,  

2 0 2 2 ,  a n d  o b t a i n e d  t h e  d e p o s i t  n u m b e r  B C R C  9 1 1 1 4 5 ,  a n d  

w h i c h  w a s  a l s o  d e p o s i t e d  i n  t h e  G e r m a n  C o l l e c t i o n  o f  

M i c r o o r g a n i s m s  a n d  C e l l  C u l t u r e s  G m b H  ( D S M Z )  o n  10 

S e p t e m b e r  7 ,  2 0 2 2  a n d  o b t a i n e d  t h e  d e p o s i t  n u m b e r  D S M  

3 4 3 8 3  w h i l e  f o r  t h e  s a k e  o f  c o n c i s e n e s s ,  t h i s  n o v e l  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  h e r e i n a f t e r  w i l l  b e  r e f e r r e d  t o  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  c o n t e n t  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e .  15 

E f f e c t s  o f  t h e  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o f  

t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  c o m p r i s e ,  b u t  i s  n o t  l i m i t e d  t o ,  

r e d u c i n g  a p p e t i t e ,  p r o m o t i n g  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P -

1 )  s e c r e t i o n ,  i n h i b i t i n g  a d i p o c y t e  m a t u r a t i o n ,  r e d u c i n g  f a t  

a c c u m u l a t i o n ,  p r o m o t i n g  f a t  m e t a b o l i s m ,  r e d u c i n g  b o d y  20 

w e i g h t ,  m o d u l a t i n g  b l o o d  l i p i d s  ( s u c h  a s  r e d u c i n g  t o t a l  

c h o l e s t e r o l ,  p r o m o t i n g  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  

( H D L - C )  s y n t h e s i s ,  p r o m o t i n g  l o w - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  
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c h o l e s t e r o l  ( L D L - C )  m e t a b o l i s m ) ,  m o d u l a t i n g  b l o o d  

g l u c o s e ,  e t c . ,  o r  a n y  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  a b o v e .  

T h e r e  i s  n o  p a r t i c u l a r  l i m i t a t i o n  o n  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  

t h e  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e ,  f o r  e x a m p l e ,  t h e  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  5 

9 1 1 1 4 5  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  b e  a p p l i e d  t o  t h e  f i e l d s  

r e l a t e d  t o  h e a l t h  m a n a g e m e n t  a n d / o r  m e d i c a l  t r e a t m e n t  e t c . ,  

e s p e c i a l l y  m a y  b e  a p p l i e d  t o  t h e  a r e a s  o f  a p p e t i t e  c o n t r o l ,  

b o d y  w e i g h t  c o n t r o l ,  b o d y  f a t  m o d u l a t i o n ,  b l o o d  l i p i d  

m o d u l a t i o n ,  b l o o d  g l u c o s e  m o d u l a t i o n ,  e t c . ,  b u t  i t  i s  a l s o  10 

n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  

I n  o n e  e m b o d i m e n t ,  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  B i f i d o b a c t e r i u m  

b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  b e  

p r e p a r e d  a s  a n  o r a l  d o s a g e  f o r m .  E x a m p l e s  o f  t h e  a b o v e -

m e n t i o n e d  o r a l  d o s a g e  f o r m  m a y  i n c l u d e ,  b u t  a r e  n o t  l i m i t e d  15 

t o ,  a  p o w d e r ,  a  g r a n u l e ,  a  t a b l e t ,  a  t r o c h e ,  a  p i l l ,  a  c a p s u l e ,  

a  l o z e n g e ,  a  s o l u t i o n ,  a  s u s p e n s i o n ,  a n  e m u l s i o n ,  a  s y r u p ,  

a n  e l i x i r  o r  a  s l u r r y ,  e t c .  

I n  o n e  s p e c i f i c  e m b o d i m e n t ,  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o f  t h e  p r e s e n t  20 

d i s c l o s u r e  m a y  b e  p r e p a r e d  a s  a  p o w d e r  f o r  o r a l  d o s a g e  

f o r m .  I n  a n o t h e r  s p e c i f i c  e m b o d i m e n t ,  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o f  t h e  p r e s e n t  
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d i s c l o s u r e  m a y  b e  p r e p a r e d  a s  a  c a p s u l e  f o r  o r a l  d o s a g e  

f o r m .  I n  y e t  a n o t h e r  s p e c i f i c  e m b o d i m e n t ,  t h e  

a f o r e m e n t i o n e d  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  b e  p r e p a r e d  a s  a  s o l u t i o n  f o r  o r a l  

d o s a g e  f o r m .  5 

T h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  a l s o  p r o v i d e  a  p r o b i o t i c  

c u l t u r e  w h i c h  i s  a  c u l t u r e  o f  a n y  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  w h i l e  t h e  p r o b i o t i c  d e s c r i b e d  h e r e i n  m a y  

i n c l u d e  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e .  I n  o n e  e m b o d i m e n t ,  t h e  

p r o b i o t i c  d e s c r i b e d  h e r e i n  m a y  b e  f o r e g o i n g  10 

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5 .  

T h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  

m e n t i o n e d  a b o v e  m a y  c o m p r i s e  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  

p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  c u l t u r e d  ( i . e . ,  t h e  p r o b i o t i c  w h i c h  

h a s  b e e n  c u l t u r e d  a l o n e ) ,  a  c u l t u r e d  m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  15 

a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  c u l t u r e d  ( i . e . ,  t h e  

p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  c u l t u r e d  p l u s  t h e  c u l t u r e d  

m e d i u m ) ,  o r  a  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  i n  w h i c h  t h e  

a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  c u l t u r e d  h a s  b e e n  

r e m o v e d  ( i . e . ,  t h e  c u l t u r e d  m e d i u m  a l o n e ) ,  b u t  i t  i s  n o t  20 

l i m i t e d  t h e r e t o .  

T h e  m a n n e r  o f  s e p a r a t i n g  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  w h i c h  

h a s  b e e n  c u l t u r e d  f r o m  t h e  c u l t u r e d  m e d i u m  t o  o b t a i n  t h e  
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i n d i v i d u a l  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  c u l t u r e d  a n d  

f o r e g o i n g  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  ( c u l t u r e d  m e d i u m  a l o n e )  i s  

n o t  p a r t i c u l a r l y  l i m i t e d ,  a s  l o n g  a s  t h e  t w o  c a n  b e  s e p a r a t e d .  

F o r  e x a m p l e ,  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  

c u l t u r e d  m a y  b e  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  c u l t u r e d  m e d i u m  b y  5 

m e a n s  s u c h  a s  c e n t r i f u g a t i o n ,  f i l t r a t i o n ,  o r  t h e  l i k e ,  b u t  i t  

i s  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  

M o r e o v e r ,  s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d  ( S C F A )  c o n t a i n e d  i n  

t h e  c u l t u r e d  m e d i u m  o r  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  i n  t h e  p r o b i o t i c  

c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  i n c l u d e  a t  l e a s t  o n e  10 

o f  t h e  f o l l o w i n g ,  b u t  i s  n o t  l i m i t e d  t o :  f o r m i c  a c i d ,  a c e t i c  

a c i d ,  p r o p i o n i c  a c i d ,  b u t y r i c  a c i d ,  i s o b u t y r i c  a c i d ,  3 -

m e t h y l b u t y r i c  a c i d ,  e t c .  

F o r  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  

m e n t i o n e d  a b o v e ,  i n  o n e  e m b o d i m e n t ,  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  15 

p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  c u l t u r e d  m a y  b e  a c t i v e  o r  m a i n t a i n  

i t s  a c t i v i t y ,  o r  m a y  b e  a  v i a b l e  b a c t e r i u m .  

F u r t h e r m o r e ,  f o r  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e ,  i n  a n o t h e r  e m b o d i m e n t ,  t h e  

a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  c u l t u r e d  m a y  h a v e  20 

b e e n  s t r i p p e d  o f  i t s  o w n  p h y s i o l o g i c a l  a c t i v i t y  ( t h e  

b a c t e r i u m  l o s e s  i t s  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s ) ,  o r  m a y  b e  a  

d e a d  b a c t e r i u m .   T h e r e  i s  n o  p a r t i c u l a r  l i m i t a t i o n  o n  a  
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m a n n e r  o f  m a k i n g  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  

b e e n  c u l t u r e d  b e  s t r i p p e d  o f  i t s  o w n  p h y s i o l o g i c a l  a c t i v i t y  

o r  b e c a m e  a  d e a d  b a c t e r i u m ,  a s  l o n g  a s  i t  c a n  m a k e  t h e  

a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  c u l t u r e d  b e  

s t r i p p e d  o f  i t s  p h y s i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o r  b e c a m e  a  d e a d  5 

b a c t e r i u m .  I n  o n e  e m b o d i m e n t ,  t h e  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  

c u l t u r e d  m e n t i o n e d  a b o v e  c a n  b e  m a d e  b e  s t r i p p e d  o f  i t s  

p h y s i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o r  b e c a m e  a  d e a d  b a c t e r i u m  b y  a  

p h y s i c a l  m e a n .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  

c u l t u r e d  m e n t i o n e d  a b o v e  c a n  b e  m a d e  b e  s t r i p p e d  o f  i t s  10 

p h y s i o l o g i c a l  a c t i v i t y  ( t h e  b a c t e r i u m  l o s e s  i t s  

p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s )  o r  b e c a m e  a  d e a d  b a c t e r i u m  b y  

h i g h  t e m p e r a t u r e  a n d / o r  h i g h  p r e s s u r e ,  b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  

t h e r e t o .  

I n  o n e  e m b o d i m e n t ,  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  15 

d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e  m a y  b e  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  

w h i c h  h a s  b e e n  c u l t u r e d  ( i . e . ,  t h e  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  

c u l t u r e d  a l o n e ) .  F o r  t h i s  e m b o d i m e n t ,  i n  o n e  s p e c i f i c  

e m b o d i m e n t ,  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  

c u l t u r e d  m a y  b e  a c t i v e  o r  m a i n t a i n  i t s  a c t i v i t y ,  o r  m a y  b e  a  20 

v i a b l e  b a c t e r i u m ,  h o w e v e r ,  i n  a n o t h e r  s p e c i f i c  e m b o d i m e n t ,  

t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  c u l t u r e d  m a y  h a v e  

b e e n  s t r i p p e d  o f  i t s  o w n  p h y s i o l o g i c a l  a c t i v i t y  ( t h e  
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b a c t e r i u m  l o s e s  i t s  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s ) ,  o r  m a y  b e  a  

d e a d  b a c t e r i u m .  

I n  a n o t h e r  e m b o d i m e n t ,  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e  m a y  b e  a  c u l t u r e d  

m e d i u m  c o n t a i n i n g  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  5 

b e e n  c u l t u r e d  ( i . e . ,  t h e  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  c u l t u r e d  

p l u s  t h e  c u l t u r e d  m e d i u m ) .  F o r  t h i s  e m b o d i m e n t ,  i n  o n e  

s p e c i f i c  e m b o d i m e n t ,  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  

b e e n  c u l t u r e d  m a y  b e  a c t i v e  o r  m a i n t a i n  i t s  a c t i v i t y ,  o r  m a y  

b e  a  v i a b l e  b a c t e r i u m ,  h o w e v e r ,  i n  a n o t h e r  s p e c i f i c  10 

e m b o d i m e n t ,  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  w h i c h  h a s  b e e n  

c u l t u r e d  m a y  h a v e  b e e n  s t r i p p e d  o f  i t s  o w n  p h y s i o l o g i c a l  

a c t i v i t y  ( t h e  b a c t e r i u m  l o s e s  i t s  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s ) ,  

o r  m a y  b e  a  d e a d  b a c t e r i u m .  

I n  f u r t h e r  a n o t h e r  e m b o d i m e n t ,  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  15 

t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e  m a y  b e  a  c u l t u r e d  

s u p e r n a t a n t  i n  w h i c h  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  h a v e  

b e e n  r e m o v e d  ( i . e . ,  t h e  c u l t u r e d  m e d i u m  a l o n e ) .  F o r  t h i s  

e m b o d i m e n t ,  i n  o n e  s p e c i f i c  e m b o d i m e n t ,  t h e  f o r e g o i n g  

c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  m a y  b e  s t e r i l i z e d  a n d / o r  d i s i n f e c t e d ,  20 

h o w e v e r ,  i n  a n o t h e r  s p e c i f i c  e m b o d i m e n t ,  t h e  f o r e g o i n g  

c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  m a y  b e  n o n - s t e r i l i z e d  a n d / o r  n o n -

d i s i n f e c t e d .  T h e r e  i s  n o  p a r t i c u l a r  l i m i t a t i o n  o n  a  m a n n e r  
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f o r  s t e r i l i z i n g  a n d / o r  d i s i n f e c t i n g  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t ,  

a s  l o n g  a s  i t  c a n  m a k e  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  b e  s t e r i l i z e d  

a n d / o r  s t r i p p e d  o f  t o x i n s  t h a t  m a y  b e  c o n t a i n e d  t h e r e i n .  F o r  

e x a m p l e ,  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  c a n  b e  m a d e  b e  s t e r i l i z e d  

a n d / o r  s t r i p p e d  o f  t o x i n s  t h a t  m a y  b e  c o n t a i n e d  t h e r e i n  b y  5 

h i g h  t e m p e r a t u r e  a n d / o r  h i g h  p r e s s u r e ,  b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  

t h e r e t o .  

F u r t h e r m o r e ,  f o r  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e ,  t h e r e  i s  a l s o  n o  p a r t i c u l a r  

l i m i t a t i o n  o n  a  m e d i u m  u s e d  t o  c u l t u r e  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  10 

p r o b i o t i c  t o  p r o d u c e  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e ,  a s  l o n g  a s  i t  c a n  m a k e  t h e  

a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  g r o w .  E x a m p l e s  o f  a  m e d i u m  t h a t  

c a n  b e  u s e d  t o  c u l t u r e  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  t o  

p r o d u c e  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  15 

m e n t i o n e d  a b o v e  m a y  i n c l u d e ,  b u t  i s  n o t  l i m i t e d  t o ,  M R S  

b r o t h  ( D e M a n - R o g o s a - S h a r p e  b r o t h ) ,  L y s o g e n y  b r o t h  ( L B ) ,  

s k i m  m i l k  m e d i u m ,  e t c .  F o r  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e ,  i n  o n e  e m b o d i m e n t ,  a  

m e d i u m  u s e d  t o  c u l t u r e  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  t o  p r o d u c e  20 

t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  

a b o v e  m a y  b e  M R S  b r o t h .  

I n  o n e  e m b o d i m e n t ,  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  
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d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e  m a y  b e  p r e p a r e d  a s  a n  o r a l  

d o s a g e  f o r m .  E x a m p l e s  o f  t h e  a b o v e - m e n t i o n e d  o r a l  d o s a g e  

f o r m  m a y  i n c l u d e ,  b u t  a r e  n o t  l i m i t e d  t o ,  a  p o w d e r ,  a  

g r a n u l e ,  a  t a b l e t ,  a  t r o c h e ,  a  p i l l ,  a  c a p s u l e ,  a  l o z e n g e ,  a  

s o l u t i o n ,  a  s u s p e n s i o n ,  a n  e m u l s i o n ,  a  s y r u p ,  a n  e l i x i r  o r  a  5 

s l u r r y ,  e t c .  

I n  o n e  s p e c i f i c  e m b o d i m e n t ,  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  

p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  b e  p r e p a r e d  

a s  a  p o w d e r  f o r  o r a l  d o s a g e  f o r m .  I n  a n o t h e r  s p e c i f i c  

e m b o d i m e n t ,  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  10 

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  b e  p r e p a r e d  a s  a  c a p s u l e  f o r  o r a l  

d o s a g e  f o r m .  I n  y e t  a n o t h e r  s p e c i f i c  e m b o d i m e n t ,  t h e  

a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  

m a y  b e  p r e p a r e d  a s  a  s o l u t i o n  f o r  o r a l  d o s a g e  f o r m .  

I n  a d d i t i o n ,  f o r  a n y  o f  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  15 

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e ,  i n  o n e  s p e c i f i c  

e m b o d i m e n t ,  s a i d  p r o b i o t i c  m a y  b e  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5 .  

T h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  

m e n t i o n e d  a b o v e  m a y  h a v e  e f f e c t s  o f  r e d u c i n g  a p p e t i t e ,  20 

p r o m o t i n g  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  s e c r e t i o n ,  

i n h i b i t i n g  a d i p o c y t e  m a t u r a t i o n ,  r e d u c i n g  f a t  a c c u m u l a t i o n ,  

p r o m o t i n g  f a t  m e t a b o l i s m ,  r e d u c i n g  b o d y  w e i g h t ,  
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m o d u l a t i n g  b l o o d  l i p i d s  ( s u c h  a s  r e d u c i n g  t o t a l  c h o l e s t e r o l ,  

p r o m o t i n g  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  ( H D L - C )  

s y n t h e s i s ,  p r o m o t i n g  l o w - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  

( L D L - C )  m e t a b o l i s m ) ,  m o d u l a t i n g  b l o o d  g l u c o s e ,  e t c . ,  o r  

a n y  c o m b i n a t i o n  o f  t h e  a b o v e ,  b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  5 

M o r e o v e r ,  t h e r e  i s  a l s o  n o  p a r t i c u l a r  l i m i t a t i o n  o n  t h e  

a p p l i c a t i o n  o f  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  p r o b i o t i c  

c u l t u r e  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e  m a y  b e  

a p p l i e d  t o  t h e  f i e l d s  r e l a t e d  t o  h e a l t h  m a n a g e m e n t  a n d / o r  10 

m e d i c a l  t r e a t m e n t  e t c . ,  e s p e c i a l l y  m a y  b e  a p p l i e d  t o  t h e  

a r e a s  o f  a p p e t i t e  c o n t r o l ,  b o d y  w e i g h t  c o n t r o l ,  b o d y  f a t  

m o d u l a t i o n ,  b l o o d  l i p i d  m o d u l a t i o n ,  b l o o d  g l u c o s e  

m o d u l a t i o n ,  e t c . ,  b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  

B a s e d  o n  t h e  f o r e g o i n g ,  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  a l s o  15 

p r o v i d e  t h e  f o l l o w i n g  u s e s  o f  a n y  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  

p r o b i o t i c  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  a n y  o f  t h e  

a f o r e m e n t i o n e d  c u l t u r e  t h e r e o f ,  b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  

t h e r e t o :   

( i )  A  u s e  o f  a n y  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  o f  t h e  20 

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  a n y  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  c u l t u r e  

t h e r e o f  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  c o m p o s i t i o n  f o r  r e d u c i n g  

a p p e t i t e  a n d / o r  p r o m o t i n g  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  
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s e c r e t i o n ;  

( i i )  A  u s e  o f  a n y  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  a n y  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  c u l t u r e  

t h e r e o f  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  c o m p o s i t i o n  f o r  i n h i b i t i n g  

a d i p o c y t e  m a t u r a t i o n ;  5 

( i i i )  A  u s e  o f  a n y  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  a n y  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  c u l t u r e  

t h e r e o f  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  c o m p o s i t i o n  f o r  r e d u c i n g  

f a t  a c c u m u l a t i o n  a n d / o r  p r o m o t i n g  f a t  m e t a b o l i s m ;  

( i v )  A  u s e  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  o f  t h e  10 

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  a n y  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  c u l t u r e  

t h e r e o f  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  c o m p o s i t i o n  f o r  r e d u c i n g  

b o d y  w e i g h t ;  

( v )  A  u s e  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  o r  a n y  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  c u l t u r e  t h e r e o f  i n  15 

t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  c o m p o s i t i o n  f o r  m o d u l a t i n g  b l o o d  

l i p i d s .  S a i d  m o d u l a t i n g  b l o o d  l i p i d s  m a y  c o m p r i s e  r e d u c i n g  

t o t a l  c h o l e s t e r o l ,  p r o m o t i n g  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  

c h o l e s t e r o l  ( H D L - C )  s y n t h e s i s ,  p r o m o t i n g  l o w - d e n s i t y  

l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  ( L D L - C )  m e t a b o l i s m ,  e t c . ,  b u t  i t  i s  20 

n o t  l i m i t e d  t h e r e t o ;  a n d / o r  

 ( v i )  A  u s e  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  p r o b i o t i c  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  a n y  o f  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  c u l t u r e  
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t h e r e o f  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  c o m p o s i t i o n  f o r  m o d u l a t i n g  

b l o o d  g l u c o s e .  

F u r t h e r m o r e ,  b a s e d  o n  t h e  f o r e g o i n g ,  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  m a y  f u r t h e r  p r o v i d e  t h e  f o l l o w i n g  m e t h o d ,  b u t  i t  

i s  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o :  5 

( i )  A  m e t h o d  f o r  r e d u c i n g  a p p e t i t e  a n d / o r  p r o m o t i n g  

g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  s e c r e t i o n ,  c o m p r i s i n g ,  b u t  

n o t  l i m i t e d  t o ,  a d m i n i s t e r i n g  a n y  o f  t h e  p r o b i o t i c  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e  o r  a n y  o f  t h e  c u l t u r e  

t h e r e o f  m e n t i o n e d  a b o v e  t o  a  s u b j e c t  i n  n e e d  t h e r e o f ;  10 

( i i )  A  m e t h o d  f o r  i n h i b i t i n g  a d i p o c y t e  m a t u r a t i o n ,  

c o m p r i s i n g ,  b u t  n o t  l i m i t e d  t o ,  a d m i n i s t e r i n g  a n y  o f  t h e  

p r o b i o t i c  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e  o r  a n y  

o f  t h e  c u l t u r e  t h e r e o f  m e n t i o n e d  a b o v e  t o  a  s u b j e c t  i n  n e e d  

t h e r e o f ;  15 

( i i i )  A  m e t h o d  f o r  r e d u c i n g  f a t  a c c u m u l a t i o n  a n d / o r  

p r o m o t i n g  f a t  m e t a b o l i s m ,  c o m p r i s i n g ,  b u t  n o t  l i m i t e d  t o ,  

a d m i n i s t e r i n g  a n y  o f  t h e  p r o b i o t i c  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  

m e n t i o n e d  a b o v e  o r  a n y  o f  t h e  c u l t u r e  t h e r e o f  m e n t i o n e d  

a b o v e  t o  a  s u b j e c t  i n  n e e d  t h e r e o f ;  20 

( i v )  A  m e t h o d  f o r  r e d u c i n g  b o d y  w e i g h t ,  c o m p r i s i n g ,  

b u t  n o t  l i m i t e d  t o ,  a d m i n i s t e r i n g  a n y  o f  t h e  p r o b i o t i c  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e  o r  a n y  o f  t h e  c u l t u r e  
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t h e r e o f  m e n t i o n e d  a b o v e  t o  a  s u b j e c t  i n  n e e d  t h e r e o f ;  

( v )  A  m e t h o d  f o r  m o d u l a t i n g  b l o o d  l i p i d s ,  c o m p r i s i n g ,  

b u t  n o t  l i m i t e d  t o ,  a d m i n i s t e r i n g  a n y  o f  t h e  p r o b i o t i c  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e  o r  a n y  o f  t h e  c u l t u r e  

t h e r e o f  m e n t i o n e d  a b o v e  t o  a  s u b j e c t  i n  n e e d  t h e r e o f .  T h e  5 

m o d u l a t i n g  b l o o d  l i p i d s  m a y  c o m p r i s e  r e d u c i n g  t o t a l  

c h o l e s t e r o l ,  p r o m o t i n g  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  

( H D L - C )  s y n t h e s i s ,  p r o m o t i n g  l o w - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  

c h o l e s t e r o l  ( L D L - C )  m e t a b o l i s m ,  e t c . ,  b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  

t h e r e t o ;  a n d / o r  10 

( v i )  A  m e t h o d  f o r  m o d u l a t i n g  b l o o d  g l u c o s e ,  

c o m p r i s i n g ,  b u t  n o t  l i m i t e d  t o ,  a d m i n i s t e r i n g  a n y  o f  t h e  

p r o b i o t i c  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  a b o v e  o r  a n y  

o f  t h e  c u l t u r e  t h e r e o f  m e n t i o n e d  a b o v e  t o  a  s u b j e c t  i n  n e e d  

t h e r e o f .  15 

T h e  s u b j e c t  m e n t i o n e d  a b o v e  m a y  c o m p r i s e  a  v e r t e b r a t e ,  

b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  M o r e o v e r ,  t h e  v e r t e b r a t e  

m e n t i o n e d  a b o v e  m a y  i n c l u d e  a  f i s h ,  a n  a m p h i b i a n ,  a  

r e p t i l e ,  a  b i r d ,  o r  a  m a m m a l ,  b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  

E x a m p l e s  o f  t h e  m a m m a l  m a y  i n c l u d e ,  b u t  a r e  n o t  l i m i t e d  20 

t o ,  a  h u m a n ,  a n  o r a n g u t a n ,  a  m o n k e y ,  a  h o r s e ,  a  d o n k e y ,  a  

l l a m a ,  a  g o a t ,  a  p i g ,  a  d o g ,  a  c a t ,  a  r a b b i t ,  a  g u i n e a  p i g ,  a  

r a t ,  a n d  a  m o u s e .  I n  o n e  e m b o d i m e n t ,  t h e  s u b j e c t  m e n t i o n e d  
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a b o v e  m a y  b e  a  h u m a n .  

M o r e o v e r ,  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  f u r t h e r  p r o v i d e  a  

p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n .  T h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  

o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  c o m p r i s e ,  b u t  i s  n o t  l i m i t e d  

t o ,  a n y  o f  t h e  p r o b i o t i c  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m e n t i o n e d  5 

a b o v e  o r  a n y  o f  t h e  c u l t u r e  t h e r e o f  m e n t i o n e d  a b o v e  a n d  a  

p r e b i o t i c .  

I n  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e ,  

t h e  w e i g h t  r a t i o  o f  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  o r  t h e  c u l t u r e  t h e r e o f  t o  t h e  f o r e g o i n g  p r e b i o t i c  10 

m a y  b e  a b o u t  1 - 6 : 1 - 1 2 ,  s u c h  a s  a b o u t  1 - 5 . 5 : 1 . 5 - 1 1 ,  a b o u t  1 -

5 : 1 . 5 - 1 0 ,  a b o u t  1 - 4 : 2 - 9 ,  a b o u t  1 - 3 : 3 - 5 ,  a b o u t  1 : 1 ,  a b o u t  

1 : 1 . 5 ,  a b o u t  1 : 2 ,  a b o u t  1 : 2 . 5 ,  a b o u t  1 : 3 ,  a b o u t  1 . 5 : 1 ,  a b o u t  

2 : 1 ,  a b o u t  2 : 1 . 5 ,  a b o u t  2 : 3 ,  a b o u t  3 : 1 ,  a b o u t  3 : 8 ,  a b o u t  4 : 7 ,  

a b o u t  5 : 6 ,  a b o u t  6 : 5 ,  a b o u t  6 : 7 ,  b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  15 

I n  o n e  e m b o d i m e n t ,  i n  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e ,  t h e  w e i g h t  r a t i o  o f  t h e  f o r e g o i n g  

p r o b i o t i c  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  t h e  c u l t u r e  t h e r e o f  t o  

t h e  f o r e g o i n g  p r e b i o t i c  m a y  b e  a b o u t  1 : 1 .  I n  a n o t h e r  

e m b o d i m e n t ,  i n  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  20 

d i s c l o s u r e ,  t h e  w e i g h t  r a t i o  o f  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  o f  

t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  t h e  c u l t u r e  t h e r e o f  t o  t h e  

f o r e g o i n g  p r e b i o t i c  m a y  b e  a b o u t  1 : 1 . 5 .  I n  y e t  a n o t h e r  
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e m b o d i m e n t ,  i n  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e ,  t h e  w e i g h t  r a t i o  o f  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  o f  

t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  t h e  c u l t u r e  t h e r e o f  t o  t h e  

f o r e g o i n g  p r e b i o t i c  m a y  b e  a b o u t  1 : 2 .  

T h e  f o r e g o i n g  p r e b i o t i c  m a y  c o m p r i s e  a t  l e a s t  o n e  o f  5 

t h e  f o l l o w i n g  i n g r e d i e n t s ,  b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o :  a 

s o y b e a n  e x t r a c t ,  a n  o a t  e x t r a c t ,  a  b a r l e y  e x t r a c t ,  a n  a p p l e  

e x t r a c t ,  a  b a n a n a  e x t r a c t ,  a  t o m a t o  e x t r a c t ,  a  c h i c o r y  

e x t r a c t ,  a n  a s p a r a g u s  e x t r a c t ,  a  b e e t  e x t r a c t ,  a  g a r l i c  

e x t r a c t ,  a n  o n i o n  e x t r a c t ,  a  s e a w e e d  e x t r a c t ,  a  p e c t i n  10 

e x t r a c t ,  a  t e a  e x t r a c t ,  e t c .  

I n  o n e  e m b o d i m e n t ,  i n  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e ,  t h e  f o r e g o i n g  p r e b i o t i c  m a y  b e  a  

s o y b e a n  e x t r a c t .  I n  t h i s  e m b o d i m e n t ,  t h e  w e i g h t  r a t i o  o f  t h e  

f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  t h e  c u l t u r e  15 

t h e r e o f  t o  t h e  f o r e g o i n g  s o y b e a n  e x t r a c t  m a y  b e  a b o u t  1 -

6 : 1 - 6 ,  s u c h  a s  a b o u t  1 - 5 : 1 - 5 ,  a b o u t  1 . 5 - 4 : 1 . 5 - 4 ,  a b o u t  2 -

5 : 2 - 5 ,  a b o u t  2 . 5 - 6 : 2 . 5 - 6 ,  a b o u t  1 : 1 ,  a b o u t  1 : 1 . 5 ,  a b o u t  1 : 2 ,  

a b o u t  1 : 2 . 5 ,  a b o u t  1 : 3 ,  a b o u t  1 : 4 ,  a b o u t  1 . 5 : 1 ,  a b o u t  2 : 1 ,  

a b o u t  2 . 5 : 1 ,  a b o u t  3 : 1 ,  a b o u t  4 : 1 ,  a b o u t  2 : 3 ,  a b o u t  3 : 2 ,  20 

a b o u t  5 : 6 ,  a b o u t  6 : 5 ,  b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  M o r e o v e r ,  

i n  o n e  s p e c i f i c  e m b o d i m e n t  o f  t h i s  e m b o d i m e n t ,  t h e  w e i g h t  

r a t i o  o f  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  
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t h e  c u l t u r e  t h e r e o f  t o  t h e  f o r e g o i n g  s o y b e a n  e x t r a c t  m a y  b e  

a b o u t  1 : 1 .  I n  a n o t h e r  s p e c i f i c  e m b o d i m e n t  o f  t h i s  

e m b o d i m e n t ,  t h e  w e i g h t  r a t i o  o f  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  o f  

t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  t h e  c u l t u r e  t h e r e o f  t o  t h e  

f o r e g o i n g  s o y b e a n  e x t r a c t  m a y  b e  a b o u t  1 : 1 . 5 .  5 

I n  a n o t h e r  e m b o d i m e n t ,  i n  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  

t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e ,  t h e  f o r e g o i n g  p r e b i o t i c  m a y  

c o m p r i s e  a  s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a n  a p p l e  e x t r a c t .  I n  t h i s  

e m b o d i m e n t ,  t h e  w e i g h t  r a t i o  o f  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  o f  

t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  t h e  c u l t u r e  t h e r e o f ,  t h e  f o r e g o i n g  10 

s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  t h e  f o r e g o i n g  a p p l e  e x t r a c t  m a y  b e  

a b o u t  1 - 6 : 1 - 6 : 1 - 6 ,  s u c h  a s  a b o u t  1 - 5 : 1 - 5 : 1 - 5 ,  a b o u t  1 . 5 -

4 : 1 . 5 - 4 : 1 . 5 - 4 ,  a b o u t  2 - 5 : 2 - 5 : 2 - 5 ,  a b o u t  2 . 5 - 6 : 2 . 5 - 6 : 2 . 5 - 6 ,  

a b o u t  1 : 1 : 1 ,  a b o u t  1 : 1 . 5 : 1 . 5 ,  a b o u t  1 : 1 . 5 : 1 ,  a b o u t  1 : 1 : 1 . 5 ,  

a b o u t  1 . 5 : 1 : 1 ,  a b o u t  1 : 2 : 2 ,  a b o u t  1 : 2 : 1 ,  a b o u t  1 : 1 : 2 ,  a b o u t  15 

2 : 2 : 1 ,  a b o u t  2 : 1 : 1 ,  a b o u t  1 : 2 . 5 : 2 . 5 ,  a b o u t  1 : 2 . 5 : 1 ,  a b o u t  

1 : 1 : 2 . 5 ,  a b o u t  2 . 5 : 1 : 1 ,  a b o u t  1 : 3 : 3 ,  a b o u t  1 : 3 : 1 ,  a b o u t  

1 : 1 : 3 ,  a b o u t  3 : 1 : 1 ,  a b o u t  1 : 4 : 4 ,  a b o u t  1 : 4 : 1 ,  a b o u t  1 : 1 : 4 ,  

a b o u t  4 : 1 : 1 ,  a b o u t  2 : 3 : 3 ,  a b o u t  3 : 2 : 2 ,  a b o u t  5 : 6 : 6 ,  a b o u t  

6 : 5 : 5 ,  b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  M o r e o v e r ,  i n  o n e  20 

s p e c i f i c  e m b o d i m e n t  o f  t h i s  e m b o d i m e n t ,  t h e  w e i g h t  r a t i o  

o f  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  t h e  

c u l t u r e  t h e r e o f ,  t h e  f o r e g o i n g  s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  t h e  
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f o r e g o i n g  a p p l e  e x t r a c t  m a y  b e  a b o u t  1 : 1 : 1 .  I n  a n o t h e r  

s p e c i f i c  e m b o d i m e n t  o f  t h i s  e m b o d i m e n t ,  t h e  w e i g h t  r a t i o  

o f  t h e  f o r e g o i n g  p r o b i o t i c  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  o r  t h e  

c u l t u r e  t h e r e t o ,  t h e  f o r e g o i n g  s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  t h e  

f o r e g o i n g  a p p l e  e x t r a c t  m a y  b e  a b o u t  1 : 1 . 5 : 1 . 5 .  5 

I n  a d d i t i o n ,  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  m a y  b e  a  f o o d  c o m p o s i t i o n ,  a  p h a r m a c e u t i c a l  

c o m p o s i t i o n ,  e t c . ,  b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  

I n  o n e  e m b o d i m e n t ,  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  b e  a  f o o d  c o m p o s i t i o n .  I n  t h i s  10 

e m b o d i m e n t ,  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  m a y  b e  p r e p a r e d  a s  a n  o r a l  d o s a g e  f o r m ,  b u t  i t  i s  

a l s o  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  

I n  a n o t h e r  e m b o d i m e n t ,  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  b e  a  p h a r m a c e u t i c a l  c o m p o s i t i o n .  I n  15 

t h i s  e m b o d i m e n t ,  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  m a y  a l s o  b e  p r e p a r e d  a s  a n  o r a l  d o s a g e  f o r m ,  b u t  

i t  i s  a l s o  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  

T h e  o r a l  d o s a g e  f o r m  p r e p a r e d  b y  t h e  p r o b i o t i c  

c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  i n c l u d e ,  b u t  i s  20 

n o t  l i m i t e d  t o ,  a  p o w d e r ,  a  g r a n u l e ,  a  t a b l e t ,  a  t r o c h e ,  a  

p i l l ,  a  c a p s u l e ,  a  l o z e n g e ,  a  s o l u t i o n ,  a  s u s p e n s i o n ,  a n  

e m u l s i o n ,  a  s y r u p ,  a n  e l i x i r  o r  a  s l u r r y ,  e t c .  
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I n  o n e  e m b o d i m e n t ,  t h e  o r a l  d o s a g e  f o r m  p r e p a r e d  b y  

t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  b e  

a  p o w d e r .  I n  a n o t h e r  e m b o d i m e n t ,  t h e  o r a l  d o s a g e  f o r m  

p r e p a r e d  b y  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e  m a y  b e  a  c a p s u l e .  I n  y e t  a n o t h e r  e m b o d i m e n t ,  t h e  5 

o r a l  d o s a g e  f o r m  p r e p a r e d  b y  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  

t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  b e  a  s o l u t i o n .  

M o r e o v e r ,  i n  t h e  e m b o d i m e n t  i n  w h i c h  t h e  p r o b i o t i c  

c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  b e  a  f o o d  

c o m p o s i t i o n ,  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  10 

d i s c l o s u r e ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  m e n t i o n e d  

a b o v e  a n d  t h e  p r e b i o t i c  m e n t i o n e d  a b o v e ,  m a y  f u r t h e r  

c o m p r i s e  a n  a d d i t i v e  w h i c h  i s  a c c e p t a b l e  f o r  f o o d .  

T h e  f o r e g o i n g  a d d i t i v e  w h i c h  i s  a c c e p t a b l e  f o r  f o o d  m a y  

i n c l u d e ,  b u t  i s  n o t  l i m i t e d  t o ,  a  p r e s e r v a t i v e ,  a  b a c t e r i c i d e ,  15 

a n  a n t i o x i d a n t ,  a  b l e a c h i n g  a g e n t ,  a  c o l o r  r e t e n t i o n  a g e n t ,  

a n  e x p a n d e r ,  a  c o l o r i n g  a g e n t ,  a  f l a v o r i n g  a g e n t ,  a  

s w e e t e n e r ,  a  t h i c k e n e r  ( p a s t e ) ,  a  b i n d e r ,  a n  e m u l s i f i e r ,  a  

c a r r i e r ,  e t c . ,  o r  a n y  c o m b i n a t i o n  t h e r e o f .  

M o r e o v e r ,  i n  t h e  e m b o d i m e n t  i n  w h i c h  t h e  p r o b i o t i c  20 

c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  m a y  b e  a  

p h a r m a c e u t i c a l ,  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  p r o b i o t i c  c u l t u r e  m e n t i o n e d  
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a b o v e  a n d  t h e  p r e b i o t i c  m e n t i o n e d  a b o v e ,  m a y  f u r t h e r  

c o m p r i s e  a  p h a r m a c e u t i c a l l y  a c c e p t a b l e  c a r r i e r  o r  s a l t ,  b u t  

i t  i s  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  

T h e  p h a r m a c e u t i c a l l y  a c c e p t a b l e  c a r r i e r  m e n t i o n e d  

a b o v e  m a y  c o m p r i s e ,  b u t  i s  n o t  l i m i t e d  t o ,  a  s o l v e n t ,  a  5 

d i s p e r s i o n  m e d i u m ,  a  c o a t i n g ,  a n  a n t i b a c t e r i a l  a n d  

a n t i f u n g a l  a g e n t ,  o r  a n  i s o t o n i c  a n d  a b s o r p t i o n  d e l a y i n g  

a g e n t ,  e t c .  w h i c h  i s  s u i t a b l e  f o r  p h a r m a c e u t i c a l  

a d m i n i s t r a t i o n .  T h e  p h a r m a c e u t i c a l  c o m p o s i t i o n  c a n  b e  

f o r m u l a t e d  i n t o  d o s a g e  f o r m s  f o r  d i f f e r e n t  a d m i n i s t r a t i o n  10 

r o u t e s  u t i l i z i n g  c o n v e n t i o n a l  m e t h o d s .  

M o r e o v e r ,  t h e  p h a r m a c e u t i c a l l y  a c c e p t a b l e  s a l t  

m e n t i o n e d  a b o v e  m a y  c o m p r i s e ,  b u t  i s  n o t  l i m i t e d  t o ,  s a l t s  

i n c l u d i n g  i n o r g a n i c  c a t i o n ,  s u c h  a s  a l k a l i  m e t a l  s a l t s  s u c h  

a s  s o d i u m  s a l t ,  p o t a s s i u m  s a l t  o r  a m i n e  s a l t ,  s u c h  a s  15 

a l k a l i n e - e a r t h  m e t a l  s a l t  s u c h  a s  m a g n e s i u m  s a l t  o r  c a l c i u m  

s a l t ,  s u c h  a s  t h e  s a l t  c o n t a i n i n g  b i v a l e n t  o r  q u a d r i v a l e n t  

c a t i o n  s u c h  a s  z i n c  s a l t ,  a l u m i n u m  s a l t  o r  z i r c o n i u m  s a l t .  

I n  a d d i t i o n ,  t h e  p h a r m a c e u t i c a l l y  a c c e p t a b l e  s a l t  m a y  a l s o  

b e  o r g a n i c  s a l t ,  s u c h  a s  d i c y c l o h e x y l a m i n e  s a l t ,  m e t h y l - D -20 

g l u c a m i n e ,  a n d  a m i n o  a c i d  s a l t  s u c h  a s  a r g i n i n e ,  l y s i n e ,  

h i s t i d i n e ,  g l u t a m i n e ,  b u t  i t  i s  n o t  l i m i t e d  t h e r e t o .  
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E X A M P L E S  

A .  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  

1 .  B a c t e r i a l  s p e c i e s  i d e n t i f i c a t i o n  

A  s t r a i n  i s o l a t e d  f r o m  t h e  h u m a n  i n t e s t i n e  w a s  s u b j e c t e d  

t o  g e n o m e - w i d e  a v e r a g e  n u c l e o t i d e  i d e n t i t y  a n a l y s i s  b a s e d  5 

o n  t h e  G e n o m e s D B  d a t a b a s e  u s i n g  t h e  s o f t w a r e / t o o l  f o r  

a v e r a g e  n u c l e o t i d e  i d e n t i t y  ( A N I )  c a l c u l a t i o n ,  J S p e c i e s W S  

o n l i n e  w e b  s e r v e r .  T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  1  b e l o w .  

T a b l e  1  

T y p e  s t r a i n s  S i z e  
G C  

[ % ]  

A N I b  

v a l u e  ( % )  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

L M G  1 3 2 0 8  
2 , 2 6 3 , 7 8 0  5 8 . 8 8  9 7 . 9 3  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

B B R I 4  
2 , 4 2 6 , 7 2 0  5 8 . 7 2  9 7 . 7 4  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

B R 3  
2 , 4 2 6 , 0 0 6  5 9 . 0 9  9 7 . 8 1  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

G E D 8 4 8 1  
2 , 3 5 6 , 3 3 6  5 8 . 6 6  9 7 . 7 5  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

N C T C 1 1 8 1 5  [ T ]  
2 , 2 7 5 , 6 6 4  5 8 . 8 9  9 7 . 9 5  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

1 2 L  
2 , 2 4 4 , 6 2 4  5 8 . 8 7  9 8 . 0 3  
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B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  2 L  2 , 2 4 0 , 7 2 2  5 8 . 8 5  9 8 . 0 3  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

3 1 L  
2 , 2 6 5 , 6 5 4  5 8 . 5 7  9 8 . 0 6  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

6 8 9 b  
2 , 3 3 1 , 7 0 7  5 8 . 7 3  9 7 . 9 8  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

A C S - 0 7 1 - V - S c h 8 b  
2 , 3 2 7 , 4 9 2  5 8 . 7 3  9 8 . 4 3  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

C E C T  7 2 6 3  
2 , 3 1 4 , 3 9 6  5 8 . 8 8  9 8 . 3 3  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

D S M  2 0 2 1 3  =  J C M  1 1 9 2  

D S M  2 0 2 1 3  

2 , 2 5 7 , 1 3 1  5 8 . 8 7  9 7 . 9 4  

I s o l a t e d  s t r a i n  o f  t h e  

p r e s e n t  d i s c l o s u r e  
2 , 4 6 0 , 4 2 0  5 9 . 1  1 0 0  

 

A c c o r d i n g  t o  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  g e n o m e - w i d e  a v e r a g e  

n u c l e o t i d e  i d e n t i t y  a n a l y s i s ,  i t  i s  k n o w n  t h a t  t h e  w h o l e  

g e n o m e  s e q u e n c e  o f  t h i s  i s o l a t e d  s t r a i n  i s  9 7 . 7 4 %  t o  9 8 . 4 3 %  

s i m i l a r  t o  t h a t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  s u b s p e c i e s  ( a s  5 

s h o w n  i n  T a b l e  1 ) .  T h e r e f o r e ,  t h i s  i s o l a t e d  s t r a i n  i s  

c o n f i r m e d  t o  b e  a  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e .  

T h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  w a s  d e p o s i t e d  i n  t h e  

B i o r e s o u r c e  C o l l e c t i o n  a n d  R e s e a r c h  C e n t e r  ( B C R C )  o f  
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F o o d  I n d u s t r y  R e s e a r c h  a n d  D e v e l o p m e n t  I n s t i t u t e  ( F I R D I ) ,  

T a i w a n ,  C h i n a  o n  A u g u s t  8 ,  2 0 2 2 ,  a n d  t h e  d e p o s i t  n u m b e r  

B C R C  9 1 1 1 4 5  w a s  o b t a i n e d ,  a n d  t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  

b r e v e  w a s  a l s o  d e p o s i t e d  i n  t h e  G e r m a n  C o l l e c t i o n  o f  

M i c r o o r g a n i s m s  a n d  C e l l  C u l t u r e s  G m b H  ( D S M Z )  o n  5 

S e p t e m b e r  7 ,  2 0 2 2  a n d  t h e  d e p o s i t  n u m b e r  D S M  3 4 3 8 3  w a s  

o b t a i n e d .  T h i s  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  h e r e i n a f t e r  w i l l  

b e  r e f e r r e d  t o  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5 .  

 

2 .  C u l t u r i n g  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  10 

a n d  a c q u i s i t i o n  o f  c u l t u r e  

2 - 1 .  C u l t u r i n g  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

2 - 1 - 1 .  P r e p a r a t i o n  o f  5  L  f e r m e n t e r  

3  L  o f  M R S  b r o t h  ( D e M a n - R o g o s a - S h a r p e  b r o t h )  w a s  

p r e p a r e d  ( 5 5  g / L )  i n  a  5  L  f e r m e n t e r  u s i n g  c o m m e r c i a l l y  15 

a v a i l a b l e  f o o d - g r a d e  M R S  b r o t h  p o w d e r  ( m a n u f a c t u r e r :  

S T B I O  M E D I A ,  I N C . ) .  I t  w a s  n e c e s s a r y  t o  c o n f i r m  t h a t  t h e  

p o w d e r  i n  t h e  p r e p a r e d  m e d i u m  w a s  c o m p l e t e l y  d i s s o l v e d .  

T h e  f o r e g o i n g  5  L  f e r m e n t e r  c o n t a i n i n g  t h e  m e d i u m  w a s  

s t e r i l i z e d  ( 1 2 1 ° C ,  3 0  m i n u t e s ) .  A f t e r  t h e  s t e r i l i z a t i o n  w a s  20 

c o m p l e t e d ,  t h e  f e r m e n t e r  w a s  a e r a t e d  ( 3  L / m i n u t e )  a n d  

c o o l e d  t o  3 7 ℃ .  

2 - 1 - 2 .  F e r m e n t a t i o n  i n  5  L  f e r m e n t e r  
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A f t e r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  f e r m e n t e r  m e n t i o n e d  a b o v e  w a s  

c o m p l e t e d ,  t h e  f e r m e n t e r  w a s  a e r a t e d  ( 3  L / m i n u t e )  a n d  t h e  

m e d i u m  w a s  s t i r r e d  ( 1 0 0  r p m )  a t  3 7 ℃  f o r  2 0  m i n u t e s .  A t  

t h e  s a m e  t i m e ,  t h e  d i s s o l v e d  o x y g e n  e l e c t r o d e  w a s  

c a l i b r a t e d  ( 1 0 0 % ) .  5 

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c o u l d  b e  i m p l a n t e d  

i n t o  t h e  m e d i u m  o f  t h e  f e r m e n t e r  f o r  p e r f o r m i n g  

f e r m e n t a t i o n  o n l y  w h e n  t h e  d i s s o l v e d  o x y g e n  w a s  l e s s  t h a n  

5 % ,  a n d  b e f o r e  i m p l a n t i n g  t h e  b a c t e r i a l  s t r a i n ,  i t  w a s  

n e c e s s a r y  t o  c o n f i r m  t h a t  t h e  f e r m e n t e r  w a s  n o t  10 

c o n t a m i n a t e d .  

T h e  c o n d i t i o n s  f o r  b a c t e r i a l  s t r a i n  i m p l a n t a t i o n  a n d  

f e r m e n t a t i o n  a r e  a s  f o l l o w s :  

( 1 )  A b s o r b a n c e  a t  6 0 0 n m  ( O D 6 0 0 )  o f  b a c t e r i a l  s t r a i n  

s u s p e n s i o n  f o r  i m p l a n t a t i o n  i n  f e r m e n t e r :  3 . 0 - 5 . 0 ;  15 

( 2 )  A m o u n t  o f  i m p l a n t e d  b a c t e r i a :  5 %  ( v / v ) ;  

( 3 )  D i s s o l v e d  o x y g e n :  < 1 %  ( a e r a t i n g  w i t h  a  s m a l l  

a m o u n t  o f  n i t r o g e n  t o  m a i n t a i n ) ;  

( 4 )  S t i r r i n g  s p e e d :  2 5  r p m ;  

( 5 )  T e m p e r a t u r e :  3 7 ± 1 ℃ ;  20 

( 6 )  p H :  6 . 0 ± 0 . 1 ;  

( 7 )  C u l t u r i n g  t i m e :  a b o u t  6 - 8  h o u r s  ( c u l t u r i n g  u n t i l  t h e  

a b s o r b a n c e  a t  6 0 0  n m  ( O D 6 0 0 )  o f  t h e  c u l t u r e d  m e d i u m  i n  t h e  
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f e r m e n t e r  t o  b e  3 . 0 - 4 . 0 ) .  

A f t e r  f e r m e n t a t i o n  w a s  c o m p l e t e d ,  s a m p l e s  w e r e  t a k e n  

f o r  i n s p e c t i o n  a n d  p h o t o g r a p h e d  u n d e r  a  m i c r o s c o p e  t o  

c o n f i r m  t h e  b a c t e r i a l  m o r p h o l o g y  a n d  c o n f i r m  b a c t e r i a l  

s t r a i n  a c t i v i t y .  5 

A f t e r  t h a t ,  t h e  f e r m e n t e r  w a s  c o o l e d  ( t h e  t e m p e r a t u r e  

w a s  s e t  t o  4 ℃ ,  t h e  a c t u a l  t e m p e r a t u r e  w a s  l e s s  t h a n  1 5 ℃ ) .  

 

2 . 2  A c q u i s i t i o n  o f  c u l t u r e  

2 - 2 - 1 .  A c q u i s i t i o n  o f  v i a b l e  b a c t e r i a  o f  c u l t u r e d  10 

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

A f t e r  t h e  f o r e g o i n g  “ 2 - 1 - 2 .  F e r m e n t a t i o n  i n  5  L  

f e r m e n t e r ”  w a s  c o m p l e t e d ,  c e n t r i f u g a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  t o  

r e m o v e  t h e  m e d i u m  t o  o b t a i n  v i a b l e  b a c t e r i a .  

T h e  c e n t r i f u g a t i o n  c o n d i t i o n s  a r e  a s  f o l l o w s :  15 

1 0 0 0 0  r p m ,  1 0  m i n u t e s .  

A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  v i a b l e  b a c t e r i a  w e r e  

l y o p h i l i z e d .  

A f t e r w a r d s ,  t h e  l y o p h i l i z e d  v i a b l e  b a c t e r i a  w e r e  

p u l v e r i z e d  t o  f o r m  v i a b l e  b a c t e r i a  p o w d e r .  20 

2 - 2 - 2 .  A c q u i s i t i o n  o f  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

c u l t u r e d  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

A f t e r  t h e  f o r e g o i n g  “ 2 - 1 - 2 .  F e r m e n t a t i o n  i n  5  L  
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f e r m e n t e r ”  w a s  c o m p l e t e d ,  t h e  f e r m e n t e r  w a s  s t e r i l i z e d  

( s t e a m  s t e r i l i z a t i o n  f o r  3 0  m i n u t e s ) .  

A f t e r  c o o l i n g ,  c e n t r i f u g a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  t o  r e m o v e  

t h e  b a c t e r i a l  c e l l s  a n d  o b t a i n  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t .  

T h e  c e n t r i f u g a t i o n  c o n d i t i o n s  a r e  a s  f o l l o w s :  5 

1 0 0 0 0  r p m ,  1 0  m i n u t e s .  

2 - 2 - 3 .  A c q u i s i t i o n  o f  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

c u l t u r e d  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

A f t e r  t h e  f o r e g o i n g  “ 2 - 1 - 2 .  F e r m e n t a t i o n  i n  5  L  

f e r m e n t e r ”  w a s  c o m p l e t e d ,  t h e  f e r m e n t e r  w a s  s t e r i l i z e d  10 

( s t e a m  s t e r i l i z a t i o n  f o r  3 0  m i n u t e s ) .  

A f t e r  c o o l i n g ,  c e n t r i f u g a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  t o  r e m o v e  

t h e  m e d i u m  a n d  o b t a i n  t h e  d e a d  b a c t e r i a .  

T h e  c e n t r i f u g a t i o n  c o n d i t i o n s  a r e  a s  f o l l o w s :  

5 0 0 0  r p m ,  1 0  m i n u t e s .  15 

A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n ,  w a t e r  i n  a n  a m o u n t  e q u a l  t o  t h e  

v o l u m e  o f  t h e  c u l t u r e  b e f o r e  c e n t r i f u g a t i o n  w a s  a d d e d  t o  

t h e  d e a d  b a c t e r i a  t o  f o r m  a  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n .  

 

3 .  D e t e c t i o n  o f  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  20 

s e c r e t e d  b y  c e l l s  i n  v i t r o  

3 - 1 .  M a t e r i a l s  

( 1 )  C e l l  l i n e :  N C I - H 7 1 6  c e l l s  ( A T C C ,  C C L - 2 5 1 ) ;   
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( 2 )  M e d i u m :  

R P M I  1 6 4 0  M e d i a  ( G i b c o ) ;   

1 0 %  ( v / v )  F e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( G i b c o ) ;   

2  m M  L - G l u t a m i n e  ( G i b c o ) ;   

1 %  ( v / v )  P e n i c i l l i n - s t r e p t o m y c i n  ( G i b c o ) ;   5 

 ( 3 )  T r y p a n  b l u e  d e a d  c e l l  s t a i n  ( L o n z a ;  C a t .  1 7 - 9 4 2 E ) ;   

 ( 4 )  P B S  ( G i b c o ) ;   

 ( 5 )  E L I S A  r e a d e r  ( B i o T e k ) ;   

 ( 6 )  G L P - 1  E L I S A  K I T  ( C E A 8 0 4 M i ) .  

3 - 2 .  M e t h o d s  10 

 ( 1 )  T h e  c e l l s  w e r e  s e e d e d  i n  a  6 - w e l l  c e l l  c u l t u r e  p l a t e  

( c u l t u r e  v o l u m e  w a s  2  m L )  a t  a  d e n s i t y  o f  1 × 1 0 5  c e l l s / w e l l  

a n d  c u l t u r e d  i n  a  3 7 ℃ ,  5 %  C O 2  i n c u b a t o r  f o r  2 4  h o u r s .  

 ( 2 )  T w o  d a y s  b e f o r e  t h e  d e t e c t i o n ,  1 × 1 0 5  c e l l s / w e l l  

w e r e  s e e d e d  i n t o  a  2 4 - w e l l  p l a t e  c o a t e d  w i t h  M a t r i x  g e l ,  15 

a n d  t h e  m e d i u m  w a s  r e p l a c e d  w i t h  D M E M  c o m p l e t e  m e d i u m  

a n d  t h e  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  f o r  2 4  h o u r s ;  

 ( 3 )  O n e  d a y  b e f o r e  t h e  d e t e c t i o n ,  t h e  c e l l  c u l t u r e  

m e d i u m  w a s  c h a n g e d  t o  D M E M  w / o  g l u c o s e  m e d i u m ,  a n d  

f o r s k o l i n  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  m e d i u m  w a s  1  μ M )  a n d  20 

3 - i s o b u t y l - 1 - m e t h y l x a n t h i n e  ( I B M X )  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  

i n  t h e  m e d i u m  w a s  1  μ M )  w e r e  a d d e d  a t  t h e  s a m e  t i m e  a n d  

c o - c u l t u r e d  f o r  4  h o u r s ;  
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 ( 4 )  T h e  s u p e r n a t a n t  i n  e a c h  w e l l  o f  t h e  c u l t u r e  p l a t e  

w a s  r e m o v e d ,  t h e n  P B S  c o n t a i n i n g  1  m M  C a C l 2  ( 3 0 0  

μ L / w e l l )  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l ,  a n d  d i f f e r e n t  s a m p l e s  t o  

b e  t e s t e d  a n d  1  μ M  f o r s k o l i n  a n d  1  μ M  3 - i s o b u t y l - 1 -

m e t h y l x a n t h i n e  w e r e  a d d e d .  A f t e r  t h a t ,  c u l t u r i n g  w a s  5 

p e r f o r m e d  f o r  2 4  h o u r s ;  

 ( 5 )  A f t e r  2 4  h o u r s  o f  c u l t u r i n g ,  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  

a s p i r a t e d  f r o m  e a c h  w e l l ,  a n d  t h e  G L P - 1  c o n t e n t  i n  t h e  

s u p e r n a t a n t  w a s  d e t e c t e d  u s i n g  G L P - 1  E L I S A  K I T  

( C E A 8 0 4 M i )  t o  c o n f i r m  t h e  a m o u n t  o f  G L P - 1  s e c r e t e d  b y  10 

t h e  c e l l s  i n t o  t h e  m e d i u m ;  

 ( 6 )  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  E x c e l  w i t h  

o n e - t a i l e d  S t u d e n t ’ s  t - t e s t  ( T - T E S T )  ( c o m p a r e d  t o  M o c k ,  * :  

p  <  0 . 0 5 ,  * * :  p  <  0 . 0 1 ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 ) .  

 15 

4 .  D e t e c t i o n  o f  P Y Y  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  c e l l s  i n  v i t r o  

4 - 1 .  M a t e r i a l s  a n d  I n s t r u m e n t s  

 ( 1 )  C e l l  l i n e :  N C I - H 7 1 6  c e l l s  ( A T C C ,  C C L - 2 5 1 ) ;   

 ( 2 )  M e d i u m :   

8 9 %  ( v / v )  R P M I  1 6 4 0  M e d i a  ( G i b c o ) ;   20 

1 0 %  ( v / v )  F e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( G i b c o ) ;   

2  m M  L - G l u t a m i n e  ( G i b c o ) ;   

1 %  ( v / v )  P e n i c i l l i n - s t r e p t o m y c i n  ( G i b c o ) ;   
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 ( 3 )  R N A  E x t r a c t i o n  K i t  ( G e n e a i d ) ;  

 ( 4 )  S u p e r S c r i p t ®  I I I  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  

( I n v i t r o g e n ) ;   

 ( 5 )  P r i m e r  s e t :  P r i m e r  s e t  f o r  P Y Y  g e n e  a n d  p r i m e r  s e t  

f o r  G A P D H  g e n e  a s  i n t e r n a l  c o n t r o l ;  5 

 ( 6 )  K A P A  C Y B R  F A S T  q P C R  K i t s  ( 2 x )  ( K A P A  

B i o s y s t e m s ) ;   

 ( 7 )  S t e p O n e P l u s  R e a l - T i m e  P C R  S y s t e m  ( A B I ) .  

4 - 2 .  M e t h o d s  

4 - 2 - 1 .  C e l l  c u l t u r e  a n d  p r e - t r e a t m e n t  10 

 ( 1 )  T h e  c e l l s  w e r e  s e e d e d  i n  a  6 - w e l l  c e l l  c u l t u r e  p l a t e  

( c u l t u r e  v o l u m e  w a s  2  m L )  a t  a  d e n s i t y  o f  1 × 1 0 5  c e l l s / w e l l  

a n d  c u l t u r e d  i n  a  3 7 ℃ ,  5 %  C O 2  i n c u b a t o r  f o r  2 4  h o u r s .  

 ( 2 )  A f t e r w a r d s ,  t h e  c e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  d i f f e r e n t  

s a m p l e s  t o  b e  t e s t e d  f o r  2 4  h o u r s  a n d  4 8  h o u r s ;  15 

 ( 3 )  T h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  f o r  p e r f o r m i n g  g e n e  

e x p r e s s i o n  a n a l y s i s .  

4 - 2 - 2 .  G e n e  e x p r e s s i o n  a n a l y s i s  

 ( 1 )  R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  c e l l s  u s i n g  R N A  E x t r a c t i o n  

K i t  ( G e n e a i d ) ;  20 

 ( 2 )  T h e  a b o v e - m e n t i o n e d  R N A  ( 2 0 0 0  n g )  w a s  r e v e r s e  

t r a n s c r i b e d  i n t o  c D N A  u s i n g  S u p e r S c r i p t ®  I I I  R e v e r s e  

T r a n s c r i p t a s e  ( I n v i t r o g e n ) ;  
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 ( 3 )  T h e  c D N A  w a s  s u b j e c t e d  t o  r e a l - t i m e  p o l y m e r a s e  

c h a i n  r e a c t i o n  u s i n g  K A P A  S Y B R  F A S T  q P C R  K i t s  ( 2 x )  

( K A P A  B i o s y s t e m s )  b y  S t e p O n e P l u s  R e a l - T i m e  P C R  S y s t e m  

t o  m e a s u r e  t h e  e x p r e s s i o n  l e v e l  o f  t h e  t a r g e t  g e n e ;  

 ( 4 )  T h e  m e l t i n g  c u r v e  d u r i n g  r e a l - t i m e  p o l y m e r a s e  5 

c h a i n  r e a c t i o n  w a s  a n a l y z e d ;   

 ( 5 )  R e l a t i v e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  w a s  

d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  2 - Δ Δ C T  m e t h o d .  T h e  t h r e s h o l d  c y c l e  

( C T  v a l u e )  o f  t h e  G A P D H  r e f e r e n c e  g e n e  w a s  u s e d  a s  t h e  

i n t e r n a l  c o n t r o l  a n d  t h e  s i m u l a t i o n  g r o u p ,  a n d  t h e  r e l a t i v e  10 

f o l d  c h a n g e  w a s  c a l c u l a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  f o r m u l a s  s h o w n  

i n  F o r m u l a  ( I )  t o  F o r m u l a  ( I I I )  b e l o w :  

∆!" = !" $%&'() '(*(/+(,(&(*-( '(*(
−!" 0*)(&*%1 -2*)&21

 

                                                   F o r m u l a  ( I ) ;  

 15 

∆∆!" = ∆!"  $%&'() '(*(
− ∆!" +(,(&(*-( '(*(

 

                                                  F o r m u l a  ( I I ) ;  

 

3456 7ℎ9:;< = 2?∆∆@$ A(%* 

                                                   F o r m u l a  ( I I I )  20 

 ( 6 )  T h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  

l e v e l s  o f  g e n e  w a s  c a l c u l a t e d  b y  S T D E V  i n  E x c e l ;  

 ( 7 )  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  E x c e l  w i t h  
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o n e - t a i l e d  S t u d e n t ’ s  t - t e s t  ( T - T E S T )  ( * :  p  <  0 . 0 5 ,  * * :  p  <  

0 . 0 1 ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 ) .  

 

5 .  D e t e c t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n s  o f  f a t - r e l a t e d  g e n e s  

( C E B P A ,  U C P ,  A T G L ,  P L I N 1 ,  P P A R G 2  a n d  L I P E ( H S L ) )  5 

i n  c e l l s  i n  v i t r o  

5 . 1  M a t e r i a l s  a n d  I n s t r u m e n t s  

 ( 1 )  C e l l  l i n e :  M o u s e  s t r o m a  b o n e  m a r r o w ,  s t r o m a  O P 9  

( B C R C ;  C a t .  6 0 5 6 6 ) ;   

 ( 2 )  M e d i u m :   10 

M i n i m u m  e s s e n t i a l  m e d i u m  α  ( M E M α )  ( G i b c o ;  

C a t . 1 2 0 0 0 - 0 2 2 ,  o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;   

2 %  ( v / v )  F e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( G i b c o ;  C a t .  

1 0 4 3 7 - 0 2 8 ) ;  

1 %  ( v / v )  A n t i b i o t i c s  ( G i b c o ;  C a t . 1 5 2 4 0 - 0 6 2 ,  15 

o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 3 )  1 0 X  D P B S  ( G i b c o ;  C a t .  1 4 2 0 0 - 0 7 5 ,  o r  a n  i t e m  w i t h  

t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 4 )  T r y p a n  b l u e  d e a d  c e l l  s t a i n  ( L o n z a ;  C a t .  1 7 - 9 4 2 E ,  

o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  20 

 ( 5 )  R B  B u f f e r  ( G e n e a i d ;  C a t .  R P 0 5 0 ,  o r  a n  i t e m  w i t h  

t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 6 )  1 0 X  T r y p s i n  s o l u t i o n  ( S I G M A ;  C a t . 5 9 4 2 7 C ,  o r  a n  
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i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 7 )  R N A  E x t r a c t i o n  K i t  ( G e n e a i d ) ;  

 ( 8 )  S u p e r S c r i p t ®  I I I  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  

( I n v i t r o g e n ) ;  

 ( 9 )  P r i m e r  s e t :  P r i m e r  s e t s  f o r  e a c h  g e n e  t o  b e  t e s t e d  5 

( C E B P A ,  U C P ,  A T G L ,  P L I N 1 ,  P P A R G 2  a n d  L I P E ( H S L ) )  a n d  

p r i m e r  s e t  f o r  t h e  G A P D H  g e n e  a s  a n  i n t e r n a l  c o n t r o l ;  

 ( 1 0 )  K A P A  C Y B R  F A S T  q P C R  K i t s  ( 2 x )  ( K A P A  

B i o s y s t e m s ) ;  

 ( 1 1 )  S t e p O n e P l u s  R e a l - T i m e  P C R  S y s t e m  ( A B I ) .  10 

5 - 2 .  M e t h o d s  

5 - 2 - 1 .  P r e p a r a t i o n  o f  w o r k i n g  r e a g e n t s  

 ( 1 )  1 X  D P B S :  1 0 X  D P B S  w a s  d i l u t e d  1 0 - f o l d  w i t h  

s t e r i l i z e d  d d H 2 O ;  

 ( 2 )  1 X  T r y p s i n  s o l u t i o n :  1 0 X  T r y p s i n  s o l u t i o n  w a s  15 

d i l u t e d  1 0 - f o l d  w i t h  1 X  D P B S .  

5 - 2 - 2 .  C e l l  c u l t u r e  a n d  p r e - t r e a t m e n t  

 ( 1 )  T h e  c e l l s  w e r e  s e e d e d  i n  a  6 - w e l l  c e l l  c u l t u r e  p l a t e  

a t  a  d e n s i t y  o f  1 × 1 0 5  c e l l s / w e l l  ( c u l t u r e  v o l u m e  w a s  2  m L )  

a n d  c u l t u r e d  i n  a  3 7 ℃ ,  5 %  C O 2  i n c u b a t o r  f o r  2 4  h o u r s ;  20 

 ( 2 )  A f t e r  t h a t ,  t h e  c e l l s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  M o c k  g r o u p  

a n d  e x p e r i m e n t a l  g r o u p s  ( h i g h - d o s e  g r o u p  a n d  l o w - d o s e  

g r o u p ) ,  a n d  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  d i f f e r e n t  s a m p l e s  t o  b e  
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t e s t e d ,  t h e  c e l l s  w e r e  p l a c e d  i n  a  3 7 ℃ ,  5 %  C O 2  i n c u b a t o r  

f o r  t r e a t m e n t  f o r  6  h o u r s ,  2 4  h o u r s  a n d  4 8  h o u r s ;  

 ( 3 )  A f t e r  t h e  t r e a t m e n t  w a s  c o m p l e t e d ,  t h e  m e d i u m  w a s  

r e m o v e d ;   

 ( 4 )  t h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  w i t h  1 X  D P B S  ( 1  m L / w e l l )  5 

a n d  t h e n  t h e  1 X  D P B S  w a s  r e m o v e d ;  

 ( 5 )  S t e p  ( 4 )  w a s  r e p e a t e d ;  

 ( 6 )  R B  B u f f e r  ( 6 0 0  μ L / w e l l )  w a s  a d d e d  t o  l y s e  t h e  c e l l s  

t o  o b t a i n  a  c e l l  l y s a t e  s o l u t i o n ;  

 ( 7 )  T h e  c e l l  l y s a t e  s o l u t i o n  w a s  c o l l e c t e d  i n  a  1 . 5  m L  10 

m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e  a n d  s t o r e d  i n  a  - 8 0 ℃  r e f r i g e r a t o r .  

5 - 2 - 3 .  G e n e  e x p r e s s i o n  a n a l y s i s  

 ( 1 )  R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  c e l l s  u s i n g  R N A  E x t r a c t i o n  

K i t  ( G e n e a i d ) ;   

 ( 2 )  T h e  a b o v e - m e n t i o n e d  R N A  ( 2 0 0 0  n g )  w a s  r e v e r s e  15 

t r a n s c r i b e d  i n t o  c D N A  u s i n g  S u p e r S c r i p t ®  I I I  R e v e r s e  

T r a n s c r i p t a s e  ( I n v i t r o g e n ) ;   

 ( 3 )  T h e  c D N A  w a s  s u b j e c t e d  t o  r e a l - t i m e  p o l y m e r a s e  

c h a i n  r e a c t i o n  u s i n g  K A P A  S Y B R  F A S T  q P C R  K i t s  ( 2 x )  

( K A P A  B i o s y s t e m s )  b y  S t e p O n e P l u s  R e a l - T i m e  P C R  S y s t e m  20 

t o  m e a s u r e  t h e  e x p r e s s i o n  l e v e l  o f  t h e  t a r g e t  g e n e ;   

 ( 4 )  T h e  m e l t i n g  c u r v e  d u r i n g  r e a l - t i m e  p o l y m e r a s e  

c h a i n  r e a c t i o n  w a s  a n a l y z e d ;  
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 ( 5 )  R e l a t i v e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  w a s  

d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  2 - Δ Δ C T  m e t h o d .  T h e  t h r e s h o l d  c y c l e  

( C T  v a l u e )  o f  t h e  G A P D H  r e f e r e n c e  g e n e  w a s  u s e d  a s  t h e  

i n t e r n a l  c o n t r o l  a n d  t h e  s i m u l a t i o n  g r o u p ,  a n d  t h e  r e l a t i v e  

f o l d  c h a n g e  w a s  c a l c u l a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  f o r m u l a s  s h o w n  5 

i n  F o r m u l a  ( I )  t o  F o r m u l a  ( I I I )  a b o v e .  

 

6 .  D e t e c t i o n  o f  f a t  a c c u m u l a t i o n  i n  c e l l s  i n  v i t r o  

O P 9  m o u s e  e m b r y o n i c  s t e m  c e l l s  w e r e  u s e d  a s  a  c e l l  

p l a t f o r m  t o  c o n f i r m  w h e t h e r  t h e  t e s t  s a m p l e s  i n  t h e  10 

e x p e r i m e n t a l  g r o u p  h a v e  t h e  e f f e c t  o f  r e d u c i n g  o i l  d r o p l e t  

f o r m a t i o n .  

6 - 1 .  M a t e r i a l s  

 ( 1 )  C e l l  l i n e :  O P 9  m o u s e  e m b r y o n i c  s t e m  c e l l  ( A T C C ;  

C a t .  C R L - 2 7 4 9 ) ;  15 

 ( 2 )  M e d i u m :  

7 9 %  ( v / v )  M i n i m u m  e s s e n t i a l  m e d i u m  α  

( M E M α )  ( G i b c o ;  C a t .  1 2 5 6 1 0 7 2 ) ;   

2 0 %  ( v / v )  F e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( G i b c o ;  C a t .  

1 0 4 3 7 - 0 2 8 ) ;  20 

1 %  ( v / v )  P e n i c i l l i n - s t r e p t o m y c i n  ( G i b c o ;  C a t .  

1 5 1 4 0 1 2 2 ) ;  

 ( 3 )  1 0 X  D P B S  ( G i b c o ;  C a t .  1 4 2 0 0 - 0 7 5 ,  o r  a n  i t e m  w i t h  
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t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 4 )  T r y p a n  b l u e  d e a d  c e l l  s t a i n  ( L o n z a ;  C a t .  1 7 - 9 4 2 E ,  

o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 5 )  1 0 X  T r y p s i n  s o l u t i o n  ( G i b c o ;  C a t .  1 5 4 0 0 - 0 5 4 ) ;  

 ( 6 )  O i l  r e d  O  ( S i g m a ;  C a t .  O 0 6 2 5 - 2 5 G ) ;  5 

 ( 7 )  I s o p r o p a n o l  ( E C H O  C H E M I C A L  C O . ,  L T D . ;  C a t .  

1 8 4 1 3 0 0 1 0 ) ;  

 ( 8 )  F o r m a l d e h y d e  ( E C H O  C H E M I C A L  C O . ,  L T D . ;  C a t .  

1 1 9 6 9 0 0 1 0 ) .  

6 - 2  M e t h o d s  10 

6 - 2 - 1 .  P r e p a r a t i o n  o f  w o r k i n g  r e a g e n t s  

 ( 1 )  1 X  D P B S :  1 0 X  D P B S  w a s  d i l u t e d  1 0 - f o l d  w i t h  

s t e r i l i z e d  d d H 2 O ;  

 ( 2 )  1 X  T r y p s i n  s o l u t i o n :  1 0 X  T r y p s i n  s o l u t i o n  w a s  

d i l u t e d  1 0 - f o l d  w i t h  1 X  D P B S ;   15 

 ( 3 )  1 0 %  F o r m a l d e h y d e :  F o r m a l d e h y d e  w a s  d i l u t e d  w i t h  

s t e r i l i z e d  d d H 2 O ;  

 ( 4 )  5 0 %  a n d  6 0 %  I s o p r o p a n o l :  I s o p r o p a n o l  w a s  d i l u t e d  

w i t h  s t e r i l i z e d  d d H 2 O ;  

 ( 5 )  O i l  r e d  O  s t o c k  s o l u t i o n :  O i l  R e d  O  w a s  p r e p a r e d  20 

w i t h  1 0 0 %  i s o p r o p a n o l  t o  a n  O i l  R e d  O  s t o c k  s o l u t i o n  w i t h  

a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  3  m g / m L ;  

 ( 6 )  O i l  r e d  O  w o r k i n g  s o l u t i o n :  O i l  R e d  O  s t o c k  
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s o l u t i o n  w a s  m i x e d  w i t h  d d H 2 O  i n  a  r a t i o  o f  3 : 2  t o  f o r m  a  

m i x e d  s o l u t i o n .  T h e  m i x e d  s o l u t i o n  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  

1 0 0 0  x  g  f o r  1 0  m i n u t e s  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  t a k e n  t o  a  

n e w  1 5  m L  c e n t r i f u g e  t u b e  f o r  u s e .  

6 - 2 - 2 .  C e l l  c u l t u r e  a n d  p r e - t r e a t m e n t  5 

 ( 1 )  T h e  c e l l s  w e r e  s e e d e d  i n  a  2 4 - w e l l  c e l l  c u l t u r e  p l a t e  

a t  a  d e n s i t y  o f  8  x  1 0 4  c e l l s / w e l l  ( c u l t u r e  v o l u m e  w a s  5 0 0  

μ L / w e l l )  a n d  c u l t u r e d  i n  a  C O 2  i n c u b a t o r  f o r  7  d a y s ,  w i t h  

r e p l a c i n g  t h e  m e d i u m  e v e r y  3  d a y s ;  

 ( 2 )  A f t e r  7  d a y s ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  o i l  d r o p l e t s  i n  t h e  10 

c e l l s  w a s  o b s e r v e d  u n d e r  a  m i c r o s c o p e  t o  c o n f i r m  c e l l  

d i f f e r e n t i a t i o n ;  

 ( 3 )  T h e  m e d i u m  i n  t h e  c u l t u r e  p l a t e  w a s  r e p l a c e d  w i t h  

t h e  m e d i u m  f o r  t h e  e x p e r i m e n t a l  g r o u p s  ( c o n t a i n i n g  t h e  t e s t  

s a m p l e )  a n d  t h e  m e d i u m  f o r  t h e  c o n t r o l  g r o u p  ( M o c k ) ,  a n d  15 

c u l t u r i n g  w a s  p e r f o r m e d  i n  a  C O 2  i n c u b a t o r  f o r  7 - 1 0  d a y s ,  

w i t h  r e p l a c i n g  t h e  m e d i u m  e v e r y  3  d a y s .  

6 - 2 - 3 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  o i l  d r o p l e t  c o n t e n t  

 ( 1 )  A f t e r  t h e  c u l t u r e  w a s  c o m p l e t e d ,  t h e  l i q u i d  i n  t h e  

w e l l  p l a t e  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  r i n s e d  t w i c e  w i t h  20 

1 X  D P B S ;  

 ( 2 )  1 0 %  m e t h a n o l  ( 1  m L / w e l l )  w a s  a d d e d  t o  t h e  c e l l s  

a n d  t h e  c e l l s  w a s  f i x e d  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ;  
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 ( 3 )  T h e  l i q u i d  i n  t h e  w e l l  p l a t e  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  

c e l l s  w e r e  r i n s e d  t w i c e  w i t h  1 X  D P B S ;  

 ( 4 )  T h e  l i q u i d  i n  t h e  w e l l  p l a t e  w a s  r e m o v e d  a n d  6 0 %  

i s o p r o p a n o l  ( 1  m L / w e l l )  w a s  a d d e d  a n d  l e t  s t a n d  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  1  m i n u t e ;  5 

 ( 5 )  T h e  l i q u i d  i n  t h e  w e l l  p l a t e  w a s  r e m o v e d  a n d  O i l  

R e d  O  w o r k i n g  s o l u t i o n  ( 1  m L / w e l l )  w a s  a d d e d  f o r  s t a i n i n g  

f o r  1  h o u r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  i n  t h e  d a r k ;  

 ( 6 )  T h e  l i q u i d  i n  t h e  w e l l  p l a t e  w a s  r e m o v e d  a n d  6 0 %  

i s o p r o p a n o l  ( 1  m L / w e l l )  w a s  a d d e d  f o r  d e s t a i n i n g  f o r  5  10 

s e c o n d s ;  

 ( 7 )  T h e  l i q u i d  i n  t h e  w e l l  p l a t e  w a s  r e m o v e d  a n d  d d H 2 O  

( 1  m L / w e l l )  w a s  a d d e d ;  

 ( 8 )  O b s e r v a t i o n  a n d  p h o t o g r a p h i n g  w e r e  p e r f o r m e d  

w i t h  a  m i c r o s c o p e ;  15 

 ( 9 )  T h e  l i q u i d  i n  t h e  w e l l  p l a t e  w a s  r e m o v e d  a n d  1 0 0 %  

i s o p r o p a n o l  w a s  a d d e d ,  a n d  t h e  w e l l  p l a t e  w a s  p l a c e d  o n  a n  

o r b i t a l  s h a k e r  a n d  s h a k e n  f o r  1 0  m i n u t e s  t o  e l u t e  t h e  d y e ;  

 ( 1 0 )  T h e  l i q u i d  i n  t h e  w e l l  p l a t e  w a s  a d d e d  t o  a  9 6 -

w e l l  p l a t e  ( 1 0 0  μ L / w e l l )  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  v a l u e  a t  a  20 

w a v e l e n g t h  o f  5 1 0  n m  ( O . D .  5 1 0 )  t h e r e o f  w a s  d e t e r m i n e d  b y  

a  s p e c t r o p h o t o m e t e r ;  

 ( 1 1 )  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  E x c e l  
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w i t h  o n e - t a i l e d  S t u d e n t ’ s  t - t e s t  ( T - T E S T )  ( * :  p  <  0 . 0 5 ,  * * :  

p  <  0 . 0 1 ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 ) .  

 

7 .  I n  v i t r o  c e l l u l a r  l i p o l y s i s  a s s a y  

O P 9  m o u s e  e m b r y o n i c  s t e m  c e l l s  w e r e  u s e d  a s  a  c e l l  5 

p l a t f o r m  t o  c o n f i r m  t h e  e f f e c t  o f  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  t e s t  

s a m p l e  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  g r o u p  o n  t h e  g l y c e r o l  c o n t e n t  

r e l e a s e d  i n t o  t h e  m e d i u m  d u r i n g  t h e  O P 9  a d i p o g e n i c  

d i f f e r e n t i a t i o n ,  s o  a s  t o  k n o w  w h e t h e r  t h e  t e s t  s a m p l e  h a s  

t h e  e f f e c t  o f  l i p o l y s i s .  10 

7 - 1 .  M a t e r i a l s  

 ( 1 )  C e l l  l i n e :  O P 9  m o u s e  e m b r y o n i c  s t e m  c e l l  ( A T C C ;  

C a t .  C R L - 2 7 4 9 ) ;   

 ( 2 )  M e d i u m :   

7 9 %  ( v / v )  M i n i m u m  e s s e n t i a l  m e d i u m  α  15 

( M E M α )  ( G i b c o ;  C a t .  1 2 5 6 1 0 7 2 ) ;  

2 0 %  ( v / v )  F e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( G i b c o ;  C a t .  

1 0 4 3 7 - 0 2 8 ) ;  

1 %  ( v / v )  P e n i c i l l i n - s t r e p t o m y c i n  ( G i b c o ;  C a t .  

1 5 1 4 0 1 2 2 ) ;  20 

 ( 3 )  1 0 X  D P B S  ( G i b c o ;  C a t .  1 4 2 0 0 - 0 7 5 ,  o r  a n  i t e m  w i t h  

t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 4 )  T r y p a n  b l u e  d e a d  c e l l  s t a i n  ( L o n z a ;  C a t .  1 7 - 9 4 2 E ,  
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o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 5 )  1 0 X  T r y p s i n  s o l u t i o n  ( G i b c o ;  C a t .  1 5 4 0 0 - 0 5 4 ) ;   

 ( 6 )  G l y c e r o l  c e l l - b a s e d  a s s a y  k i t  ( C a y m a n ;  C a t .  

1 0 0 1 1 7 2 5 ) :  

G l y c e r o l  s t a n d a r d  s o l u t i o n  ( C a y m a n ;  C a t .  5 

1 0 0 0 9 9 5 2 ) ;  

F r e e  g l y c e r o l  a s s a y  r e a g e n t  ( C a y m a n ;  C a t .  

1 0 0 0 9 9 5 3 ) ;  

C h l o r o q u i n e  p o s i t i v e  c o n t r o l  ( 2 5  m M )  ( C a y m a n ;  

C a t .  1 0 0 1 2 6 7 0 ) .  10 

7 - 2 .  M e t h o d s  

7 - 2 - 1 .  P r e p a r a t i o n  o f  w o r k i n g  r e a g e n t s  

 ( 1 )  1 X  D P B S :  1 X  D P B S :  1 0 X  D P B S  w a s  d i l u t e d  1 0 - f o l d  

w i t h  s t e r i l i z e d  d d H 2 O ;  

 ( 2 )  1 X  T r y p s i n  s o l u t i o n :  1 0 X  T r y p s i n  s o l u t i o n  w a s  15 

d i l u t e d  1 0 - f o l d  w i t h  1 X  D P B S .  

 ( 3 )  F r e e  g l y c e r o l  a s s a y  r e a g e n t :  T h e  v i a l  w i t h  t h i s  l a b e l  

( C a t .  1 0 0 0 9 9 5 3 )  i n  t h e  k i t  w a s  o p e n e d  a n d  5  m L  o f  d d H 2 O  

w a s  a d d e d  t o  d i s s o l v e  t h e  c o n t e n t  i n  t h e  v a i l  t o  p r e p a r e  t h e  

f r e e  g l y c e r o l  a s s a y  r e a g e n t .  T h e  a m o u n t  o f  o n e  v i a l  c o u l d  20 

s u p p l y  4 8  s a m p l e s  ( h a l f  a  9 6 - w e l l  p l a t e ) .  W h a t  p r e p a r e d  c a n  

b e  s t o r e d  a t  4 ° C  f o r  u p  t o  2  w e e k s ;  

 ( 4 )  G l y c e r o l  s t a n d a r d  s o l u t i o n :  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
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t h e  g l y c e r o l  s t o c k  s o l u t i o n  i n  t h e  v i a l  w i t h  t h i s  l a b e l  ( C a t .  

1 0 0 0 9 9 5 2 )  i n  t h e  k i t  w a s  1 2 5  μ g / m L .  T h i s  s t o c k  s o l u t i o n  

w a s  s e r i a l l y  d i l u t e d .  E i g h t  c l e a n  1 . 5  m L  m i c r o c e n t r i f u g e  

t u b e s  w e r e  i n d i v i d u a l l y  w r i t t e n  w i t h  n u m b e r s  1  t h r o u g h  8 .  

2 0 0  μ L  o f  g l y c e r o l  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  t u b e  1 ,  a n d  5 

1 0 0  μ L  o f  1 X  D P B S  w a s  a d d e d  t o  e a c h  o f  t h e  r e m a i n i n g  7  

t u b e s .  1 0 0  μ L  w a s  t h e n  t a k e n  f r o m  t u b e  1  t o  t u b e  2 ,  m i x e d  

w e l l ,  a n d  t h e n  1 0 0  μ L  w a s  t a k e n  f r o m  t h e  s e c o n d  t u b e  t o  

t u b e  3 ,  a n d  t h i s  o p e r a t i o n  w a s  r e p e a t e d  t o  p e r f o r m  s e r i a l l y  

d i l u t i o n  t o  t u b e  7  t o  r e s p e c t i v e l y  o b t a i n  g l y c e r o l  s o l u t i o n s  10 

w i t h  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 2 5  μ g / m L  ( t u b e  1 ) ,  6 2 . 5  μ g / m L  

( t u b e  2 ) ,  3 1 . 2 5  μ g / m L  ( t u b e  3 ) ,  1 5 . 6 2 5  μ g / m L  ( t u b e  4 ) ,  

7 . 8 1 2 5  μ g / m L  ( t u b e  5 ) ,  3 . 9 0 6 2 5  μ g / m L  ( t u b e  6 ) ,  1 . 9 5 3 1 2 5  

μ g / m L  ( t u b e  7 ) ,  a n d  0  μ g / m L  ( t u b e  8 ) .  

7 - 2 - 2 .  C e l l  c u l t u r e  a n d  p r e - t r e a t m e n t  15 

 ( 1 )  T h e  c e l l s  w e r e  s e e d e d  i n  a  2 4 - w e l l  c e l l  c u l t u r e  p l a t e  

a t  a  d e n s i t y  o f  8  x  1 0 4  c e l l s / w e l l  ( c u l t u r e  v o l u m e  w a s  5 0 0  

μ L / w e l l )  a n d  c u l t u r e d  i n  a  C O 2  i n c u b a t o r  f o r  7  d a y s ,  w i t h  

r e p l a c i n g  t h e  m e d i u m  e v e r y  3  d a y s ;   

 ( 2 )  A f t e r  7  d a y s ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  o i l  d r o p l e t s  i n  t h e  20 

c e l l s  w a s  o b s e r v e d  u n d e r  a  m i c r o s c o p e  t o  c o n f i r m  c e l l  

d i f f e r e n t i a t i o n ;   

 ( 3 )  T h e  m e d i u m  w a s  r e p l a c e d  w i t h  t h e  m e d i u m  f o r  t h e  
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e x p e r i m e n t a l  g r o u p s  ( t h e  t e s t  s a m p l e s )  a n d  t h e  m e d i u m  f o r  

t h e  c o n t r o l  g r o u p  ( M o c k ) ,  a n d  c u l t u r i n g  w a s  p e r f o r m e d  i n  a  

C O 2  i n c u b a t o r  f o r  7 - 1 0  d a y s ,  w i t h  r e p l a c i n g  t h e  m e d i u m  

e v e r y  3  d a y s .  

7 - 2 - 3 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  g l y c e r o l  c o n t e n t  r e l e a s e d  i n t o  5 

t h e  m e d i u m  

 ( 1 )  A f t e r  t h e  c u l t u r e  w a s  c o m p l e t e d ,  t h e  c e l l  c u l t u r e d  

m e d i u m  o f  t h e  l a s t  c u l t u r e  w a s  c o l l e c t e d ;   

 ( 2 )  2 5  μ L  o f  t h e  c e l l  c u l t u r e d  m e d i u m ,  g l y c e r o l  

s t a n d a r d  s o l u t i o n  w i t h  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  10 

c h l o r o q u i n e  p o s i t i v e  c o n t r o l  w e r e  s e p a r a t e l y  a d d e d  t o  a  9 6 -

w e l l  p l a t e ;  

 ( 3 )  T h e  f r e e  g l y c e r o l  a s s a y  r e a g e n t  ( 1 0 0  μ L / w e l l )  w a s  

a d d e d  a n d  r e a c t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 5  m i n u t e s ;  

 ( 4 )  T h e  a b s o r b a n c e  v a l u e  a t  a  w a v e l e n g t h  o f  5 4 0  n m  15 

( O . D .  5 4 0 )  o f  e a c h  w e l l  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a  

s p e c t r o p h o t o m e t e r ;  

 ( 5 )  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  E x c e l  w i t h  

o n e - t a i l e d  S t u d e n t ’ s  t - t e s t  ( T - T E S T )  ( * :  p  <  0 . 0 5 ,  * * :  p  <  

0 . 0 1 ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 ) .  20 

 

8 .  D e t e c t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n s  o f  b l o o d  l i p i d s - r e l a t e d  

g e n e s  ( C E T P ,  S C A R B 1 ,  A B C A 1 ,  L D L R )  i n  c e l l s  i n  v i t r o  



56 

 

8 . 1  M a t e r i a l s  a n d  I n s t r u m e n t s  

 ( 1 )  C e l l  l i n e :  H u m a n  h e p a t o c e l l u l a r  c a r c i n o m a  c e l l  

H e p G 2  ( A T C C ;  C a t .  H B - 8 0 6 5 ) ;  

 ( 2 )  M e d i u m :  

D u l b e c c o ’ s  m o d i f i e d  E a g l e ’ s  m e d i u m  ( D M E M )  5 

( G i b c o ;  C a t .  1 1 9 6 5 - 0 9 2 ) ;  

1 0 %  ( v / v )  F e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( G i b c o ;  

C a t . 1 0 4 3 7 - 0 2 8 ,  o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;   

1 %  ( v / v )  P e n i c i l l i n - s t r e p t o m y c i n  ( G i b c o ;  C a t .  

1 5 1 4 0 1 2 2 ) ;  10 

 ( 3 )  1 0 X  D P B S  ( G i b c o ;  C a t .  1 4 2 0 0 - 0 7 5 ,  o r  a n  i t e m  w i t h  

t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 4 )  T r y p a n  b l u e  d e a d  c e l l  s t a i n  ( L o n z a ;  C a t . 1 7 - 9 4 2 E ,  

o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 5 )  R B  B u f f e r  ( G e n e a i d ;  C a t .  R P 0 5 0 ,  o r  a n  i t e m  w i t h  15 

t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 6 )  1 0 X  T r y p s i n  s o l u t i o n  ( S I G M A ;  C a t . 5 9 4 2 7 C ,  o r  a n  

i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 7 )  R N A  E x t r a c t i o n  K i t  ( G e n e a i d ) ;  

 ( 8 )  S u p e r S c r i p t ®  I I I  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e  20 

( I n v i t r o g e n ) ;   

 ( 9 )  P r i m e r  s e t :  P r i m e r  s e t s  f o r  e a c h  g e n e  t o  b e  t e s t e d  

( C E T P ,  S C A R B 1 ,  A B C A 1  a n d  L D L R )  a n d  p r i m e r  s e t  f o r  t h e  
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G A P D H  g e n e  a s  a n  i n t e r n a l  c o n t r o l ;  

 ( 1 0 )  K A P A  C Y B R  F A S T  q P C R  K i t s  ( 2 x )  ( K A P A  

B i o s y s t e m s ) ;  

 ( 1 1 )  S t e p O n e P l u s  R e a l - T i m e  P C R  S y s t e m  ( A B I ) .  

8 - 2 .  M e t h o d s  5 

8 - 2 - 1 .  C e l l  c u l t u r e  a n d  p r e - t r e a t m e n t  

 ( 1 )  T h e  c e l l s  w e r e  s e e d e d  i n  a  6 - w e l l  p l a t e  a t  a  d e n s i t y  

o f  1 × 1 0 6  c e l l s / w e l l  a n d  c u l t u r e d  o v e r n i g h t  ( n = 3 ) ;  

 ( 2 )  C e l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  d i f f e r e n t  s a m p l e s  t o  b e  

t e s t e d  f o r  6 ,  2 4 ,  4 8  h o u r s ;  10 

 ( 3 )  A f t e r  r e m o v i n g  t h e  s u p e r n a t a n t ,  t h e  c e l l s  w e r e  

w a s h e d  o n c e  w i t h  1 X  P B S ;  

 ( 4 )  A f t e r  t h e  c e l l s  w e r e  l y s e d  b y  a d d i n g  6 0 0  μ L  o f  R B  

B u f f e r ,  t h e  c e l l  l y s a t e  s o l u t i o n  w a s  c o l l e c t e d  i n  a  c e n t r i f u g e  

t u b e  a n d  s t o r e d  i n  a  - 8 0 ℃  r e f r i g e r a t o r .  15 

8 - 2 - 2 .  G e n e  e x p r e s s i o n  a n a l y s i s  

 ( 1 )  R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  c e l l s  u s i n g  R N A  E x t r a c t i o n  

K i t  ( G e n e a i d ) ;   

 ( 2 )  T h e  a b o v e - m e n t i o n e d  R N A  ( 2 0 0 0  n g )  w a s  r e v e r s e  

t r a n s c r i b e d  i n t o  c D N A  u s i n g  S u p e r S c r i p t ®  I I I  R e v e r s e  20 

T r a n s c r i p t a s e  ( I n v i t r o g e n ) ;   

 ( 3 )  T h e  c D N A  w a s  s u b j e c t e d  t o  r e a l - t i m e  p o l y m e r a s e  

c h a i n  r e a c t i o n  u s i n g  K A P A  S Y B R  F A S T  q P C R  K i t s  ( 2 x )  
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( K A P A  B i o s y s t e m s )  b y  S t e p O n e P l u s  R e a l - T i m e  P C R  S y s t e m  

t o  m e a s u r e  t h e  e x p r e s s i o n  l e v e l  o f  t h e  t a r g e t  g e n e ;  

 ( 4 )  T h e  m e l t i n g  c u r v e  d u r i n g  r e a l - t i m e  p o l y m e r a s e  

c h a i n  r e a c t i o n  w a s  a n a l y z e d ;  

 ( 5 )  R e l a t i v e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  w a s  5 

d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  2 - Δ Δ C T  m e t h o d .  T h e  t h r e s h o l d  c y c l e  

( C T  v a l u e )  o f  t h e  G A P D H  r e f e r e n c e  g e n e  w a s  u s e d  a s  t h e  

i n t e r n a l  c o n t r o l  a n d  t h e  s i m u l a t i o n  g r o u p ,  a n d  t h e  r e l a t i v e  

f o l d  c h a n g e  w a s  c a l c u l a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  f o r m u l a s  s h o w n  

i n  F o r m u l a  ( I )  t o  F o r m u l a  ( I I I )  a b o v e .  10 

 

9 .  D e t e c t i o n  o f  G l u t 4  e x p r e s s i o n  l e v e l  i n  c e l l s  i n  v i t r o  

9 . 1  M a t e r i a l s  a n d  I n s t r u m e n t s  

 ( 1 )  C e l l  l i n e :  H u m a n  h e p a t o c e l l u l a r  c a r c i n o m a  c e l l  

H e p G 2  ( A T C C ;  C a t .  H B - 8 0 6 5 ) ;  15 

 ( 2 )  M e d i u m :  

D u l b e c c o ’ s  m o d i f i e d  E a g l e ’ s  m e d i u m  ( D M E M )  

( G i b c o ;  C a t .  1 2 1 0 0 0 4 6 ) ;  

1 0 %  F e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( G i b c o ;  C a t . 1 0 4 3 7 -

0 2 8 ,  o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  20 

1 %  A n t i b i o t i c s  ( G i b c o ;  C a t . 1 5 2 4 0 - 0 6 2 ,  o r  a n  

i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

S o d i u m  b i c a r b o n a t e  ( S i g m a ;  C a t . S 5 7 6 1 - 5 0 0 G ,  
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o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

S o d i u m  h y d r o x i d e  ( N a O H )  ( S i g m a ;  

C a t . 2 2 1 4 6 5 - 5 0 0 G ,  o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

H y d r o g e n  c h l o r i d e  ( H C l )  ( S i g m a ;  C a t . 7 6 4 7 - 0 1 -

0 ,  o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  5 

 ( 3 )  1 0 X  D P B S  ( G i b c o ;  C a t .  1 4 2 0 0 - 0 7 5 ,  o r  a n  i t e m  w i t h  

t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 4 )  F e t a l  b o v i n e  s e r u m  ( G i b c o ;  C a t . 1 0 4 3 7 - 0 2 8 ,  o r  a n  

i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 6 )  1 0 X  T r y p s i n  s o l u t i o n  ( G i b c o ;  C a t . 1 5 4 0 0 0 5 4 ,  o r  a n  10 

i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 7 )  A l e x a  F l u o r  4 8 8  g o a t  a n t i - m o u s e  I g G  a n t i b o d y  

( I n v i t r o g e n ;  C a t . A - 1 1 0 0 1 ,  o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  s a m e  

f u n c t i o n ) ;  

 ( 8 )  G L U T 4  a n t i b o d y  ( I n v i t r o g e n ;  C a t . M A 5 - 1 7 1 7 6 ,  o r  a n  15 

i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 9 )  I n s u l i n  ( S i g m a ;  C a t . I 9 2 7 8 - 5 M L ,  o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  

s a m e  f u n c t i o n ) ;  

 ( 1 0 )  T r y p a n  b l u e  d e a d  c e l l  s t a i n  ( L o n z a ;  C a t . 1 7 - 9 4 2 E ,  

o r  a n  i t e m  w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) ;  20 

 ( 1 1 )  F l o w  c y t o m e t e r  ( B D ,  A c c u r i  C 6  P l u s ,  o r  a n  i t e m  

w i t h  t h e  s a m e  f u n c t i o n ) .  

9 - 2 - 1 .  P r e p a r a t i o n  o f  w o r k i n g  r e a g e n t s  
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 ( 1 )  1 X  D P B S :  1 0 X  D P B S  w a s  d i l u t e d  1 0 - f o l d  w i t h  

s t e r i l i z e d  d d H 2 O ;  

 ( 2 )  1 X  T r y p s i n  s o l u t i o n :  1 0 X  T r y p s i n  s o l u t i o n  w a s  

d i l u t e d  1 0 - f o l d  w i t h  p u r e  w a t e r ;  

 ( 3 )  2 %  F e t a l  b o v i n e  s e r u m  s o l u t i o n :  1  m L  F e t a l  b o v i n e  5 

s e r u m  w a s  m i x e d  w e l l  w i t h  4 9  m L  1 X  D P B S  i n  a  5 0  m L  

c e n t r i f u g e  t u b e .  

9 - 2 - 2 .  C e l l  c u l t u r e  a n d  p r e - t r e a t m e n t  

 ( 1 )  T h e  c e l l s  w e r e  s e e d e d  i n  a  6 - w e l l  c e l l  c u l t u r e  p l a t e  

a t  a  d e n s i t y  o f  1 × 1 0 5  c e l l s / w e l l  ( c u l t u r e  v o l u m e  w a s  2  m L )  10 

a n d  c u l t u r e d  i n  a  3 7 ℃ ,  5 %  C O 2  i n c u b a t o r  f o r  2 4  h o u r s ;  

 ( 2 )  A f t e r  t h a t ,  t h e  c e l l s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  M o c k  g r o u p  

a n d  e x p e r i m e n t a l  g r o u p s  ( h i g h - d o s e  g r o u p  a n d  l o w - d o s e  

g r o u p ) ;  

 ( 3 )  O p t i o n a l :  T h e  o r i g i n a l  m e d i u m  w a s  r e m o v e d ,  a n d  15 

s e r u m - f r e e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  1  μ M  i n s u l i n  w a s  a d d e d  t o  

t h e  c e l l s ,  a n d  c u l t u r e d  i n  a  3 7 ° C ,  5 %  C O 2  i n c u b a t o r  f o r  7 2  

h o u r s .  A f t e r  t h a t ,  t h e  m e d i u m  w a s  r e m o v e d ;  

 ( 4 )  M e d i u m  c o n t a i n i n g  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t e s t  

s a m p l e s  w a s  a d d e d  t o  t h e  c e l l s  a n d  t h e n  t h e  c e l l s  w e r e  20 

c u l t u r e d  i n  a  3 7 ℃ ,  5 %  C O 2  i n c u b a t o r  f o r  2 4  h o u r s ;  

 ( 5 )  O p t i o n a l :  0 . 5  μ M  I n s u l i n  w a s  a d d e d  t o  t h e  c e l l s  a n d  

t h e  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  i n  a  3 7 ℃ ,  5 %  C O 2  i n c u b a t o r  f o r  2 4  
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h o u r s ;  

 ( 6 )  A f t e r  t r e a t m e n t  w a s  c o m p l e t e d ,  t h e  m e d i u m  w a s  

r e m o v e d ;  

 ( 7 )  T h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  w i t h  1 X  D P B S  ( 1  m L / w e l l )  

a n d  t h e n  t h e  1 X  D P B S  w a s  r e m o v e d ;  5 

 ( 8 )  S t e p  ( 7 )  w a s  r e p e a t e d ;  

 ( 9 )  1 X  T r y p s i n  s o l u t i o n  ( 2 0 0  μ L / w e l l )  w a s  a d d e d ,  t h e  

c e l l s  w e r e  p l a c e d  i n  a  3 7 ℃ ,  5 %  C O 2  i n c u b a t o r  f o r  p r o t e c t i n g  

i t  f r o m  l i g h t  f o r  5  m i n u t e s ,  t h e  c u l t u r e  p l a t e  w a s  t a p p e d  a n d  

d e t a c h m e n t  o f  t h e  c e l l s  w a s  c o n f i r m e d ;  10 

 ( 1 0 )  M e d i u m  ( 8 0 0  μ L / w e l l )  w a s  a d d e d  t o  t e r m i n a t e  t h e  

a c t i o n  o f  t r y p s i n ;  

 ( 1 1 )  T h e  c e l l  s u s p e n s i o n  i n  e a c h  w e l l  w a s  t r a n s f e r r e d  

t o  s e p a r a t e  m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0  x  

g  f o r  5  m i n u t e s  t o  r e m o v e  t h e  s u p e r n a t a n t ;  15 

 ( 1 2 )  2 0 0  μ L  1 X  D P B S  w a s  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  t o  w a s h  

t h e  c e l l s  a n d  t h e n  t h e  t u b e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0  x  g  f o r  5  

m i n u t e s  t o  r e m o v e  t h e  s u p e r n a t a n t ;  

 ( 1 3 )  2 0 0  μ L  o f  2 %  F e t a l  b o v i n e  s e r u m  s o l u t i o n  w a s  

a d d e d  t o  e a c h  t u b e  a n d  m i x e d  w e l l  t o  f i x  t h e  c e l l s ,  a n d  t h e  20 

c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  3 0 - 6 0  m i n u t e s  

i n  t h e  d a r k ;   

 ( 1 4 )  E a c h  t u b e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s  
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t o  r e m o v e  t h e  s u p e r n a t a n t ;  

 ( 1 5 )  2 0 0  μ L  1 X  D P B S  a n d  1  μ L  G L U T 4  a n t i b o d y  ( 1 : 2 0 0 )  

w e r e  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  a n d  m i x e d  w e l l ,  a n d  t h e  c e l l s  a r e  

c u l t u r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  3 0  m i n u t e s  i n  t h e  d a r k ;   

 ( 1 6 )  E a c h  t u b e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s  5 

t o  r e m o v e  t h e  s u p e r n a t a n t ;  

 ( 1 7 )  2 0 0  μ L  1 X  D P B S  w a s  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  t o  w a s h  

t h e  c e l l s  a n d  t h e n  t h e  t u b e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0  x  g  f o r  5  

m i n u t e s  t o  r e m o v e  t h e  s u p e r n a t a n t ;  

 ( 1 8 )  S t e p  ( 1 7 )  w a s  r e p e a t e d ;  10 

 ( 1 9 )  2 0 0  μ L  1 X  D P B S  a n d  1  μ L  A l e x a  F l u o r  4 8 8  g o a t  

a n t i - m o u s e  I g G  s e c o n d a r y  a n t i b o d y  ( 1 : 2 0 0 )  w e r e  a d d e d  t o  

e a c h  t u b e  a n d  m i x e d  w e l l ,  a n d  t h e  c e l l  w e r e  c u l t u r e d  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o r  1 0  m i n u t e s  i n  t h e  d a r k ;  

 ( 2 0 )  E a c h  t u b e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0  x  g  f o r  5  m i n u t e s  15 

t o  r e m o v e  t h e  s u p e r n a t a n t ;  

 ( 2 1 )  2 0 0  μ L  1 X  D P B S  w a s  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  t o  w a s h  

t h e  c e l l s  a n d  t h e n  t h e  t u b e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0  x  g  f o r  5  

m i n u t e s  t o  r e m o v e  t h e  s u p e r n a t a n t ;  

 ( 2 2 )  S t e p  ( 2 1 )  w a s  r e p e a t e d ;  20 

 ( 2 3 )  2 0 0  μ L  1 X  D P B S  w a s  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  t o  

r e s u s p e n d  t h e  c e l l s ;  

 ( 2 4 )  T h e  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  o f  f l u o r e s c e i n  
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i s o t h i o c y a n a t e  ( F I T C )  w a s  a n a l y z e d  b y  f l o w  c y t o m e t r y ;  

 ( 2 5 )  S t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  E x c e l  

w i t h  o n e - t a i l e d  S t u d e n t ’ s  t - t e s t  ( T - T E S T )  ( * :  p  <  0 . 0 5 ,  * * :  

p  <  0 . 0 1 ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 ) .  

 5 

1 0 .  P r e p a r a t i o n  o f  s o y b e a n  e x t r a c t  

F U J I  O I L  C O . ,  L T D ,  J a p a n  w a s  c o m m i s s i o n e d  t o  p r o d u c e  

t h e  s o y b e a n  e x t r a c t .  

T h e  m a i n  p r o c e s s e s  a r e  s h o w n  i n  s e q u e n c e  a s  f o l l o w s :   

( 1 )  S o y  p r o t e i n  i s o l a t i o n ;  10 

( 2 )  E n z y m a t i c  h y d r o l y s i s ;  

( 3 )  I s o l a t i o n ;  

( 4 )  S t e r i l i z a t i o n ;  

( 5 )  F i l t r a t i o n ;  

( 6 )  S p r a y  d r y i n g ;  a n d  15 

( 7 )  O b t a i n i n g  p r o d u c t s .  

 

1 1 .  P r e p a r a t i o n  o f  a p p l e  e x t r a c t  

T h e  m a i n  p r o c e s s e s  o f  t h e  a p p l e  e x t r a c t  a r e  s h o w n  i n  

s e q u e n c e  a s  f o l l o w s :  20 

 ( 1 )  A p p l e s  w e r e  c o a r s e l y  c h o p p e d  ( c o a r s e l y  c h o p p e d  

h o l e  s i z e :  1 2  m m ) ;  

 ( 2 )  T h e  c o a r s e l y  c h o p p e d  a p p l e s  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  
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R O  w a t e r  t o  o b t a i n  a  c r u d e  e x t r a c t .  T h e  e x t r a c t i o n  

c o n d i t i o n s  a r e  a s  f o l l o w s :  

W e i g h t  r a t i o  o f  c o a r s e l y  c h o p p e d  a p p l e s  t o  R O  w a t e r :  

1 : 6 ;  

E x t r a c t i o n  t e m p e r a t u r e :  8 5 ± 5 ℃ ;  5 

E x t r a c t i o n  t i m e :  6 0  m i n u t e s ;  

R e f l u x  p u m p  3 . 0 ± 0 . 5 k g / c m 2 ;  

 ( 3 )  T h e  c r u d e  e x t r a c t  w a s  f i l t e r e d  ( p o r e  s i z e :  4 0 0  m e s h )  

a n d  s a m p l e d  f o r  t e s t i n g  a f t e r  f i l t r a t i o n  ( B r i x :  8 . 0 ± 0 . 5  

( 2 0 ℃ ) ) ;  10 

 ( 4 )  T h e  f i l t r a t e  w a s  c o n c e n t r a t e d  a n d  s a m p l e d  t o  

c o n f i r m  w h e t h e r  t h e  c o n c e n t r a t e d  l i q u i d  m e e t s  t h e  

p r e d e t e r m i n e d  s p e c i f i c a t i o n s  ( B r i x  s u g a r :  8 . 0 ± 0 . 5 ;  C A :  

0 . 3 ± 0 . 2  ( 2 0 ℃ ) ;  p H :  2 . 7 ± 1 . 0  ( 2 0 ℃ ) ) ;  

 ( 5 )  A f t e r  r e a c h i n g  t h e  s p e c i f i c a t i o n s ,  t h e  c o n c e n t r a t e d  15 

l i q u i d  c o u l d  b e  u s e d  a s  t h e  a p p l e  e x t r a c t  u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  

d i s c l o s u r e .  

 

B .  I n g r e d i e n t  a n a l y s i s  

1 .  A n a l y s i s  o f  s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s  ( S C F A )  20 

c o n t a i n e d  i n  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  c u l t u r e d  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

I t  i s  c u r r e n t l y  k n o w n  t h a t  s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s  
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s t i m u l a t e  t h e  s e c r e t i o n  o f  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 ) .  

T h e r e f o r e ,  t h e  s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s  c o n t a i n e d  i n  t h e  

c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  c u l t u r e d  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

B C R C  9 1 1 1 4 5  w e r e  a n a l y z e d  t o  l e a r n  t h e  p o t e n t i a l  o f  t h e  

c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  c u l t u r e d  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  5 

B C R C  9 1 1 1 4 5  t o  s t i m u l a t e  t h e  s e c r e t i o n  o f  g l u c a g o n - l i k e  

p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 ) .  

T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  2 .  

T a b l e  2 :  S h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s  ( S C F A s )  c o n t a i n e d  i n  

t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  c u l t u r e d  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  10 

B C R C  9 1 1 1 4 5  

S
h

o
rt

-c
h

ai
n

 f
at

ty
 a

ci
d
s 

 

C1 C2 C3 C4 isoC4 isoC5 

Formic 

acid 

Acetic acid Propionic 

acid 

Butyric 

acid 

Isobutyric 

acid 

3-Methylbutyric 

acid 

(μM) 11121.571 303688.219 790.959 178.32 88.731 10.291 

 

A c c o r d i n g  t o  T a b l e  2 ,  i t  i s  k n o w n  t h a t  t h e  c u l t u r e d  

s u p e r n a t a n t  o f  c u l t u r e d  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5  c o n t a i n s  a t  l e a s t  s h o r t - c h a i n  f a t t y  a c i d s  s u c h  a s  15 



66 

 

f o r m i c  a c i d ,  a c e t i c  a c i d ,  p r o p i o n i c  a c i d ,  b u t y r i c  a c i d ,  

i s o b u t y r i c  a c i d  a n d  3 - m e t h y l b u t y r i c  a c i d ,  a n d  t h e r e f o r e  

s h o u l d  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  s t i m u l a t e  t h e  s e c r e t i o n  o f  

g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1 .  

 5 

C .  I n  v i t r o  e x p e r i m e n t s  

1 .  C o n f i r m a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

a n d  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  i n  p r o m o t i n g  t h e  s e c r e t i o n  

o f  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  a n d  r e d u c i n g  a p p e t i t e  

G l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  i s  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  10 

i n c r e t i n  i n  t h e  h u m a n  b o d y ,  w h i c h  c a n  p r o m o t e  i n s u l i n  

s e c r e t i o n  a n d  i n h i b i t  g l u c a g o n  s e c r e t i o n ,  a n d  h a v e  t h e  

e f f e c t  o f  r e g u l a t i n g  b l o o d  g l u c o s e ,  r e d u c i n g  a p p e t i t e ,  a n d  

c o n t r o l l i n g  b o d y  w e i g h t ,  w h i l e  P Y Y  g e n e  i s  a n  a p p e t i t e  

s u p p r e s s i o n - r e l a t e d  g e n e .  15 

T h e  e f f e c t s  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  

a p p e t i t e  c o n t r o l ,  w e i g h t  c o n t r o l  a n d  b l o o d  g l u c o s e  

m o d u l a t i o n  w e r e  e v a l u a t e d  b y  a n a l y z i n g  t h e  e f f e c t s  o f  

c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o n  g l u c a g o n - l i k e  20 

p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  s e c r e t i o n  a n d  P Y Y  g e n e  e x p r e s s i o n .  

A c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  i n  “ 3 .  D e t e c t i o n  o f  

g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  s e c r e t e d  b y  c e l l s  i n  
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v i t r o ”  a n d  “ 4 .  D e t e c t i o n  o f  P Y Y  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  c e l l s  

i n  v i t r o ”  i n  “ A .  M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ”  a b o v e ,  t h e  e f f e c t s  

o f  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( t e s t e d  w i t h  N C I - H 7 1 6  

c e l l s )  o n  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  s e c r e t i o n  a n d  P Y Y  g e n e  5 

e x p r e s s i o n  w e r e  c o n f i r m e d ,  r e s p e c t i v e l y .  

F I G .  1 A  a n d  T a b l e  3  s h o w  t h e  r e l a t i v e  a m o u n t  o f  

g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  s e c r e t e d  i n t o  t h e  m e d i u m  

b y  t h e  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( t h e  f i n a l  10 

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 2 5 % ) .  

F I G .  1 B  a n d  T a b l e  4  s h o w  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  

P Y Y  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  15 

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

4 8  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  c e l l s  i s  0 . 5 % ) .  

F I G .  2 A  a n d  T a b l e  5  s h o w  t h e  r e l a t i v e  a m o u n t  o f  20 

g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  s e c r e t e d  i n t o  t h e  m e d i u m  

b y  t h e  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( t h e  f i n a l  
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c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % ) .  

F I G .  2 B  a n d  T a b l e  6  s h o w  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  

P Y Y  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  5 

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  

f o r  2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  

m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % ) .  

T a b l e  3 :  R e l a t i v e  a m o u n t  o f  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  10 

( G L P - 1 )  s e c r e t e d  i n t o  t h e  m e d i u m  b y  t h e  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  

t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5  ( t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 2 5 % )  15 

 
 

Relative content 

of GLP-1 

Standard 

deviation 
T-TEST 

Mock Mock 100 5.667436084 
 

Glucose 

(Positive control) 
30 mM Glucose 138.5623 3.73147136 *** 

Bifidobacterium 

breve BCRC 

911145 

Cultured 

supernatant 

0.25% 

151.7905 2.109478447 *** 
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C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  

 

T a b l e  4 :  R e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  P Y Y  g e n e  i n  c e l l s  

t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  

b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  4 8  h o u r s ,  t h e  5 

f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  c e l l s  i s  0 . 5 % )  

 Relative expression of PYY 

gene 

Standard 

deviation 

Mock 1 0 

Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 cultured 

supernatant 0.5% 

1.797643198 0.359497822 

 

T a b l e  5 :  R e l a t i v e  a m o u n t  o f  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  10 

( G L P - 1 )  s e c r e t e d  i n t o  t h e  m e d i u m  b y  t h e  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  

t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

B C R C  9 1 1 1 4 5  ( t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  

m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  t h e  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % )  15 

 
 

Relative content of 

GLP-1 

Standard 

deviation 
T-TEST 
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Mock Mock 100 2.897637825 
 

Glucose 

(Positive control) 
30 mM Glucose 133.2586786 13.31189218 * 

Bifidobacterium 

breve BCRC 

911145 

Dead bacteria 

suspension 

0.125% 

120.4927212 10.28495385 * 

C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  * * :  p  <  0 . 0 5 .  

 

T a b l e  6 :  R e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  P Y Y  g e n e  i n  c e l l s  

t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  5 

2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  

m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % )  

 Relative expression of PYY 

gene 

Standard deviation 

Mock 1 0 

Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 dead 

bacteria suspension 

0.125% 

1.484153968 0.094467242 

 

B a s e d  o n  t h e  r e s u l t s  m e n t i o n e d  a b o v e i t  i s  k n o w  t h a t  10 
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b o t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  

e f f e c t i v e l y  p r o m o t e  c e l l s  t o  s e c r e t e  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e -

1  ( G L P - 1 )  a n d  e f f e c t i v e l y  e n h a n c e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  P Y Y  

g e n e  i n  c e l l s .  5 

S p e c i f i c a l l y ,  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  p r o m o t e  t h e  

s e c r e t i o n  o f  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 ) ,  w i t h  t h e  

s e c r e t i o n  a m o u n t  i n c r e a s e d  b y  5 1 . 8 % .  A t  t h e  s a m e  t i m e ,  i t  

c a n  e f f e c t i v e l y  i n c r e a s e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  a p p e t i t e  10 

s u p p r e s s i o n - r e l a t e d  g e n e ,  P Y Y  g e n e ,  w i t h  t h e  e x p r e s s i o n  

i n c r e a s e d  b y  u p  t o  7 9 . 8 % .  

S i m i l a r l y ,  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  a l s o  p r o m o t e  t h e  

s e c r e t i o n  o f  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 ) ,  w i t h  t h e  15 

s e c r e t i o n  a m o u n t  i n c r e a s e d  b y  2 0 . 5 % .  A t  t h e  s a m e  t i m e ,  i t  

c a n  e f f e c t i v e l y  i n c r e a s e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  a p p e t i t e  

s u p p r e s s i o n - r e l a t e d  g e n e ,  P Y Y  g e n e ,  w i t h  t h e  e x p r e s s i o n  

i n c r e a s e d  b y  u p  t o  4 8 . 4 % .  

I n  s u m m a r y ,  b o t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  t h e  d e a d  20 

b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

c a n  b e  u s e d  f o r  a p p l i c a t i o n s  r e l a t e d  t o  e f f e c t s  o f  a p p e t i t e  

c o n t r o l ,  w e i g h t  c o n t r o l  a n d / o r  b l o o d  g l u c o s e  m o d u l a t i o n ,  



72 

 

e t c .  

 

2 .  C o n f i r m a t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

i n  i n h i b i t i n g  a d i p o c y t e  m a t u r a t i o n  a n d  r e d u c i n g  f a t  

a c c u m u l a t i o n  5 

A c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  i n  “ 5 .  D e t e c t i o n  o f  

t h e  e x p r e s s i o n  o f  f a t - r e l a t e d  g e n e s  ( C E B P A ,  U C P ,  A T G L ,  

P L I N 1 ,  P P A R G 2  a n d  L I P E ( H S L ) )  i n  c e l l s  i n  v i t r o ”  a n d  “ 6 .  

D e t e c t i o n  o f  f a t  a c c u m u l a t i o n  i n  c e l l s  i n  v i t r o ”  i n  “ A .  

M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ”  a b o v e ,  t h e  e f f e c t s  o f  c u l t u r e d  10 

s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o n  

C / E B P A  g e n e  e x p r e s s i o n  a n d  f a t  a c c u m u l a t i o n  w e r e  

c o n f i r m e d .  

C / E B P A  g e n e  i s  a  k e y  r e g u l a t o r y  g e n e  f o r  e n e r g y  

h o m e o s t a s i s  a n d  l i p i d  s t o r a g e  i n  t h e  b o d y .  I t s  l o w  15 

e x p r e s s i o n  w i l l  t e r m i n a t e  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  l i p i d  

d r o p l e t  c e l l s .  

T h e  a b i l i t i e s  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  

i n h i b i t i n g  a d i p o c y t e  m a t u r a t i o n  a n d  r e d u c i n g  f a t  

a c c u m u l a t i o n  w e r e  e v a l u a t e d  b y  a n a l y z i n g  t h e  e f f e c t s  o f  20 

c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5  o n  C / E B P A  g e n e  e x p r e s s i o n  a n d  f a t  a c c u m u l a t i o n .  

T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  7  a n d  T a b l e  8  a n d  F I G .  
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3 A  a n d  F I G .  3 B .  

T a b l e  7  a n d  F I G .  3 A  s h o w  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  

C / E B P A  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  

f o r  6  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  5 

s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  

m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  c e l l s  i s  0 . 2 5 % ) .  

T a b l e  8  a n d  F I G .  3 B  s h o w  t h e  O i l  r e d  ( l i p i d )  c o n t e n t  i n  

c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5 .  10 

T a b l e  7 :  R e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  C / E B P A  g e n e  i n  c e l l s  

t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  

b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  6  h o u r s ,  t h e  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  15 

c u l t u r i n g  c e l l s  i s  0 . 2 5 % )  

 Relative expression level of 

C/EBPA gene 

Standard 

deviation 

Mock 1 0 

Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 cultured 

supernatant 0.25% 

0.165920988 0.007281205 
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T a b l e  8 :  O i l  r e d  ( l i p i d )  c o n t e n t  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  

c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5  ( t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  c e l l s  i s  0 . 2 5 % )  5 

 Oil red (lipid) content in 

cells 

Standard deviation 

Mock 100 3.79 

Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 cultured 

supernatant 0.25% 

78.97 1.24 

 

A c c o r d i n g  t o  t h e  r e s u l t s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  i t  i s  k n o w n  

t h a t  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

B C R C  9 1 1 1 4 5  i s  c a p a b l e  o f  e f f e c t i v e l y  i n h i b i t i n g  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  C / E B P A  g e n e ,  i . e . ,  i n h i b i t i n g  a d i p o c y t e  10 

m a t u r a t i o n ,  w i t h  a n  i n h i b i t i o n  r a t e  a s  h i g h  a s  8 3 . 4 % ,  a n d  

s u c c e s s f u l l y  r e d u c i n g  t h e  f a t  a c c u m u l a t i o n  b y  2 1 . 0 % .  

I n  s u m m a r y ,  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  b e  u s e d  f o r  

a p p l i c a t i o n s  r e l a t e d  t o  f a t  r e d u c t i o n ,  e t c .  15 

 

3 .  C o n f i r m a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  
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a n d  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  i n  p r o m o t i n g  f a t  b u r n i n g  

a n d / o r  l i p o l y s i s  

A c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  i n  “ 5 .  D e t e c t i o n  o f  

t h e  e x p r e s s i o n  o f  f a t - r e l a t e d  g e n e s  ( C E B P A ,  U C P ,  A T G L ,  

P L I N 1 ,  P P A R G 2  a n d  L I P E ( H S L ) )  i n  c e l l s  i n  v i t r o ”  a n d  “ 7 .  5 

I n  v i t r o  c e l l u l a r  l i p o l y s i s  a s s a y ”  i n  “ A .  M a t e r i a l s  a n d  

M e t h o d s ”  a b o v e ,  t h e  e f f e c t s  o f  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o n  U C P 1  g e n e  a n d  

U C P 2  g e n e  e x p r e s s i o n s  a n d  l i p o l y s i s  w e r e  c o n f i r m e d .  

E l e v a t e d  e x p r e s s i o n s  o f  U C P 1  g e n e  a n d  U C P 2  g e n e  10 

c o n t r i b u t e  t o  t h e  c o n v e r s i o n  o f  a d i p o c y t e s  a n d  p r o m o t e  f a t  

b u r n i n g .  

T h e  p o t e n t i a l  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  

p r o m o t i n g  f a t  b u r n i n g  a n d  l i p o l y s i s  w a s  e v a l u a t e d  b y  

a n a l y z i n g  t h e  e f f e c t s  o f  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  d e a d  15 

b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

o n  U C P 1  g e n e  a n d  U C P 2  g e n e  e x p r e s s i o n s  a n d  t h e  e f f e c t  o f  

c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5  o n  l i p o l y s i s .  

T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  9 ,  T a b l e  1 0  a n d  T a b l e  20 

1 1 ,  a n d  F I G .  4 A ,  F I G .  4 B  a n d  F I G .  5 .  

T a b l e  9  a n d  F I G .  4 A  s h o w  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n s  o f  

U C P 1  g e n e  a n d  U C P 2  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  
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s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  

a r e  c u l t u r e d  f o r  2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  

c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % ) .  

T a b l e  1 0  a n d  F I G .  4 B  s h o w  t h e  a m o u n t  o f  g l y c e r o l  i n  5 

t h e  c u l t u r e d  m e d i u m  o f  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  

s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( t h e  

f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  c e l l s  i s  0 . 2 5 % ) .  10 

T a b l e  1 1  a n d  F I G .  5  s h o w  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n s  o f  

U C P 1  g e n e  a n d  U C P 2  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  

b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  

t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  15 

B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  c e l l s  i s  0 . 2 5 % ) .  

T a b l e  9 :  R e l a t i v e  e x p r e s s i o n s  o f  U C P 1  g e n e  a n d  U C P 2  

g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  20 

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  c e l l s  i s  0 . 1 2 5 % )  

 Relative expression level 
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Group/Gene UCP1 UCP2 

Mock 1 1 

Bifidobacterium breve BCRC 911145 cultured 

supernatant 0.125% 

5.350352 2.839444 

 

Standard deviation 

Mock 0 0 

Bifidobacterium breve BCRC 911145 cultured 

supernatant 0.125% 

1.793952 0.277548 

 

T a b l e  1 0 :  A m o u n t  o f  g l y c e r o l  i n  t h e  c u l t u r e d  m e d i u m  o f  

c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( t h e  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  5 

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  m e d i u m  f o r  

c u l t u r i n g  c e l l s  i s  0 . 2 5 % )  

 Amount of glycerol in the 

cultured medium (%) 

Standard 

deviation 

T-TEST 

Mock 100.00  8.05  

 

Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 

cultured supernatant 

0.25% 

120.56  4.25  * 

C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  * * :  p  <  0 . 0 5 .  
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T a b l e  1 1 :  R e l a t i v e  e x p r e s s i o n s  o f  U C P 1  g e n e  a n d  U C P 2  

g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  ( c e l l s  a r e  c u l t u r e d  f o r  

2 4  h o u r s ,  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  d e a d  b a c t e r i a  5 

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  t h e  

m e d i u m  f o r  c u l t u r i n g  c e l l s  i s  0 . 2 5 % )  

 Relative expression level 

Group/Gene UCP1 UCP2 

Mock 1 1 

Bifidobacterium breve BCRC 911145 dead bacteria 

suspension 0.25% 

2.332464 2.100877 

 

Standard deviation 

Mock 0 0 

Bifidobacterium breve BCRC 911145 dead bacteria 

suspension 0.25% 

0.099721 0.195996 

 

B a s e d  o n  t h e  r e s u l t s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  i t  i s  k n o w n  t h a t  

b o t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  t h e  d e a d  b a c t e r i a  10 

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  

e f f e c t i v e l y  p r o m o t e  f a t  b u r n i n g  a n d  h a v e  t h e  e f f e c t  o f  

r e d u c i n g  f a t .  

S p e c i f i c a l l y ,  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  
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B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  e f f e c t i v e l y  

i n c r e a s e  t h e  e x p r e s s i o n s  o f  f a t  b u r n i n g  r e l a t e d  g e n e s ,  U C P 1  

g e n e  a n d  U C P 2  g e n e ,  w i t h  t h e  h i g h e s t  i n c r e a s e  r a t e  r e a c h i n g  

a b o u t  4 . 3 5  t i m e s ,  a n d  a t  t h e  s a m e  t i m e  c a n  i n c r e a s e  t h e  

l i p o l y s i s  e f f i c i e n c y  b y  a b o u t  2 0 . 6 % .  5 

S i m i l a r l y ,  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  a l s o  e f f e c t i v e l y  

i n c r e a s e  t h e  e x p r e s s i o n s  o f  f a t  b u r n i n g  r e l a t e d  g e n e s ,  U C P 1  

g e n e  a n d  U C P 2  g e n e ,  w i t h  t h e  h i g h e s t  i n c r e a s e  r a t e  r e a c h i n g  

a b o u t  1 . 3  t i m e s .  10 

I n  s u m m a r y ,  b o t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  t h e  d e a d  

b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

c a n  b e  u s e d  f o r  a p p l i c a t i o n s  r e l a t e d  t o  f a t  r e d u c t i o n ,  e t c .  

 

4 .  C o n f i r m a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  15 

a n d  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  i n  m e t a b o l i z i n g  f a t  

A c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  i n  “ 5 .  D e t e c t i o n  o f  

t h e  e x p r e s s i o n  o f  f a t - r e l a t e d  g e n e s  ( C E B P A ,  U C P ,  A T G L ,  

P L I N 1 ,  P P A R G 2  a n d  L I P E ( H S L ) )  i n  c e l l s  i n  v i t r o ”  i n  “ A .  

M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ”  a b o v e ,  t h e  e f f e c t s  o f  c u l t u r e d  20 

s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o n  f a t -

r e l a t e d  g e n e  e x p r e s s i o n s  w e r e  c o n f i r m e d .  

A T G L  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  f i r s t  s t e p  o f  f a t  m e t a b o l i s m  i n  
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l i p i d  d r o p l e t  c e l l s ,  w h i c h  c a n  h y d r o l y z e  t r i g l y c e r i d e s .  

P L I N 1  g e n e  r e g u l a t e s  f a t  m e t a b o l i s m  i n  l i p i d  d r o p l e t  c e l l s ,  

a n d  i t s  l o w  e x p r e s s i o n  w i l l  p r o m o t e  f a t  m e t a b o l i s m  i n  c e l l s .  

P P A R G 2  r e g u l a t e s  t h e  β - o x i d a t i o n  p r o c e s s  o f  f a t t y  a c i d s ,  

a n d  i t s  l o w  e x p r e s s i o n  w i l l  p r o m o t e  f a t  m e t a b o l i s m .  L I P E  5 

( H S L )  h y d r o l y z e s  t r i g l y c e r i d e s  i n t o  f r e e  f a t t y  a c i d s ,  w h i c h  

i s  r e s p o n s i b l e  f o r  c o n v e r t i n g  c h o l e s t e r o l  e s t e r s  i n t o  f r e e  

c h o l e s t e r o l .  C E B P A  t e r m i n a t e s  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  l i p i d  

d r o p l e t  c e l l s  a n d  i s  o n e  o f  t h e  k e y  r e g u l a t o r y  g e n e s  f o r  

e n e r g y  h o m e o s t a s i s  a n d  l i p i d  s t o r a g e  i n  t h e  b o d y .  10 

T h e  e f f e c t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o n  

p r o m o t i n g  f a t  m e t a b o l i s m  w a s  e v a l u a t e d  b y  a n a l y z i n g  t h e  

e f f e c t s  o f  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o n  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  e a c h  o f  t h e  a b o v e  g e n e s .  15 

T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  1 2  a n d  T a b l e  1 3 ,  a n d  

F I G S .  6 A  t o  6 D  a n d  F I G S .  7 A  t o  7 D .  

T a b l e  1 2  a n d  F I G S .  6 A  t o  6 D  s h o w  t h e  r e l a t i v e  

e x p r e s s i o n s  o f  A T G L  g e n e ,  P L I N 1  g e n e ,  P P A R G 2  g e n e  a n d  

L I P E  ( H S L )  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  20 

s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5 .  

T a b l e  1 3  a n d  F I G S .  7 A  t o  7 D  s h o w  t h e  r e l a t i v e  

e x p r e s s i o n s  o f  A T G L  g e n e ,  P L I N 1  g e n e ,  P P A R G 2  g e n e  a n d  
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C E B P A  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5 .  

T a b l e  1 2 :  R e l a t i v e  e x p r e s s i o n s  o f  A T G L  g e n e ,  P L I N 1  

g e n e ,  P P A R G 2  g e n e  a n d  L I P E  ( H S L )  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  

w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  5 

B C R C  9 1 1 1 4 5  

Culture 

time 

                         Gene 

       Group 

Relative expression level 

ATGL PLIN1 PPARG2 LIPE 

(HSL) 

Mock 1 1 1 1 

6 hours Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 

cultured supernatant 

0.25% 

 

0.177391 

 

 

24 hours Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 

cultured supernatant 

0.125% 

  

0.187532  

48 hours Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 

cultured supernatant 

0.125% 

1.387792 

  

4.383512 

  

Standard deviation 
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Mock 0 0 0 0 

6 hours Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 

cultured supernatant 

0.25% 

 

0.019206 

 

 

24 hours Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 

cultured supernatant 

0.125% 

  

0.054401  

48 hours Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 

cultured supernatant 

0.125% 

0.230635 

  

0.607965 

 

T a b l e  1 3 :  R e l a t i v e  e x p r e s s i o n s  o f  A T G L  g e n e ,  P L I N 1  

g e n e ,  P P A R G 2  g e n e  a n d  C E B P A  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  

t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5  5 

  Relative expression level 

Culture 

time 

Group/Gene ATGL PLIN1 PPARG2 CEBPA 

6 hours Mock 1 1 1 1 



83 

 

24 hours Bifidobacterium 

breve BCRC 911145 

dead bacteria 

suspension 0.125% 

 

  

0.642016 

24 hours Bifidobacterium 

breve BCRC 911145 

dead bacteria 

suspension 0.25% 

1.067559 0.770049 0.889962 

 

  

Standard deviation 

6 hours Mock 0 0 0 0 

24 hours Bifidobacterium 

breve BCRC 911145 

dead bacteria 

suspension 0.125% 

   0.044377 

24 hours Bifidobacterium 

breve BCRC 911145 

dead bacteria 

suspension 0.25% 

0.042945 0.052777 0.024701  

 

B a s e d  o n  t h e  r e s u l t s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  i t  i s  k n o w n  t h a t  

b o t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  

e f f e c t i v e l y  p r o m o t e  f a t  m e t a b o l i s m  a n d  h a v e  t h e  e f f e c t  o f  5 
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r e d u c i n g  f a t .  

S p e c i f i c a l l y ,  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  e f f e c t i v e l y  

p r o m o t e  f a t  m e t a b o l i s m ,  w i t h  t h e  h i g h e s t  i n c r e a s e  r a t e  

r e a c h i n g  a b o u t  3 . 3 9  t i m e s .  5 

S i m i l a r l y ,  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  a l s o  e f f e c t i v e l y  

p r o m o t e  f a t  m e t a b o l i s m ,  w i t h  a n  a v e r a g e  i n c r e a s e  r a t e  o f  

a b o u t  1 0 % .  

I n  s u m m a r y ,  b o t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  t h e  d e a d  10 

b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

c a n  b e  e f f e c t i v e l y  u s e d  f o r  a p p l i c a t i o n s  r e l a t e d  t o  f a t  

r e d u c t i o n ,  e t c .  

 

5 .  C o n f i r m a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  15 

a n d  d e a d  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  i n  m o d u l a t i n g  b l o o d  l i p i d s  

a n d  p r o m o t i n g  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  

( H D L - C )  

A c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  i n  “ 8 .  D e t e c t i o n  o f  

t h e  e x p r e s s i o n  o f  b l o o d  l i p i d s - r e l a t e d  g e n e s  ( C E T P ,  20 

S C A R B 1 ,  A B C A 1 ,  L D L R )  i n  c e l l s  i n  v i t r o ”  i n  “ A .  M a t e r i a l s  

a n d  M e t h o d s ”  a b o v e ,  t h e  e f f e c t s  o f  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  

d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  
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9 1 1 1 4 5  o n  b l o o d  l i p i d s - r e l a t e d  g e n e  e x p r e s s i o n s  w e r e  

c o n f i r m e d .  

C E T P  g e n e ,  S C A R B 1  g e n e ,  a n d  A B C A 1  g e n e  a r e  r e l a t e d  

t o  t h e  s y n t h e s i s  o f  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  

( H D L - C ) ,  w h i l e  t h e  L D L R  g e n e  i s  r e l a t e d  t o  t h e  m e t a b o l i s m  5 

o f  l o w - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  ( L D L - C ) .  

T h e  e f f e c t s  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  i n  

r e g u l a t i n g  b l o o d  l i p i d s  w a s  e v a l u a t e d  b y  a n a l y z i n g  t h e  

e f f e c t s  o f  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o n  t h e  e x p r e s s i o n  10 

o f  e a c h  o f  t h e  a b o v e  g e n e s .  

T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  1 4  a n d  T a b l e  1 5 ,  a n d  

F I G S .  8 A  t o  8 D  a n d  F I G .  9 .  

T a b l e  1 4  a n d  F I G S .  8 A  t o  8 D  s h o w  t h e  r e l a t i v e  

e x p r e s s i o n s  o f  C E T P  g e n e ,  S C A R B 1  g e n e ,  A B C A 1  g e n e  a n d  15 

L D L R  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5 .  

T a b l e  1 5  a n d  F I G .  9  s h o w  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n s  o f  

C E T P  g e n e ,  S C A R B 1  g e n e  a n d  A B C A 1  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  

w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  20 

B C R C  9 1 1 1 4 5 .  

T a b l e  1 4 :  R e l a t i v e  e x p r e s s i o n s  o f  C E T P  g e n e ,  S C A R B 1  

g e n e ,  A B C A 1  g e n e  a n d  L D L R  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  
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c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5  

Culture 

time 

                         Gene 

       Group 

Relative expression level 

CETP SCARB1 ABCA1 LDLR 

6 hours Mock 1 1 1 1 

6 hours Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 

cultured supernatant 

0.5% 

1.724851 1.179249 4.069225 

 

48 hours Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 

cultured supernatant 

0.5% 

   

10.20103 

  

Standard deviation 

6 hours Mock 0 0 0 0 

6 hours Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 

cultured supernatant 

0.5% 

0.132365 0.12391 0.442441 

 

48 hours Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 

cultured supernatant 

0.5% 

   

2.247979 
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T a b l e  1 5 :  R e l a t i v e  e x p r e s s i o n s  o f  C E T P  g e n e ,  S C A R B 1  

g e n e  a n d  A B C A 1  g e n e  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

Culture 

time 

                        Gene 

        Group 

Relative expression level 

CETP SCARB1 APA1 

6 hours Mock 1 1 1 

6 hours Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 dead 

bacteria suspension 

0.125% 

1.896516 1.3157348 1.621850302 

  

Standard deviation 

6 hours Mock 0 0 0 

6 hours Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 dead 

bacteria suspension 

0.125% 

0.153532 0.1588998 0.054549114 

 5 

B a s e d  o n  t h e  r e s u l t s  m e n t i o n e d  a b o v e ,  i t  i s  k n o w n  t h a t  

b o t h  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  

e f f e c t i v e l y  m o d u l a t e  b l o o d  l i p i d s  a n d  p r o m o t e  t h e  s y n t h e s i s  

o f  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l .  10 
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S p e c i f i c a l l y ,  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  e f f e c t i v e l y  

p r o m o t e  t h e  s y n t h e s i s  o f  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  

c h o l e s t e r o l ,  w i t h  t h e  i n c r e a s e  r a t e  r e a c h i n g  u p  t o  a b o u t  9 . 2  

t i m e s ,  a n d  c a n  a l s o  p r o m o t e  t h e  m e t a b o l i s m  o f  l o w - d e n s i t y  5 

l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l .  

S i m i l a r l y ,  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  a l s o  e f f e c t i v e l y  

p r o m o t e  f a t  m e t a b o l i s m  a n d  t h e  s y n t h e s i s  o f  h i g h - d e n s i t y  

l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l ,  w i t h  t h e  i n c r e a s e  r a t e  r e a c h i n g  u p  10 

t o  a b o u t  8 9 . 7 % .  

 

6 .  C o n f i r m a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  

a n d  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  i n  m o d u l a t i n g  b l o o d  g l u c o s e  

A c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  i n  “ 9 .  D e t e c t i o n  o f  15 

G l u t 4  e x p r e s s i o n  i n  c e l l s  i n  v i t r o ”  a b o v e ,  t h e  e f f e c t s  o f  

c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o n  b l o o d  g l u c o s e -

r e l a t e d  g e n e  e x p r e s s i o n  w e r e  c o n f i r m e d .  

I t  i s  c u r r e n t l y  k n o w n  t h a t  g l u c o s e  t r a n s p o r t e r  t y p e  4  20 

( G L U T 4 )  i s  a  m e m b e r  o f  t h e  f a m i l y  o f  i n t e g r a l  m e m b r a n e  

g l u c o s e  t r a n s p o r t e r s  ( G L U T ) .  I t  i s  e x p r e s s e d  i n  m u s c l e ,  f a t  

a n d  l i v e r  t i s s u e s ,  a n d  h a s  t h e  f u n c t i o n  o f  b a l a n c i n g  b l o o d  
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g l u c o s e  b y  t h e  d r a w i n g  e f f e c t  o n  g l u c o s e  t o  b r i n g  g l u c o s e  

i n t o  c e l l s  f o r  u s e .  

T h e  e f f e c t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o n  

m o d u l a t i n g  b l o o d  g l u c o s e  w a s  e v a l u a t e d  b y  a n a l y z i n g  t h e  

e f f e c t s  o f  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  a n d  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  5 

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  o n  t h e  e x p r e s s i o n  

o f  g l u c o s e  t r a n s p o r t e r  t y p e  4  ( G L U T 4 ) .  

T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  1 6  a n d  T a b l e  1 7 ,  a n d  

F I G .  1 0  a n d  F I G .  1 1 .  

T a b l e  1 6  a n d  F I G .  1 0  s h o w  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  10 

g l u c o s e  t r a n s p o r t e r  t y p e  4  ( G L U T 4 )  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  

c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5 .  

T a b l e  1 7  a n d  F I G .  1 1  s h o w  t h e  r e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  

g l u c o s e  t r a n s p o r t e r  t y p e  4  ( G L U T 4 )  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  15 

d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5 .  

T a b l e  1 6 :  R e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  g l u c o s e  t r a n s p o r t e r  

t y p e  4  ( G L U T 4 )  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  c u l t u r e d  

s u p e r n a t a n t  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  20 

 Relative expression of 

glucose transporter 

type 4 (GLUT4) (%) 

Standard 

deviation 

T-TEST 
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Mock 100.00  5.671702896  

Bifidobacterium breve BCRC 

911145 cultured supernatant 

0.25% 

120.40  3.591077438 ** 

C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  * * :  p  <  0 . 0 1 .  

 

T a b l e  1 7 :  R e l a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  g l u c o s e  t r a n s p o r t e r  

t y p e  4  ( G L U T 4 )  i n  c e l l s  t r e a t e d  w i t h  t h e  d e a d  b a c t e r i a  

s u s p e n s i o n  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  5 

 Relative expression 

of glucose transporter 

type 4 (GLUT4) 

Standard 

deviation 

T-TEST 

Mock 1  0  

Bifidobacterium breve 

BCRC 911145 dead 

bacteria suspension 

0.25% 

2.156835291 0.629533696 *** 

C o m p a r e d  t o  t h e  M o c k  g r o u p ,  * * * :  p  <  0 . 0 0 1 .  

 

B a s e d  o n  t h e  r e s u l t s  m e n t i o n e d  a b o v e b o t h  t h e  c u l t u r e d  

s u p e r n a t a n t  a n d  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  e f f e c t i v e l y  10 

m o d u l a t e  b l o o d  g l u c o s e .  
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S p e c i f i c a l l y ,  t h e  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  i n c r e a s e  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  g l u c o s e  t r a n s p o r t e r  t y p e  4  ( G L U T 4 )  b y  a b o u t  

2 0 . 4 % .  

S i m i l a r l y ,  t h e  d e a d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  o f  5 

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  c a n  i n c r e a s e  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  g l u c o s e  t r a n s p o r t e r  t y p e  4  ( G L U T 4 )  b y  a b o u t  

1 1 6 % .  

 

D .  H u m a n  t r i a l s  10 

D - 1 .  E f f i c a c y  t e s t  o f  v i a b l e  b a c t e r i a  p o w d e r  

A i m s  o f  t h e  e x p e r i m e n t :  T o  t e s t  t h e  w e i g h t  l o s s  e f f e c t  

o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

E x p e r i m e n t a l  c o n t e n t :  

1 .  D o s a g e  f o r m  a n d  d o s a g e :  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  15 

B C R C  9 1 1 1 4 5  v i a b l e  b a c t e r i a  c a p s u l e  ( 1 0 0  m g  v i a b l e  

b a c t e r i a  p o w d e r / c a p s u l e ,  e q u i v a l e n t  t o  1 × 1 0 9  C F U / c a p s u l e ) ,  

1  c a p s u l e  p e r  d a y  a f t e r  d i n n e r .  

2 .  E x p e r i m e n t a l  D e s i g n :  

O n e  v i a b l e  b a c t e r i a  c a p s u l e  w a s  t a k e n  d a i l y  f o r  4  20 

c o n s e c u t i v e  w e e k s  a n d  t h e  t e s t s  w e r e  p e r f o r m e d  b e f o r e  a n d  

4  w e e k s  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n .  

3 .  C o n d i t i o n s  f o r  s u b j e c t :  
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H e a l t h y  a d u l t s  o v e r  2 0  y e a r s  o f  a g e ,  k n o w n  t o  

h a v e  > 2 5 %  b o d y  f a t  i n  m a l e s ;  > 3 0 %  b o d y  f a t  i n  f e m a l e s .  

4 .  N u m b e r  o f  s u b j e c t s :  9  p e r s o n s .  

5 .  T e s t  I t e m s :  

( 1 )  S u r v e y - A p p e t i t e  S t a t u s ;  5 

( 2 )  B l o o d  b i o c h e m i c a l  i n d e x e s  ( t o t a l  c h o l e s t e r o l ,  H D L ,  

L D L ,  L D L / H D L  a n d  f a s t i n g  b l o o d  g l u c o s e )  ( L e  Z e n  

R e f e r e n c e  L a b  w a s  e n t r u s t e d  f o r  t e s t i n g ) .  

T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  F I G .  1 2 ,  F I G .  1 3 ,  F I G .  1 4 A  a n d  

F I G .  1 4 B ,  a n d  T a b l e  1 8 .  10 

F I G .  1 2  s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  s u r v e y  o n  t h e  a p p e t i t e  

s t a t u s  o f  t h e  s u b j e c t s .  

B a s e d  o n  F I G .  1 2 ,  i t  i s  k n o w n  t h a t  a f t e r  c o n t i n u o u s l y  

t a k i n g  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  v i a b l e  b a c t e r i a  

c a p s u l e s  f o r  4  w e e k s ,  s p o r a d i c  f o o d  c r a v i n g s  c a n  b e  15 

s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  b y  2 5 . 9 %  a n d  h u n g e r  c a n  b e  

s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  b y  2 0 . 4 % .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  s u r v e y  

r e s u l t s  a l s o  s h o w  t h a t  t h e  p r o p o r t i o n  o f  r e s p o n d e n t s  w h o s e  

s p o r a d i c  f o o d  c r a v i n g s  a n d  h u n g e r  s y m p t o m s  a r e  i m p r o v e d  

i s  6 2 . 5 %  a n d  8 7 . 5 %  o f  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  p e o p l e ,  20 

r e s p e c t i v e l y .  

T a b l e  1 8 :  B l o o d  b i o c h e m i c a l  i n d e x e s  o f  s u b j e c t s  



93 

 

Glucose Mean Standard 

deviation 

% P value Total number of 

respondents 

9 

Week 0 94.4 3.0 

  

Number of 

respondents who 

improved 

9 

Week 4 85.1 2.5 -9.9 0.027182 Proportion of 

respondents who 

improved (%) 

100 

Cholesterol Mean Standard 

deviation 

% p value Total number of 

respondents 

9 

Week 0 206.6 11.0 

  

Number of 

respondents who 

improved 

7 

Week 4 198 8.8 -4.2 0.272127 Proportion of 

respondents who 

improved (%) 

77.8 

HDL Mean Standard 

deviation 

% p value Total number of 

respondents 

9 

Week 0 53.85556 3.4 

  

Number of 

respondents who 

improved 

8 
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Week 4 55.97778 3.5 -3.9 0.0055 Proportion of 

respondents who 

improved  

88.9 

LDL Mean Standard 

deviation 

% p value Total number of 

respondents 

9 

Week 0 138.9  9.7 

  

Number of 

respondents who 

improved 

7 

Week 4 127.6  9.6 -8.2 0.15 Proportion of 

respondents who 

improved (%) 

77.8 

LDL/HDL Mean Standard 

deviation 

% p value Total number of 

respondents 

9 

Week 0 2.6 0.3 

  

Number of 

respondents who 

improved 

7 

Week 4 2.4 0.3 -9.3 0.101 Proportion of 

respondents who 

improved (%) 

77.8 

 

B a s e d  o n  F I G .  1 3  a n d  T a b l e  1 8 ,  i t  i s  k n o w n  t h a t  a f t e r  

c o n t i n u o u s l y  t a k i n g  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

v i a b l e  b a c t e r i a  c a p s u l e s  f o r  4  w e e k s ,  t o t a l  c h o l e s t e r o l  c a n  
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b e  l o w e r e d  b y  4 . 2 %  a n d  t h e  p r o p o r t i o n  o f  r e s p o n d e n t s  w h o  

i m p r o v e d  r e a c h e s  7 7 . 8 % .  

F u r t h e r m o r e ,  a c c o r d i n g  t o  F I G S .  1 4 A  t o  1 4 C  a n d  T a b l e  

1 8 ,  i t  i s  k n o w n  t h a t  a f t e r  c o n t i n u o u s l y  t a k i n g  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  v i a b l e  b a c t e r i a  5 

c a p s u l e s  f o r  4  w e e k s ,  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  

( H D L - C )  c a n  b e  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  b y  3 . 9 %  a n d  l o w -

d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  ( L D L - C )  c a n  b e  r e d u c e d  b y  

8 . 2 % ,  w h i l e  r e d u c i n g  t h e  r a t i o  o f  l o w - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  

c h o l e s t e r o l  t o  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  10 

( L D L / H D L )  b y  a b o u t  9 . 3 % .  F o r  t h e  f o r e g o i n g  t h r e e  i n d e x e s ,  

t h e  p r o p o r t i o n s  o f  r e s p o n d e n t s  w h o  i m p r o v e d  a r e  8 8 . 9 % ,  

7 7 . 8 %  a n d  7 7 . 8 % ,  r e s p e c t i v e l y .  

I n  a d d i t i o n ,  a c c o r d i n g  t o  F I G .  1 5  a n d  T a b l e  1 8 ,  i t  i s  

k n o w n  t h a t  a f t e r  c o n t i n u o u s l y  t a k i n g  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  15 

B C R C  9 1 1 1 4 5  v i a b l e  b a c t e r i a  c a p s u l e s  f o r  4  w e e k s ,  f a s t i n g  

b l o o d  g l u c o s e  c a n  b e  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  b y  9 . 1 % ,  a n d  t h e  

p r o p o r t i o n  o f  r e s p o n d e n t s  w h o  i m p r o v e d  r e a c h e s  9 0 . 0 % .  

F r o m  t h e  a b o v e ,  i t  i s  k n o w n  t h a t  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

B C R C  9 1 1 1 4 5  v i a b l e  b a c t e r i a  d o e s  h a v e  t h e  e f f e c t s  o f  20 

r e d u c i n g  a p p e t i t e ,  r e d u c i n g  t o t a l  c h o l e s t e r o l  a n d  l o w -

d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  ( L D L - C ) ,  i n c r e a s i n g  h i g h -

d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  ( H D L - C )  a n d  r e d u c i n g  
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f a s t i n g  b l o o d  s u g a r  o n  h u m a n  b o d y .  

 

D - 2 .  E f f i c a c y  t e s t  o f  v i a b l e  b a c t e r i a  c o m p o s i t i o n  

D - 2 - 1 .  E f f i c a c y  t e s t  o f  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  v i a b l e  

b a c t e r i a  a n d  s o y b e a n  e x t r a c t  5 

A i m s  o f  t h e  e x p e r i m e n t :  T o  t e s t  t h e  w e i g h t  l o s s  e f f e c t  

o f  a  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  

9 1 1 1 4 5  v i a b l e  b a c t e r i a  a n d  s o y b e a n  e x t r a c t .  

E x p e r i m e n t a l  c o n t e n t :  

1 .  D o s a g e  f o r m :  p o w d e r  p a c k  10 

2 .  D o s a g e :  4 0 0 0  m g / p a c k a g e  o f  a  c o m p o s i t i o n  

c o n t a i n i n g  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  v i a b l e  

b a c t e r i a  a n d  s o y b e a n  e x t r a c t  ( c o n t a i n i n g  1 5 0  m g  ( e q u i v a l e n t  

t o  2  x  1 0 8  C F U / g )  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  

v i a b l e  b a c t e r i a  p o w d e r  a n d  1 5 0  m g  o f  s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  15 

a d d i t i v e s )  

3 .  E x p e r i m e n t a l  D e s i g n :  S u b j e c t s  t o o k  1  p a c k  1  h o u r  

b e f o r e  l u n c h  d a i l y  f o r  t a k i n g  6 0  c o n s e c u t i v e  d a y s .  

4 .  N u m b e r  o f  p e r s o n s  t e s t e d :  3 0  p e r s o n s  

5 .  C o n d i t i o n s  f o r  i n c l u s i o n  o f  s u b j e c t s :  M a l e  o r  f e m a l e  20 

a g e d  2 0 - 4 0  

6 .  T e s t  i t e m s :  

B o d y  w e i g h t  a n d  b o d y  f a t  
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T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  1 9 ,  a n d  F I G .  1 6 A  a n d  

F I G .  1 6 B .  

T a b l e  1 9 :  C h a n g e s  i n  b o d y  w e i g h t  a n d  b o d y  f a t  

p e r c e n t a g e  o f  s u b j e c t s  

Subject 

number 

Day 0 

body 

weight 

Initial 

body 

weight  

Day 0 body fat 

percentage 

Initial body 

fat 

percentage  

Day 

14 

body 

weight 

Day 14 

body fat 

percentage 

Day 

28 

body 

weight 

Day 28 

body fat 

percentage 

1 55.7 26.3 54.6 26.8 54.6 25.6 

2 58 29.6 55.4 27 55 26.7 

3 73.6 26 71.6 25.1 70.5 24.9 

4 79 40.3 76.1 40.6 74.4 37.8 

5 97.7 35.6 95.2 35.5 94.1 38.3 

6 61.9 29.4 59.5 28.4 58.9 28 

7 71.8 23.4 71.7 23.9 71 23 

8 70.4 41.7 68.4 40.4 67.9 41 

9 69 24.1 67.7 23.9 67.6 24.2 

10 71.2 36.8 69.4 35.7 68.4 34.9 

11 62 36.7 60.7 36 60.3 38.7 

12 50 41.2 48.2 41.6 48.2 40.5 

13 88.4 32 85 32 83.6 31.2 
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14 84.4 31.9 81.4 30.8 79.3 30.3 

15 84.4 30.5 83 29.9 82.4 27.5 

16 118.6 32.9 115.2 32.9 115 32.8 

17 78.3 42.4 78 42 76 40 

18 75.4 38.8 72.3 36.8 72.2 36.6 

19 64 32.3 60.4 30.1 60.4 31.1 

20 102.9 31.8 99.9 30.8 99.9 30.9 

21 61.8 38.1 60 37 60 35 

22 111.5 42.6 106.7 41.7 104.1 40.8 

23 53.3 28.8 51 27.9 51 28 

24 84.3 33.6 83 33 82 32.5 

25 81.1 24.9 77.2 24.3 75.4 23.1 

26 54.1 29.1 52.6 28.7 50.8 27 

27 53.2 28.6 50.2 27 49.3 25.8 

28 79.8 29.5 76 27 75 26.3 

29 54.2 30.7 51.6 30.1 51.3 29.4 

30 78.7 42.3 77.8 41.9 77.8 41.9 

 

B a s e d  o n  T a b l e  1 9 ,  a n d  F I G .  1 6 A  a n d  F I G .  1 6 B ,  i t  i s  

k n o w n  t h a t  t h e  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  B i f i d o b a c t e r i u m  

b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  v i a b l e  b a c t e r i a  a n d  s o y b e a n  e x t r a c t  c a n  

i n d e e d  r e d u c e  b o d y  w e i g h t  a n d  b o d y  f a t  p e r c e n t a g e ,  a n d  h a s  5 

a  w e i g h t  l o s s  e f f e c t .  
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D - 2 - 2 .  E f f i c a c y  t e s t  o f  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  v i a b l e  

b a c t e r i a ,  s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a p p l e  e x t r a c t  

D - 2 - 2 - 1 .  B l o o d  g l u c o s e  m o d u l a t i n g  e f f i c a c y  t e s t  o f  

c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  v i a b l e  b a c t e r i a ,  s o y b e a n  e x t r a c t  5 

a n d  a p p l e  e x t r a c t  

M o d e  1  

A i m s  o f  t h e  e x p e r i m e n t :  T o  t e s t  t h e  b l o o d  g l u c o s e  

m o d u l a t i n g  e f f e c t  o f  a  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  v i a b l e  b a c t e r i a ,  10 

s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a p p l e  e x t r a c t .  

E x p e r i m e n t a l  c o n t e n t :  

1 .  D o s a g e  f o r m :  p o w d e r  p a c k  

2 .  D o s a g e :  8 0 0  m g / p a c k a g e  o f  a  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  v i a b l e  b a c t e r i a ,  15 

s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a p p l e  e x t r a c t  ( c o n t a i n i n g  1 5 0  m g  

( e q u i v a l e n t  t o  5 × 1 0 9  C F U / g )  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

B C R C  9 1 1 1 4 5  v i a b l e  b a c t e r i a  p o w d e r ,  1 5 0  m g  o f  s o y b e a n  

e x t r a c t ,  1 5 0  m g  o f  a p p l e  e x t r a c t  a n d  a d d i t i v e s )  

3 .  N u m b e r  o f  p e r s o n s  t e s t e d :  5  p e r s o n s  20 

4 .  C o n d i t i o n s  f o r  i n c l u s i o n  o f  s u b j e c t s :  M a l e  o r  f e m a l e  

a g e d  2 0 - 4 0  

5 .  E x p e r i m e n t a l  D e s i g n :  
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S u b j e c t  s e l f - c o n t r o l  e x p e r i m e n t .  F o r  t h e  s a m e  g r o u p  o f  

s u b j e c t s ,  b l o o d  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  t h e  s a m e  t i m e  

i n t e r v a l s  w h e n  t h e  s u b j e c t s  d i d  n o t  t a k e  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  

t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  ( t h e  c o n t r o l  g r o u p )  a n d  w h e n  t h e  

s u b j e c t s  t o o k  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  ( t h e  5 

g r o u p  t a k i n g  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e ) .  

T h e  s u b j e c t s  t o o k  1  p a c k  o f  t h e  a b o v e  c o m p o s i t i o n  o n  

D a y  1  o f  t h e  e x p e r i m e n t ,  a n d  d i d  n o t  t a k e  t h e  c o m p o s i t i o n  

o n  D a y  7  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  O n  D a y  1  o f  t h e  e x p e r i m e n t ,  

t h e  s u b j e c t s ’  b l o o d  w a s  c o l l e c t e d  w h e n  t h e y  w e r e  f a s t i n g ,  10 

a n d  t h e n  t h e  s u b j e c t s  w e r e  a s k e d  t o  t a k e  1  p a c k  o f  t h e  a b o v e  

c o m p o s i t i o n ,  a n d  t h e  b l o o d  o f  t h e  s u b j e c t s  w a s  c o l l e c t e d  1 5  

m i n u t e s ,  4 5  m i n u t e s ,  6 0  m i n u t e s ,  1 2 0  m i n u t e s  a n d  2 4 0  

m i n u t e s  a f t e r  t a k i n g  i t .  A f t e r  7  d a y s  o f  w a s h o u t ,  t h e  

s u b j e c t s ’  b l o o d  w a s  c o l l e c t e d  a g a i n  w h e n  t h e y  w e r e  f a s t i n g  15 

( o n  D a y  9  o f  t h e  e x p e r i m e n t ) ,  a n d  t h e n  t h e  b l o o d  o f  t h e  

s u b j e c t s  w a s  c o l l e c t e d  a t  1 5  m i n u t e s ,  4 5  m i n u t e s ,  6 0  

m i n u t e s ,  1 2 0  m i n u t e s  a n d  2 4 0  m i n u t e s .  

6 .  T e s t  i t e m s :  

( 1 )  C h a n g e s  i n  s e r u m  G L P - 1  c o n c e n t r a t i o n ;  20 

( 2 )  C h a n g e s  i n  b l o o d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  

T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  F I G .  1 7  a n d  F I G .  1 8 .  

F I G .  1 7  s h o w s  t h a t  6 0  m i n u t e s  a f t e r  t a k i n g  t h e  
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a f o r e m e n t i o n e d  c o m p o s i t i o n ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  i n  t h e  s e r u m  o f  t h e  

s u b j e c t s  i n c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y  b y  1 7 . 6 % ,  i n d i c a t i n g  t h a t  

t h e  a f o r e m e n t i o n e d  c o m p o s i t i o n  c a n  e f f e c t i v e l y  p r o m o t e  t h e  

s e c r e t i o n  o f  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  i n  t h e  b o d y .  5 

I n  c o n t r a s t ,  w h e n  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  c o m p o s i t i o n  i s  n o t  

t a k e n ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P -

1 )  i n  t h e  s e r u m  o f  t h e  s u b j e c t s  f l u c t u a t e d  g r e a t l y .  T h e r e  i s  

n o  t r e n d  o f  s t a b l e  i n c r e a s e .  

F I G .  1 8  s h o w s  t h a t  c o m p a r e d  t o  n o t  t a k i n g  t h e  10 

a f o r e m e n t i o n e d  c o m p o s i t i o n ,  t h e  b l o o d  g l u c o s e  l e v e l  o f  t h e  

s u b j e c t s  a f t e r  t a k i n g  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  c o m p o s i t i o n  i s  

m o r e  s t a b l e  w i t h o u t  f l u c t u a t i o n ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t a k i n g  t h e  

a f o r e m e n t i o n e d  c o m p o s i t i o n  c a n  e f f e c t i v e l y  h e l p  m o d u l a t e  

b l o o d  g l u c o s e  a n d  a c h i e v e  t h e  e f f e c t  o f  c o n t r o l l i n g  a p p e t i t e  15 

b y  s t a b i l i z i n g  b l o o d  g l u c o s e .  

F r o m  t h e  a b o v e ,  i t  i s  k n o w n  t h a t  t h e  a b o v e  c o m p o s i t i o n  

d o e s  h a v e  t h e  e f f e c t  o f  m o d u l a t i n g  b l o o d  g l u c o s e  a n d  c a n  

c o n t r o l  a p p e t i t e .  

M o d e  2  20 

A i m s  o f  t h e  e x p e r i m e n t :  T o  t e s t  t h e  b l o o d  g l u c o s e  

m o d u l a t i n g  e f f e c t  o f  a  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  v i a b l e  b a c t e r i a ,  
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s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a p p l e  e x t r a c t .  

E x p e r i m e n t a l  c o n t e n t :  

1 .  D o s a g e  f o r m :  p o w d e r  p a c k  

2 .  D o s a g e :  8 0 0  m g / p a c k a g e  o f  a  c o m p o s i t i o n  c o n t a i n i n g  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  B C R C  9 1 1 1 4 5  v i a b l e  b a c t e r i a ,  5 

s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a p p l e  e x t r a c t  ( c o n t a i n i n g  1 5 0  m g  

( e q u i v a l e n t  t o  5 × 1 0 9  C F U / g )  o f  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

B C R C  9 1 1 1 4 5  v i a b l e  b a c t e r i a  p o w d e r ,  1 5 0  m g  o f  s o y b e a n  

e x t r a c t ,  1 5 0  m g  o f  a p p l e  e x t r a c t  a n d  a d d i t i v e s )  

3 .  N u m b e r  o f  p e r s o n s  t e s t e d :  4  p e r s o n s  10 

4 .  C o n d i t i o n s  f o r  i n c l u s i o n  o f  s u b j e c t s :  M a l e  o r  f e m a l e  

a g e d  2 0 - 4 0  

5 .  E x p e r i m e n t a l  D e s i g n :  

S u b j e c t  s e l f - c o n t r o l  e x p e r i m e n t .  F o r  t h e  s a m e  g r o u p  o f  

s u b j e c t s ,  b l o o d  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  t h e  s a m e  t i m e  15 

i n t e r v a l s  w h e n  t h e  s u b j e c t s  d i d  n o t  t a k e  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  

t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  ( t h e  c o n t r o l  g r o u p )  a n d  w h e n  t h e  

s u b j e c t s  t o o k  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  ( t h e  

g r o u p  t a k i n g  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e ) .  

O n  D a y  1  o f  t h e  e x p e r i m e n t ,  t h e  s u b j e c t s ’  b l o o d  w a s  20 

c o l l e c t e d  w h e n  t h e y  w e r e  f a s t i n g ,  a n d  t h e n  t h e  s u b j e c t s  w e r e  

a s k e d  t o  f i n i s h  b r e a k f a s t  ( a  c o r n  C h i n e s e  o m e l e t )  w i t h i n  1 5  

m i n u t e s ,  a n d  t h e  s u b j e c t s ’  b l o o d  w a s  c o l l e c t e d  2  h o u r s  a n d  
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4  h o u r s  a f t e r  h a v i n g  b r e a k f a s t .  A f t e r  a n  i n t e r v a l  o f  3  d a y s  

( t h e  D a y  5  o f  t h e  e x p e r i m e n t ) ,  t h e  s u b j e c t s ’  b l o o d  w a s  

c o l l e c t e d  w h e n  t h e y  w e r e  f a s t i n g ,  a n d  t h e n  t h e  s u b j e c t s  w e r e  

a s k e d  t o  t a k e  1  p a c k  o f  t h e  a b o v e - m e n t i o n e d  c o m p o s i t i o n  

a n d  f i n i s h  t h e  s a m e  b r e a k f a s t  a s  b e f o r e  w i t h i n  1 5  m i n u t e s ,  5 

a n d  t h e  s u b j e c t s ’  b l o o d  w a s  c o l l e c t e d  2  h o u r s  a n d  4  h o u r s  

a f t e r  h a v i n g  b r e a k f a s t .  A f t e r  t h e  s u b j e c t s  t o o k  t h e  a b o v e -

m e n t i o n e d  c o m p o s i t i o n  f o r  3  c o n s e c u t i v e  d a y s  ( D a y  5  t o  D a y  

7  o f  t h e  e x p e r i m e n t ) ,  t h e  s u b j e c t s ’  b l o o d  w a s  c o l l e c t e d  

a g a i n  w h e n  t h e y  w e r e  f a s t i n g  ( D a y  8  o f  t h e  e x p e r i m e n t ) .  10 

6 .  T e s t  i t e m s :  

( 1 )  C h a n g e s  i n  s e r u m  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  

c o n c e n t r a t i o n ;  

( 2 )  C h a n g e s  i n  b l o o d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  c h a n g e s  

i n  i n s u l i n  c o n c e n t r a t i o n ;  15 

( 3 )  F a s t i n g  b l o o d  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n ;  

( 4 )  A p p e t i t e  s u r v e y .  

T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  F I G .  1 9 ,  F I G .  2 0 A  a n d  F I G .  

2 0 B ,  F I G .  2 1 ,  a n d  F I G .  2 2 A  t o  F I G .  2 2 C .  

F I G .  1 9  s h o w s  t h a t  a f t e r  2  h o u r s  a n d  4  h o u r s  o f  t a k i n g  20 

t h e  a b o v e  c o m p o s i t i o n ,  t h e  s e r u m  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  

( G L P - 1 )  o f  t h e  s u b j e c t s  c o n t i n u e  t o  i n c r e a s e  s t e a d i l y ,  w h i c h  

m e a n s  t h a t  t a k i n g  t h e  a b o v e  c o m p o s i t i o n  c a n  e f f e c t i v e l y  
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p r o m o t e  t h e  s e c r e t i o n  o f  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  

i n  t h e  b o d y  a n d  h e l p  m o d u l a t e  b l o o d  g l u c o s e  a n d  c o n t r o l  

a p p e t i t e .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  s e r u m  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  

( G L P - 1 )  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  c o n t r o l  g r o u p  d o e s  n o t  

i n c r e a s e .  5 

A c c o r d i n g  t o  F I G .  2 0 A  a n d  F I G .  2 0 B ,  i t  i s  k n o w n  t h a t  4  

h o u r s  a f t e r  h a v i n g  b r e a k f a s t ,  t h e  s u b j e c t s ’  p o s t p r a n d i a l  

b l o o d  g l u c o s e  i n c r e a s e s  s i g n i f i c a n t l y .  I n  c o n t r a s t ,  4  h o u r s  

a f t e r  h a v i n g  t h e  a b o v e  c o m p o s i t i o n ,  t h e  i n c r e a s e  l e v e l  i n  

p o s t p r a n d i a l  b l o o d  g l u c o s e  o f  t h e  s u b j e c t s  i s  s i g n i f i c a n t l y  10 

l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l  g r o u p ,  w h i c h  i n d i c a t e s  t h a t  

t h e  a b o v e  c o m p o s i t i o n  c a n  e f f e c t i v e l y  h e l p  s t a b i l i z e  

p o s t p r a n d i a l  b l o o d  g l u c o s e .  

B a s e d  o n  F I G .  2 1 ,  i t  i s  k n o w n  t h a t  a f t e r  t a k i n g  t h e  

a f o r e m e n t i o n e d  c o m p o s i t i o n  f o r  3  c o n s e c u t i v e  d a y s ,  t h e  15 

f a s t i n g  b l o o d  g l u c o s e  o f  t h e  s u b j e c t s  i m p r o v e s ,  w h i c h  m e a n s  

t h a t  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  c o m p o s i t i o n  c a n  e f f e c t i v e l y  h e l p  

s t a b i l i z e  f a s t i n g  b l o o d  g l u c o s e .  

F u r t h e r m o r e ,  b a s e d  o n  F I G .  2 2 A  t o  F I G .  2 2 C ,  i t  i s  

k n o w n  t h a t  a f t e r  t a k i n g  t h e  a b o v e  c o m p o s i t i o n ,  t h e  s u b j e c t s ’  20 

f e e l i n g  o f  h u n g e r  a n d  a p p e t i t e  l e v e l  4  h o u r s  a f t e r  f i n i s h i n g  

b r e a k f a s t  b o t h  a r e  l o w e r  t h a n  t h o s e  o f  t h e  c o n t r o l  g r o u p .  

T h e  s u b j e c t s  a r e  l e s s  l i k e l y  t o  f e e l  h u n g r y  a n d  l e s s  l i k e l y  
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t o  e x p e r i e n c e  s p o r a d i c  f o o d  c r a v i n g s  b e f o r e  l u n c h .  

F r o m  t h e  a b o v e ,  i t  i s  k n o w n  t h a t  t h e  a b o v e  c o m p o s i t i o n  

d o e s  h a v e  t h e  e f f e c t s  o f  m o d u l a t i n g  b l o o d  g l u c o s e  a n d  

r e d u c i n g  a p p e t i t e .  

A l t h o u g h  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  h a s  b e e n  d i s c l o s e d  a s  5 

a b o v e  w i t h  p r e f e r r e d  e m b o d i m e n t s ,  i t  i s  n o t  i n t e n d e d  t o  

l i m i t  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e .  A n y o n e  s k i l l e d  i n  t h e  a r t  m a y  

m a k e  s o m e  c h a n g e s  a n d  m o d i f i c a t i o n s  w i t h o u t  d e p a r t i n g  

f r o m  t h e  s p i r i t  a n d  s c o p e  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e .  

T h e r e f o r e ,  t h e  p r o t e c t i o n  s c o p e  o f  t h e  p r e s e n t  d i s c l o s u r e  10 

s h a l l  b e  s u b j e c t  t o  t h e  s c o p e  o f  t h e  c l a i m s  a t t a c h e d  h e r e t o .  

 

D e p o s i t  o f  b i o l o g i c a l  m a t e r i a l  

D o m e s t i c  d e p o s i t  

1 .  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e ,  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  15 

T C I 7 6 1  

B i o r e s o u r c e  C o l l e c t i o n  a n d  R e s e a r c h  C e n t e r  o f  F o o d  

I n d u s t r y  R e s e a r c h  a n d  D e v e l o p m e n t  I n s t i t u t e ,  T a i w a n ,  

C h i n a   

A u g u s t  8 ,  2 0 2 2  20 

B C R C  9 1 1 1 4 5  

 

O v e r s e a s  d e p o s i t  
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1 .  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e ,  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  

T C I 7 6 1  

G e r m a n  C o l l e c t i o n  o f  M i c r o o r g a n i s m s  a n d  C e l l  C u l t u r e s  

G m b H  ( D S M Z )  

S e p t e m b e r  7 ,  2 0 2 2  5 

D S M  3 4 3 8 3  
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CLAIMS 

 

1 .  A  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  w h i c h  i s  d e p o s i t e d  i n  

t h e  B i o r e s o u r c e  C o l l e c t i o n  a n d  R e s e a r c h  C e n t e r  o f  F o o d  

I n d u s t r y  R e s e a r c h  a n d  D e v e l o p m e n t  I n s t i t u t e ,  a n d  t h e  5 

d e p o s i t  n u m b e r  o f  w h i c h  i s  B C R C  9 1 1 1 4 5 .  

2 .  U s e  o f  t h e  c u l t u r e  a s  c l a i m e d  i n  c l a i m  1  i n  t h e  

m a n u f a c t u r e  o f  a  c o m p o s i t i o n  f o r  r e d u c i n g  a p p e t i t e  

a n d / o r  p r o m o t i n g  g l u c a g o n - l i k e  p e p t i d e - 1  ( G L P - 1 )  

s e c r e t i o n .  10 

3 .  U s e  o f  t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  a s  c l a i m e d  i n  

c l a i m  1  o r  a  c u l t u r e  t h e r e o f  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  

c o m p o s i t i o n  f o r  i n h i b i t i n g  a d i p o c y t e  m a t u r a t i o n .  

4 .  U s e  o f  t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  a s  c l a i m e d  i n  

c l a i m  1  o r  a  c u l t u r e  t h e r e o f  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  15 

c o m p o s i t i o n  f o r  r e d u c i n g  f a t  a c c u m u l a t i o n  a n d / o r  

p r o m o t i n g  f a t  m e t a b o l i s m .  

5 .  U s e  o f  t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  a s  c l a i m e d  i n  

c l a i m  1  o r  a  c u l t u r e  t h e r e o f  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  

c o m p o s i t i o n  f o r  r e d u c i n g  b o d y  w e i g h t .  20 

6 .  U s e  o f  t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  a s  c l a i m e d  i n  

c l a i m  1  o r  a  c u l t u r e  t h e r e o f  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  
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c o m p o s i t i o n  f o r  m o d u l a t i n g  b l o o d  l i p i d s .  

7 .  T h e  u s e  a s  c l a i m e d  i n  c l a i m  6 ,  w h e r e i n  t h e  m o d u l a t i n g  

b l o o d  l i p i d s  c o m p r i s e :  

r e d u c i n g  t o t a l  c h o l e s t e r o l ;  

p r o m o t i n g  h i g h - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  ( H D L - C )  5 

s y n t h e s i s ;  a n d / o r  

p r o m o t i n g  l o w - d e n s i t y  l i p o p r o t e i n  c h o l e s t e r o l  ( L D L - C )  

m e t a b o l i s m .  

8 .  U s e  o f  t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  a s  c l a i m e d  i n  

c l a i m  1  o r  a  c u l t u r e  t h e r e o f  i n  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  a  10 

c o m p o s i t i o n  f o r  m o d u l a t i n g  b l o o d  g l u c o s e .  

9 .  T h e  u s e  a s  c l a i m e d  i n  a n y  o n e  o f  c l a i m s  2 ,  3 ,  4 ,  5 ,  6  

a n d  8 ,  w h e r e i n  t h e  c u l t u r e  c o m p r i s e s  t h e  n o v e l  

B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  w h i c h  h a s  b e e n  c u l t u r e d .  

1 0 .  T h e  u s e  a s  c l a i m e d  i n  a n y  o n e  o f  c l a i m s  2 ,  3 ,  4 ,  5 ,  6  15 

a n d  8 ,  w h e r e i n  t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  w h i c h  

h a s  b e e n  c u l t u r e d  i s  a c t i v e  o r  a  v i a b l e  b a c t e r i u m .  

1 1 .  T h e  u s e  a s  c l a i m e d  i n  a n y  o n e  o f  c l a i m s  2 ,  3 ,  4 ,  5 ,  6  

a n d  8 ,  w h e r e i n  t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  w h i c h  

h a s  b e e n  c u l t u r e d  h a s  b e e n  s t r i p p e d  o f  i t s  o w n  20 

p h y s i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o r  i s  a  d e a d  b a c t e r i u m .  

1 2 .  T h e  u s e  a s  c l a i m e d  i n  a n y  o n e  o f  c l a i m s  2 ,  3 ,  4 ,  5 ,  6  
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a n d  8 ,  w h e r e i n  t h e  c u l t u r e  c o m p r i s e s  a  c u l t u r e d  

s u p e r n a t a n t  o f  t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e .  

1 3 .  A  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n ,  c o m p r i s i n g :  

t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  a s  c l a i m e d  i n  c l a i m  1  o r  

a  c u l t u r e  t h e r e o f ;  a n d  5 

a  p r e b i o t i c .  

1 4 .  T h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  a s  c l a i m e d  i n  c l a i m  1 3 ,  

w h e r e i n  t h e  w e i g h t  r a t i o  o f  t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  

b r e v e  o r  t h e  c u l t u r e  t h e r e o f  t o  t h e  p r e b i o t i c  i s  1 - 6 : 1 - 1 2 .  

1 5 .  T h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  a s  c l a i m e d  i n  c l a i m  1 3 ,  10 

w h e r e i n  t h e  c u l t u r e  c o m p r i s e s  t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  

b r e v e  w h i c h  h a s  b e e n  c u l t u r e d .  

1 6 .  T h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  a s  c l a i m e d  i n  c l a i m  1 5 ,  

w h e r e i n  t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  w h i c h  h a s  b e e n  

c u l t u r e d  i s  a c t i v e  o r  a  v i a b l e  b a c t e r i u m .  15 

1 7 .  T h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  a s  c l a i m e d  i n  c l a i m  1 5 ,  

w h e r e i n  t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e  w h i c h  h a s  b e e n  

c u l t u r e d  h a s  b e e n  s t r i p p e d  o f  i t s  o w n  p h y s i o l o g i c a l  

a c t i v i t y  o r  i s  a  d e a d  b a c t e r i u m .  

1 8 .  T h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  a s  c l a i m e d  i n  c l a i m  1 3 ,  20 

w h e r e i n  t h e  c u l t u r e  c o m p r i s e s  a  c u l t u r e d  s u p e r n a t a n t  o f  

t h e  n o v e l  B i f i d o b a c t e r i u m  b r e v e .  
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1 9 .  T h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  a s  c l a i m e d  i n  c l a i m  1 3 ,  

w h e r e i n  t h e  p r e b i o t i c  c o m p r i s e s  a t  l e a s t  o n e  o f  t h e  

f o l l o w i n g  i n g r e d i e n t s :  

a  s o y b e a n  e x t r a c t ,  a n  o a t  e x t r a c t ,  a  b a r l e y  e x t r a c t ,  a n  

a p p l e  e x t r a c t ,  a  b a n a n a  e x t r a c t ,  a  t o m a t o  e x t r a c t ,  a  5 

c h i c o r y  e x t r a c t ,  a n  a s p a r a g u s  e x t r a c t ,  a  b e e t  e x t r a c t ,  a  

g a r l i c  e x t r a c t ,  a n  o n i o n  e x t r a c t ,  a  s e a w e e d  e x t r a c t ,  a  

p e c t i n  e x t r a c t  a n d  a  t e a  e x t r a c t .  

2 0 .  T h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  a s  c l a i m e d  i n  c l a i m  1 9 ,  

w h e r e i n  t h e  p r e b i o t i c  c o m p r i s e s  a  s o y b e a n  e x t r a c t .  10 

2 1 .  T h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  a s  c l a i m e d  i n  c l a i m  1 9 ,  

w h e r e i n  t h e  p r e b i o t i c  c o m p r i s e s  a  s o y b e a n  e x t r a c t  a n d  a n  

a p p l e  e x t r a c t .  

2 2 .  T h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  a s  c l a i m e d  i n  c l a i m  1 3 ,  

w h e r e i n  t h e  p r o b i o t i c  c o m p o s i t i o n  i s  a  f o o d  c o m p o s i t i o n .  15 


