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DESCRIPCION
Solucién de sustrato para medir la actividad de lipasa y método y reactivo para medir la actividad lipasa en una muestra

La presente invencion se refiere al uso de una composicién que comprende un aceite de silicona modificada de tipo
modificado con poliéter no reactivo de tipo e cadena lateral con éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-
glicero-3-glutérico para estabilizar una solucion de sustrato para medir la actividad lipasa que comprende éster de (6'-
metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico como sustrato para medir la actividad lipasa.

La presente invencion se refiere al uso de una composicién que comprende un aceite de silicona modificada de tipo
modificado con poliéter no reactivo monocatenario junto con éster de (6-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-
glicero-3-glutarico para estabilizar una solucion de emulsion que comprende particulas micelares de éster de (6'-
metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico.

La presente invencién es util en el campo de, por ejemplo, ciencias de la vida como pruebas de laboratorio clinico y
quimica, tal como quimica analitica.

Técnica anterior

La actividad de lipasa en suero o plasma aumenta en las enfermedades pancreaticas (por ejemplo, pancreatitis aguda
y cronica o cancer pancreatico), para que la actividad de lipasa sea un marcador Util para la pancreatitis, etc.

La lipasa es una enzima que cataliza una reaccion en la que los enlaces éster en las posiciones a (posiciones 1y 3)
de un triglicérido (TG) (tres moléculas de acido graso de cadena larga estan unidas por medio de un enlace éster a
glicerol) produce dos moléculas de acido graso y una molécula de glicérido.

Esta molécula de 3-monoglicérido se isomeriza a a-monoglicérido, que luego es hidrolizada por la lipasa para producir
glicerol y un acido graso.

Los ejemplos de técnicas para medir la actividad de lipasa en suero o plasma incluyen las siguientes técnicas (véanse
los documentos no patentes 1y 2).

Un ejemplo conocido es el método Cherry-Crandall en el que se usa una emulsion de aceite de oliva como sustrato
de lipasa, Esta emulsion de aceite de oliva esta se hace contactar y reaccionar con, por ejemplo, una muestra de suero
a 37 °C durante 24 horas, y, después, un acido graso, que se ha generado mediante hidrolisis por la lipasa, se titula
con un alcali.

En este método, sin embargo, el tiempo de reaccién es largo, la lipasa de interés se puede inactivar y, por lo tanto, la
reaccién se inhibe notablemente.

Otro ejemplo conocido es el método Vogel-Zieve y un método modificado del mismo en el que se usa una emulsiéon
de trioleina o aceite de oliva como sustrato de lipasa, esta emulsion de trioleina o aceite de oliva se pone en contacto
y reacciona con, por ejemplo, una muestra de suero, las micelas emulsionadas se hidrolizan después mediante la
lipasa para causar una disminucién en la turbidez de la solucién de reaccion resultante, y la actividad lipasa se
determina en funcion de la disminucion.

Estos métodos, sin embargo, implican inhibicion y/o interferencia mediada por proteinas séricas debido a la agregacién
inducida por el factor reumatoide, de modo que es dificil producir una emulsion uniforme y estable. Asimismo, los
métodos son poco reproducibles y, por lo tanto, desventajosos.

Otro ejemplo conocido es una técnica para medir la actividad lipasa en la que se usa BALB (tributirato de 2,3-
dimercapto-1-propanol) como sustrato de lipasa, este BALB esta hecho para contactar y reaccionar con, por ejemplo,
una muestra de suero, BAL (2,3-dimercapto-1-propanol), que se ha generado mediante hidrdlisis por la lipasa, se hace
reaccionar con DTNB (acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico), y la luz amarilla emitida por el anion TNB resultante se mide
a 412 nm.

Esta medida, sin embargo, implica interferencia con una esterasa hepatica en condiciones altamente concentradas.
Por consiguiente, la esterasa hepatica se mezcla a través de una célula de reaccidon o una boquilla (sonda) de un
reactivo para medir otro elemento. Esto afecta a un valor medido y provoca un error, por lo que esta medida es
desventajosa.

Otro ejemplo conocido es una técnica para medir la actividad lipasa en la que el 1,2-dilinoleoilglicerol, que es un
sustrato natural, se usa como sustrato de lipasa, este 1,2-dilinoleailglicerol se pone en contacto y reacciona con, por
ejemplo, una muestra de suero, acido linoleico, que se ha generado mediante hidrdlisis por la lipasa, coopera, en
presencia de la coenzima A, NAD* y ATP, con acil-CoA sintetasa, acil-CoA oxidasa y un complejo multienzimatico de
enoil-CoA hidratasa-3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa-3-cetoacil-CoA tiolasa para realizar la oxidacion f, y a
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continuacion se mide la tasa de produccion de NADH cuando se produce la B-oxidacion.

Esta medida, sin embargo, también implica interferencia con una esterasa hepatica en condiciones altamente
concentradas. Por consiguiente, la esterasa hepatica se mezcla a través de una célula de reaccién o una boquilla
(sonda) de un reactivo para medir otro elemento. Esto afecta a un valor medido y provoca un error, por lo que esta
medida es desventajosa.

Ademas de las medidas respectivas anteriores, se ha desarrollado una técnica para medir la actividad lipasa en suero
o plasma en la que éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (en adelante, a veces
denominado "DGGMR") se utiliza como sustrato de lipasa (véase el Documento de patente 1 y el Documento no
patente 2).

En esta medida, se hace que el éster de (6-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR)
contacte y reaccione con, por ejemplo, una muestra de suero, y la lipasa cataliza la hidrdlisis para generar 1,2-0-
dilauril-rac-glicerol y éster de (6'-metilresorufina) de acido glutarico.

Este éster de (6'-metilresorufina) de acido glutarico es inestable y se hidroliza de forma facil y naturalmente para
generar 6-metilresorufina (Amax: 580 nm).

Un aumento en la 6'-metilresorufina generada se mide leyendo la absorbancia a 580 nm o cerca del mismo. Por lo
tanto, se puede determinar el valor de la actividad lipasa en la muestra.

Esta técnica para medir la actividad lipasa usando DGGMR como sustrato de la lipasa es simple porque la medicion
se desarrolla en una serie de reacciones. Ademas, la medicién también es ventajosa porque es poco probable que la
medicion se vea afectada por una esterasa mezclada a través de una celda de reaccién o una boquilla (sonda) de
otros reactivos de medicion.

Mientras tanto, una lipasa contenida en, por ejemplo, suero o plasma es mas eficiente en una interfaz agua-aceite de
un sustrato de triglicéridos emulsionado. La velocidad de reaccién de esta lipasa implica el area superficial del sustrato
dispersado. Para medir la actividad lipasa, en consecuencia, parece crucial preparar un sustrato compuesto por
particulas micelares y uniformes (véase el documento no patente 2).

Para este fin, cuando se produce convencionalmente una solucién de sustrato para medir la actividad lipasa (es decir,
una solucién de sustrato para medir la actividad lipasa), la solucién de sustrato debe estar emulsionada y compuesta
por particulas micelares estables y uniformes. Con este fin, se han tenido en cuenta varios métodos. Por ejemplo, un
sustrato puede mezclarse en una soluciéon acuosa que contenga un tensioactivo, un sustrato puede mezclarse en una
solucién que contenga un disolvente organico (por ejemplo, un alcohol), un liquido que contiene sustrato puede
afiadirse gota a gota y mezclarse en una solucién, un liquido que contiene sustrato puede inyectarse por chorro en
una solucion, una solucion de sustrato puede agitarse con un mezclador potente a alta velocidad o una solucién de
sustrato puede someterse a ultrasonidos. Los métodos requieren un procesamiento complicado o especial de tal
manera que se requiere dicha habilidad. Los métodos también requieren un aparato especial, instrumentos u otros
articulos.

En general, una solucion que contiene un sustrato para medir la actividad lipasa es inestable y es problemética en
términos de estabilidad del almacenamiento.

Para mejorar la estabilidad de almacenamiento de una solucién que contiene un sustrato para medir la actividad lipasa,
en consecuencia, se han realizado varios intentos.

Por ejemplo, un proceso para producir una solucién acuosa miscible transparente que contiene una sustancia insoluble
en agua caracterizada por que una sustancia insoluble en agua (por ejemplo, triglicéridos) como sustrato de lipasa se
afiade a una soluciéon acuosa que contiene un tensioactivo no idnico, la mezcla se calienta mientras se agita, la
temperatura se eleva una vez a una temperatura mas alta que el punto de enturbiamiento del tensioactivo no iénico y,
a continuacion, se enfria a una temperatura igual o inferior al punto de enturbiamiento, mientras que la mezcla se agita
mas, se ha desvelado como un proceso que haria que sustancia insoluble en agua fuera miscible, lo cual fue dificil en
el pasado, y la solucién acuosa miscible obtenida por dicho proceso es muy estable (véase el Documento de patente
2).

Ademas, una solucién de diglicéridos para medir la actividad lipasa que comprende una soluciéon tampén de pH de
baja concentracion y un tensioactivo no iénico, tal como un tensioactivo no iénico de éter alquilfenilico de polioxietileno
se ha desvelado como una sustancia que permitiria la provision de una solucién acuosa de diglicérido que exhibe
estabilidad de almacenamiento a largo plazo (véase el Documento de patente 3).

Ademas, una composicion para medir la actividad lipasa derivada de plantas y/o microbios caracterizada por el uso
de diglicéridos, como sustancia, disuelta en un tensioactivo no iénico, tal como un tensioactivo no iénico de éter
alquilfenilico de polioxietileno, se ha desvelado que permitiria la provision de un kit y una composicion que contiene
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una soluciéon acuosa de diglicéridos excelente en cuanto estabilidad de almacenamiento a largo plazo (véase el
Documento de patente 4).

Adicionalmente, una solucién de sustrato de lipasa para medir la actividad enzimatica, que se hizo soluble en un
sustrato de lipasa que comprende DGGMR o similar mediante un nuevo solubilizador de sustrato de lipasa (es decir,
1,2-difitanoil-sn-glicero-3-fosfocolina), se ha desvelado como una sustancia que permitiria una mayor estabilidad de
almacenamiento y un mayor grado de transparencia durante un largo periodo de tiempo (véase el documento de
patente 5).

El documento JP 2002 214239 A se refiere a un método para separar y medir un componente lipidico en una fraccién
de lipoproteina especifica mediante una operacion simple. En particular, el documento JP 2002 214239 A desvela un
método para medir los lipidos contenidos en los componentes sanguineos en presencia de un compuesto
organosiliceo.

YOSHINORI UJI ET AL. ("A "Serum pancreas lipase assay using Resorufin as new substrate”, The Biliary Tract &
Pancreas, 2002, vol. 23, n.° 6, paginas 455-459) y el documento JP H09 215500 tratan el uso del éster de (6'-
metilresorfina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico como sustrato en las mediciones de la actividad lipasa.

Documentos de la técnica anterior
Documentos de patente

Documento de patente 1: Publicacion de Patente JP (Kokai) N.°. S61-254197A (1986)
Documento de patente 2: Publicacion de Patente JP (Kokai) N.°. S58-156330A (1983)
Documento de patente 3: WO 2006/054681

Documento de patente 4: Publicacion de patente japonesa (Kokai) n.° 2007-306821 A
Documento de patente 5: Publicacion de patente japonesa (Kokai) N.° H11-318494 A (1999)

Documentos no patente

Documento no patente 1: Kanai's Manual of Clinical Laboratory Medicine, 30? ed., p.670-674, editado por KANAI,
Masamitsu, publicado por KANEHARA & Co., Ltd., el 20 de agosto de 1993.

Documento no patente 2: Kanai's Manual of Clinical Laboratory Medicine, 33? ed., p.545-547, editado por KANAI,
Masamitsu, publicado por KANEHARA & Co., Ltd., el jueves, 1 de abril de 2010.

Sumario de la invencion
Objetos a alcanzar por la invencion

Tal como se ha descrito anteriormente, El documento de patente 5 describe que una solucion de sustrato de lipasa
para medir la actividad enzimatica que comprende DGGMR como sustrato para medir la actividad de lipasa en
combinacién con un nuevo solubilizador de sustrato de lipasa (es decir, 1,2-difitanoil-sn-glicero-3-fosfocolina) exhibe
alta estabilidad de almacenamiento. Sin embargo,

la 1,2-difitanoil-sn-glicero-3-fosfocolina es costosa y, en consecuencia, el coste de una materia prima de la solucién
de sustrato aumenta de manera desventajosa.

Por el contrario, la presente divulgacion pretende proporcionar una solucién de sustrato para medir la actividad lipasa
que comprende DGGMR que tiene varias ventajas cuando se usa como sustrato para medir la actividad lipasa como
un sustrato para medir la actividad lipasa como se ha descrito anteriormente, que es excelente en términos de
estabilidad de almacenamiento.

Asimismo, la presente divulgacion pretende proporcionar un reactivo para medir la actividad lipasa que comprende
una solucion de sustrato para medir la actividad lipasa que comprende DGGMR como sustrato para medir la actividad
lipasa, que es excelente en términos de estabilidad de almacenamiento.

Asimismo, la presente divulgacion pretende proporcionar un método para medir la actividad lipasa en una muestra que
implica el uso de una solucién de sustrato para medir la actividad lipasa que comprende DGGMR como sustrato para
medir la actividad lipasa, que puede proporcionar valores medidos con precision durante un largo periodo de tiempo.

Asimismo, la presente divulgacion pretende proporcionar una solucion en emulsion que comprende particulas
micelares de DGGMR y similares, que es excelente en términos de estabilidad de almacenamiento. la presente
invencion pretende proporcionar un método para estabilizar una solucién de sustrato para medir la actividad lipasa
que mejora la estabilidad de almacenamiento de la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa.

Asimismo, la presente invencién pretende proporcionar un método para estabilizar una solucién de emulsiéon que
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comprende particulas micelares de DGGMR y similares que mejora la estabilidad de almacenamiento de la solucion
de emulsién que comprende particulas micelares.

Medios para alcanzar los objetivos

Los presentes inventores han realizado estudios concentrados sobre un método para mejorar la estabilidad de
almacenamiento de una solucion de sustrato para medir la actividad lipasa que comprende DGGMR como sustrato
para medir la actividad lipasa, un método para estabilizar una solucion de emulsion que comprende particulas
micelares de DGGMR vy similares. Como resultado, descubrieron que los objetivos de la presente invencién podrian
lograrse incorporando DGGMR en combinacion con aceite de silicona modificado de tipo modificado con poliéter no
reactivo de cadena lateral en la solucién. Esto ha llevado a la finalizacién de la presente invencion.

La presente invencion se resume como sigue.

[1.] Uso de una composicion que comprende un aceite de silicona modificado de tipo modificado con poliéter no
reactivo de tipo cadena lateral junto con éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico
para estabilizar una solucién de sustrato para medir la actividad lipasa, que comprende éster de (6'-metilresorufina)
de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico como sustrato para medir la actividad lipasa.

[2.] Uso de una composicion que comprende un aceite de silicona modificada de tipo modificado con poliéter no
reactivo de tipo cadena lateral con éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico para
estabilizar una solucién de sustrato para medir la actividad lipasa que comprende éster de (6-metilresorufina) de
acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico como sustrato para medir la actividad lipasa.

El uso de acuerdo con la invencion para estabilizar una soluciéon para medir la actividad lipasa en una muestra puede
proporcionar valores medidos con precision durante un largo periodo de tiempo.

La solucién de emulsion que comprende particulas micelares de DGGMR es excelente en términos de estabilidad de
almacenamiento, cuando se estabiliza de acuerdo con la invencion.

El uso de la composicién de la presente invencion para estabilizar la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa
es capaz de mejorar la estabilidad de almacenamiento de la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa.

El uso de la composicion de la presente invencidn para estabilizar la solucion de emulsion que comprende particulas
micelares de DGGMR es capaz de mejorar la estabilidad de almacenamiento de la solucién de emulsién.

Tal como se ha descrito anteriormente, el uso de la composicién de la presente invencion permite el uso estable de
una solucion de sustrato para medir la actividad de lipasa que comprende DGGMR como sustrato para medir la
actividad de lipasa y la solucién de emulsion que comprende particulas micelares de DGGMR y similares durante un
largo periodo de tiempo. Por lo tanto, la presente invencion es conveniente para los usuarios y es ventajosa con
respecto al coste.

Tal como se ha descrito anteriormente, el uso de la composicion de la presente invencion para estabilizar la solucion
de emulsion o la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa que comprende DGGMR como sustrato para medir
la actividad lipasa, permite su uso estable durante un largo periodo de tiempo. Por consiguiente, una solucién de
sustrato para medir la actividad lipasa que proporciona resultados precisos de medicion (el valor medido) durante un
largo periodo de tiempo y un reactivo para medir la actividad lipasa que comprende dicha solucién de sustrato se puso
a disposicion de instituciones médicas y similares. En instituciones médicas y similares, en consecuencia, los
resultados precisos de medicion (el valor medido) de la actividad lipasa en una muestra se obtuvieron durante un largo
periodo de tiempo.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra una curva de absorcion de una mezcla usando la solucion de sustrato almacenada para medir
la actividad lipasa.

La figura 2 muestra una curva de absorcion de una mezcla que usa la solucién de sustrato almacenada para medir
la actividad lipasa como muestra de control.

La figura 3 muestra el porcentaje de DGGMR degradado en el momento del almacenamiento de la solucion de
sustrato para medir la actividad lipasa y una solucién de sustrato de un reactivo de control disponible en el mercado.
La figura 4 muestra el porcentaje de DGGMR degradado en el momento del almacenamiento de la solucion de
sustrato para medir la actividad lipasa y una solucién de sustrato de un reactivo de control disponible en el mercado.
La figura 5 muestra el porcentaje de DGGMR degradado en el momento del almacenamiento de la solucion de
sustrato para medir la actividad lipasa y una solucién de sustrato de un reactivo de control disponible en el mercado.
La figura 6 muestra el porcentaje de DGGMR degradado en el momento del almacenamiento de la solucion de
sustrato para medir la actividad lipasa y una solucién de sustrato de un reactivo de control disponible en el mercado.
La figura 7 muestra la distribucion del diametro de las micelas (tamario de particula) en una emulsién de la solucion
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de sustrato almacenada para medir la actividad lipasa

La figura 8 muestra la distribucion del diametro de las micelas (tamario de particula) en una emulsién de la solucion
de sustrato almacenada para medir la actividad lipasa

La figura 9 muestra la distribucion del diametro de las micelas (tamario de particula) en una emulsién de la solucion
de sustrato almacenada para medir la actividad lipasa

La figura 10 muestra los resultados de medir la actividad lipasa en una muestra usando el reactivo almacenado
para medir la actividad lipasa

La figura 11 muestra los resultados de medir la actividad lipasa en una muestra usando el reactivo almacenado
para medir la actividad lipasa

La figura 12 muestra los resultados de medir la actividad lipasa en una muestra usando el reactivo almacenado
para medir la actividad lipasa

Realizaciones para llevar a cabo la invencion

[1] Solucién de sustrato para medir la actividad lipasa
|. Descripcion general

1. Solucion de sustrato para medir la actividad lipasa

La solucién de sustrato para medir la actividad lipasa esta compuesta por una soluciéon de emulsion que comprende
particulas micelares de éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico y aceite de silicona
modificado de tipo modificado con poliéter no reactivo de tipo cadena lateral.

Debido a tal composicion, la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa es excelente en términos de estabilidad
de almacenamiento.

2. Lipasa

En la presente invencion, una lipasa debe tener actividad como lipasa; es decir, deberia tener actividad lipasa. La
lipasa no esta particularmente limitada siempre que tenga la actividad lipasa.

En la presente invencion, los ejemplos de la lipasa incluyen una lipasa pancreatica (EC 3.1.1.3) que cataliza una
reaccion en la que el éster se une en las posiciones a (posiciones 1y 3) de un triglicérido (TG) (tres moléculas de
acidos grasos de cadena larga estan unidas mediante un enlace éster a glicerol) se hidrolizan para producir dos
moléculas de acido graso y una molécula de 3-monoglicérido.

La presente invencion es preferible para medir la actividad de una lipasa presente en un fluido corporal, un érgano o
un tejido, mas preferible, para medir la actividad de una lipasa presente en un fluido corporal, aiun mas preferible para
medir la actividad de una lipasa presente en sangre, suero o plasma, yadicionalmente preferible para medir la actividad
de una lipasa presente en suero o plasma.

Ademas, la presente invencién es adecuada para medir la actividad de una lipasa pancreatica.
3. Muestra

En la presente invencién, una muestra para medir la actividad lipasa puede ser una muestra que puede contener la
lipasa anterior. La muestra no esta particularmente limitada siempre que la muestra pueda contener la lipasa anterior.

Ejemplos de muestras incluyen muestras de origen humano, animal y vegetal.

Los ejemplos de muestras de origen humano y animal incluyen, pero sin limitarse particularmente a los mismos, fluido
corporal humano o animal (por ejemplo, sangre, suero, plasma, orina, semen, liquido espinal, saliva, sudor, lagrimas,
ascitis o liquido amnidtico), excrementos (por ejemplo, heces), 6rganos (por ejemplo, un pancreas, higado o
estdmago), tejidos (por ejemplo, un cabello, piel, clavo, musculo o nervio) y células.

La presente invencién es adecuada cuando la muestra de origen humano o animal se usa como muestra y mas
adecuada cuando la muestra de origen humano se usa como muestra.

Ademas, la presente invencion es preferible cuando se usa fluido corporal, érgano o tejido como muestra, mas
preferible cuando se usa fluido corporal como muestra, ain mas preferible cuando se usa sangre, suero o plasma
como muestra, y adicionalmente preferible cuando se usa suero o plasma como muestra.

Cabe destacar que, en la presente invencién, se prefiere una muestra liquida. Por lo tanto, si la muestra no es liquida,
el pretratamiento (por ejemplo, extraccion o solubilizacién) puede realizarse de acuerdo con un procedimiento conocido
para preparar una muestra liquida.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2783 857 T3

Ademas, la muestra puede diluirse o enriquecerse segun sea necesario.
1. Solucién de emulsion
1. Descripcién general

Como se ha descrito anteriormente en el uso de la invencion, la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa
puede comprender una solucion de emulsién que comprende particulas micelares de éster de (6'-metilresorufina) de
acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico y aceite de silicona modificado de tipo modificado con poliéter no reactivo de
tipo cadena lateral.

La solucion de emulsion que comprende particulas micelares de éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-
rac-glicero-3-glutarico y aceite de silicona modificado con poliéter no reactivo de tipo lateral de cadena lateral de la
presente invencién se describe a continuacion.

La solucién de emulsiéon de la presente invencion (es decir, la solucion de emulsion que comprende particulas
micelares de éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico y aceite de silicona modificado
de tipo modificado con poliéter no reactivo de tipo cadena lateral) puede comprender otras sustancias distintas del
éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico y aceite de silicona modificado de tipo
modificado con poliéter no reactivo de tipo cadena lateral, tal como se describe a continuacion.

2. Sustrato para medir la actividad lipasa

(1) Descripcion general

Informacién general En el uso de la presente invencion, un sustrato de lipasa para medir la actividad de lipasa en una
muestra; es decir, un sustrato para medir la actividad lipasa, es éster de (6"-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-
glicero-3-glutarico (DGGMR).

DGGMR, que es un sustrato para medir la actividad lipasa, se pone en contacto con una muestra y, a continuacion,
se deja reaccionar con una lipasa contenida en la muestra. Por lo tanto, El 1,2-o-dilauril-rac-glicerol y el éster de (6'-
metilresorufina) de acido glutarico se generan a partir de DGGMR como resultado de la hidrélisis catalizada por la
lipasa.

Este éster de (6'-metilresorufina) de acido glutarico es inestable y se hidroliza de forma facil y naturalmente para
generar 6-metilresorufina (Amax: 580 nm).

Un aumento en la 6'-metilresorufina generada se mide leyendo la absorbancia a 580 nm o cerca del mismo. Por lo
tanto, se puede determinar el valor de la actividad lipasa en la muestra.

El DGGMR esta disponible en el mercado en, por ejemplo, Roche Diagnostics K. K. (Japén) o Sigma-Aldrich Co. LLC.
(Japon).

(2) Concentracién de sustrato para medir la actividad lipasa

La concentracion de DGGMR en la solucidon de emulsién es, preferentemente, de 0,05 mM o superior para obtener
una solucién de emulsién compuesta de particulas micelares estables y uniformes.

La concentracion de DGGMR en la solucion de emulsiéon es mas preferentemente 0,1 mM o superior, y adn mas
preferentemente 0,2 mM o superior en vista de la finalidad anterior.

La concentracion de DGGMR contenida en la solucion de emulsion es 2 mM o inferior en vista de la finalidad anterior.

La concentracion de DGGMR en la solucion de emulsiéon es, mas preferentemente, 1 mM o menor, y, ain mas
preferentemente, 0,8 mM o menor en vista de la finalidad anterior.

2. Aceite de silicona modificado

(1) Descripcion general

Tal como se ha descrito anteriormente, la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa esta compuesta por una
solucién de emulsion que comprende particulas micelares de DGGMR como sustrato para medir la actividad lipasa y

aceite de silicona modificado de tipo modificado con poliéter no reactivo de tipo cadena lateral.

Especificamente, la solucion de emulsion comprende DGGMR en combinacion con aceite de silicona modificado de
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tipo modificado con poliéter no reactivo de tipo cadena lateral.
(2) Aceite de silicona modificado de tipo modificado con poliéter no reactivo de tipo cadena lateral

A continuacion se describe el aceite de silicona modificado de tipo modificado con poliéter no reactivo de tipo cadena
lateral utilizado en la presente invencién (en lo sucesivo, en ocasiones denominado "el presente aceite de silicona
modificado").

El compuesto de silicona es un compuesto polimérico que contiene, como cadena principal, un enlace de siloxano (-
Si-O-Si-) y, como cadena lateral, un grupo organico (por ejemplo, un grupo metilo (CHs-)) unido a un atomo de silicio.

En esta ocasion, un compuesto lineal de silicona es aceite de silicona.

El aceite de silicona modificado es un compuesto en el que se introduce un grupo organico en una porciéon de atomos
de silicio de un compuesto lineal de dimetilsilicona "Si(CH3)3-O-[Si(CH3)2-O-]m-Si(CHz)3".

Los ejemplos del aceite de silicona modificado incluyen aceites de silicona en los que se introducen diversos grupos
organicos en una parte de las cadenas laterales de polisiloxano, cualquier extremo de polisiloxano, ambos extremos
de polisiloxano, y una parte de cadenas laterales y ambos extremos de polisiloxano.

Entre ellos, el aceite de silicona en el que se introducen varios grupos organicos en una parte de las cadenas laterales
de polisiloxano es el aceite de silicona modificado de tipo de cadena lateral "Si(CHzs)3-O-[Si(CHz)2-O-]m-[Si(CH3)(un
grupo organico)-O-]n-Si(CHz)3".

Dependiendo de las caracteristicas de los grupos organicos a introducir, los aceites de silicona modificados se
clasifican en aceite de silicona reactivos y aceite de silicona no reactivos.

Dependiendo del grupo organico a introducir, los ejemplos del aceite de silicona modificado no reactivo incluyen el tipo
modificado con poliéter, el tipo modificado con aralquilo, el tipo modificado con fluoroalquilo, el tipo modificado con
alquilo de cadena larga, el tipo modificado con éster de acido graso superior, el tipo modificado con amida de acido
graso superior, el tipo modificado con poliéter/alquilo de cadena larga/aralquilo, el tipo modificado con alquilo/aralquilo
de cadena larga y aceite de silicona de tipo modificado con fenilo.

Como el aceite de silicona modificado no reactivo de tipo de cadena lateral ""Si(CH3)3-O-[Si(CH3)2-O-]m-[Si(CH3)(un
grupo organico)-O-]n-Si(CHa)3", los ejemplos del aceite de silicona de tipo modificado incluyen un aceite de silicona de
tipo modificado con poliéter (el grupo organico: -R(C2H40)a(C3HeO)sR'), un aceite de silicona de tipo modificado con
poliéter/alquilo de cadena larga/aralquilo (el grupo organico: -R(C2H40)a(C3HsO)sR', -CaHza+1, -CH2-CH(CH3)-CgHs),
un aceite de silicona modificado con aralquilo (el grupo organico: -CH>-CH(CH3)-CgHs), un aceite de silicona modificado
con fluoroalquilo (el grupo organico: -CH.CH>CF3), un aceite de silicona de tipo modificado con alquilo de cadena larga
(el grupo organico: -CaH2a+1), un aceite de silicona de tipo modificado con alquilo de cadena larga/aralquilo (el grupo
organico: -CaHza+1, -CH2-CH(CH3)-CgHs), un aceite de silicona modificado con éster de acido graso superior (el grupo
organico: -OCOR), un aceite de silicona de tipo modificado con amida de acido graso superior (el grupo organico: -
RNHCOR), y un aceite de silicona de tipo modificado con fenilo (el grupo organico: -Ce¢Hs).

En la presente invencion, se usa el aceite de silicona modificado de tipo modificado con poliéter no reactivo de tipo
cadena lateral (Si(CH3)3-O-[Si(CH3)2-O-Im-[Si(CHs)(un grupo organico)-O-]n-Si(CHs)s) (un grupo organico: -
R(C2H40)a(C3HsO)uR")).

Los ejemplos de aceite de silicona modificado de tipo modificado con poliéter no reactivo de cadena lateral
comercialmente disponibles incluyen "KF-351A", "KF-354L", "KF-355A", y "KF-6011" (el distribuidor de los productos
anteriores es Shin-Etsu Chemical Co., Ltd. (Japon)).

(3) Concentracion del presente aceite de silicona modificado

La concentracion del presente aceite de silicona modificado en la solucién de emulsién es, preferentemente, del 0,01
% (p/v) o superior para preparar una solucion de emulsiéon compuesta por particulas micelares estables y uniformes.

La concentracion del presente aceite de silicona modificado en la solucién de emulsion es, mas preferentemente, del
0,05 % (p/v) o mas, y, aun mas preferentemente, del 0,1 % (p/v) o mas en vista de la finalidad anterior.

La concentracion del presente aceite de silicona modificado que va a estar contenido en la solucién de emulsion es,
preferentemente, del 20 % (p/v) o inferior en vista de la finalidad anterior.

La concentracion del presente aceite de silicona modificado en la solucién de emulsion es, mas preferentemente, del
10 % (p/v) o inferior y, aun mas preferentemente, del 5 % (p/v) o inferior en vista de la finalidad anterior.
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3. Promotor de lipasa

(1) Promotor de lipasa

La solucién de emulsién del uso de la presente invencién puede comprender un promotor de lipasa.

En la presente invencion, cualquier sustancia puede usarse como promotor de lipasa, siempre que dicha sustancia
pueda promover la actividad lipasa. Los ejemplos incluyen, pero sin limitarse particularmente a los mismos, acido biliar
y una sal del mismo.

Los ejemplos del acido biliar incluyen acido desoxicdlico, acido taurodesoxicolico, acido glicodesoxicdlico, acido cdlico,
acido litocdlico, acido glicocdlico, &cido taurocdlico, acido quenodesoxicdlico, acido ursodesoxicélico, acido 7-
oxolitocdlico, acido 12-oxolitocdlico, acido 12-oxoquenodesoxicolico, acido 7-oxodesoxicélico, acido hiocdlico, acido
hiodesoxicolico, acido deshidrocélico y derivados del acido cdlico.

Ademas, los ejemplos de una sal del acido biliar incluyen sales de metales alcalinos o alcalinotérreos de acido biliar y
una sal de amonio de acido biliar.

Los ejemplos de metal alcalino incluyen potasio, sodio vy litio. Ademas, los ejemplos de metal alcalinotérreo incluyen
magnesio y calcio.

Como promotor de la lipasa, es preferente acido biliar o una sal del mismo debido a su funcién promotora de la actividad
lipasa, la capacidad para formar una interfaz compuesta por un sustrato para medir la actividad lipasa, solubilidad en
agua y coste.

Como acido biliar, es preferente él acido taurodesoxicolico porque es soluble en un intervalo acido dentro del cual un
sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) es estable. En vista del coste, es preferente el acido desoxicodlico.

Como acido biliar, es mas preferente el acido taurodesoxicalico.

Como sal del acido biliar, es preferente una sal de metal alcalino de acido biliar, una sal de potasio o sodio del acido
biliar es mas preferente, y una sal de sodio del acido biliar es ain mas preferente.

Por lo tanto, como sal del acido biliar, es preferente una sal de metal alcalino (por ejemplo, de potasio o sodio) de
acido desoxicolico o acido taurodesoxicolico, es mas preferente una sal de metal alcalino (por ejemplo, de potasio o
sodio) de acido taurodesoxicolico y, ain mas preferente, una sal de sodio de acido taurodesoxicdlico.

(2) Concentracion de promotor de lipasa

La concentracion del promotor de lipasa en la solucion de emulsion es, preferentemente, del 0,2 % (p/v) o superior.

La concentracién del promotor de lipasa en la solucién de emulsion es, mas preferentemente, del 0,4 % (p/v) o superior
y, aun mas preferentemente, del 1 % (p/v) o superior.

La concentracion del promotor de lipasa en la solucion de emulsion es, preferentemente, del 20 % (p/v) o menor.

La concentracion del promotor de lipasa en la solucion de emulsion es, mas preferentemente del 10 % (p/v) o menor
y, aun mas preferentemente, del 5 % (p/v) o menor.

4. Activador de lipasa

(1) Activador de lipasa

La solucién de emulsién del uso de la presente invencién puede comprender un activador de lipasa.

En la presente invencion, el activador de lipasa puede ser cualquier sustancia, siempre que pueda activar una lipasa.
Los ejemplos de los mismos incluyen, pero sin limitarse particularmente a los mismos, un ion o sal de un metal

alcalinotérreo.

Los ejemplos del ion o sal de un metal alcalinotérreo incluyen un ion de berilio o sal de berilio, un ion de magnesio o
sal de magnesio y un ion de calcio o sal de calcio.

Los ejemplos de la sal de calcio incluyen una sal de calcio soluble en agua. Los ejemplos especificos de los mismos
incluyen una sal soluble en agua que contiene un anién monovalente o divalente o superior y un ion de calcio.

Los ejemplos del anién incluyen un ion de halégeno, un grupo &cido de un compuesto organico y un grupo acido de
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otro compuesto inorganico.

Los ejemplos del ion halégeno incluyen un ion de fldor y un ion de cloro.

Los ejemplos del grupo acido de un compuesto organico incluyen un ion acetato, un ion citrato y un ion gluconato.
Los ejemplos del grupo acido de un compuesto inorganico incluyen un ion sulfato, un ion fosfato y un ion carbonato.
El activador de la lipasa es, preferentemente, un ion o una sal de un metal alcalinotérreo.

Como el ion o la sal de un metal alcalinotérreo, es preferente un ion de calcio o una sal de calcio en vista de los
siguientes puntos (i) y (ii):

(i) la capacidad de activar una lipasa; y
(i) un acido graso que se libera de un sustrato para medir la actividad lipasa mientras la lipasa ejerce su actividad
catalitica altera una interfaz compuesta del sustrato para medir la actividad lipasa, pero un ion de calcio o una sal
de calcio puede capturar el acido graso liberado, evitando asi que se interrumpa la interfaz.

Como la sal de calcio, es preferente una sal de calcio soluble en agua que contiene un anién y un ion de calcio.

El anion es, preferentemente, un ion halégeno o un grupo acido de un compuesto organico. De manera mas especifica,
un ion de cloro o un ion acetato es particularmente preferente.

Como la sal de calcio, en consecuencia, es preferente un haluro de calcio o una sal de calcio de un grupo acido de un
compuesto organico y es, mas preferentemente, cloruro de calcio o acetato de calcio.

(2) Concentracién de activador de lipasa
La concentracion del activador de lipasa en la solucion de emulsion es, preferentemente, de 0,1 mM o superior.

La concentracion del activador de lipasa en la solucién de emulsion es, mas preferentemente 1 mM o mas y, aiin mas
preferentemente, 5 mM o mas.

La concentracion del activador de lipasa en la solucién de emulsion es, preferentemente, 100 mM o inferior.

La concentracion del activador de lipasa en la solucion de emulsion es, mas preferentemente, 50 mM o inferior y, atn
mas preferentemente, 25 mM o inferior.

5. Colipasa

(1) Colipasa

La solucién en emulsién del uso de la presente invencién puede comprender una colipasa.

En la presente invencion, una colipasa no esta particularmente limitada, siempre que tenga el efecto, funcion o
actividad de una colipasa. Los ejemplos de los mismos incluyen colipasas derivadas de mamifero (por ejemplo, un ser

humano o un cerdo) y colipasas preparadas, modificadas o alteradas mediante ingenieria genética.

Es preferente una colipasa derivada de un mamifero (por ejemplo, un cerdo) y es, mas preferentemente, una colipasa
derivada del pancreas de un mamifero (por ejemplo, un cerdo).

(2) Valor de la actividad de la colipasa
El valor de la actividad de la colipasa en la solucion de emulsién es, preferentemente, 15 K Unidad/l o mas alto.

El valor de la actividad de la colipasa en la solucién de emulsion es, mas preferentemente, 150 K Unidad/l o mas alto
y, aun mas preferentemente, 750 K Unidad/l o mas alto.

El valor de la actividad de la colipasa en la solucién de emulsién es, preferentemente, 7.500 K Unidad/l o inferior.

El valor de la actividad de la colipasa en la solucion de emulsién es, mas preferentemente, 3.750 K Unidad/I o inferior
y, aun mas preferentemente, 2.250 K Unidad/l o inferior.

En la descripcion y los dibujos de la presente solicitud, cada valor de actividad (Unidad/l) de la colipasa se basa en la

indicacién del valor de actividad de una colipasa derivada de pancreas porcino (Roche Diagnostics K. K. (Japon)) (1
mg/l = 75 K Unidad/l).

10
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La colipasa esta disponible en el mercado en, por ejemplo, Roche Diagnostics K. K. (Japén) o Sigma-Aldrich Co. LLC.
(Japon).

6. Agua
La solucién en emulsién del uso de la presente invencién puede comprender agua.
Especificamente, la soluciéon de emulsidon puede ser una solucién acuosa.

El agua que debe contener la solucién de emulsién no esta particularmente limitada. Los ejemplos de agua incluyen
agua pura, agua destilada y agua purificada.

7.pH
El sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) es estable a pH 4 o cercano al mismo.

Por lo tanto, el pH de la solucion de emulsion esta, preferentemente, dentro de un cierto intervalo con respecto al pH
4.

En vista de la estabilidad de DGGMR, de manera especifica, el pH de la soluciéon de emulsion es, preferentemente,
de 2 a 7, mas preferente de 3 a 5, y, ain mas preferentemente, de 3,5 a 4,5 (los valores de pH se miden a 20 °C).

8. Tampdn

(1) Tampon

La solucién de emulsién del uso de la presente invencién puede comprender un tampoén.

En la presente invencion, la soluciéon de emulsion puede comprender un tampén con capacidad de tamponamiento
dentro del intervalo de pH descrito en 7, anteriormente, segun la necesidad, para ajustar el nivel de pH de la solucion
de emulsién dentro del intervalo de pH descrito en 7, anteriormente.

Los ejemplos de tampones que pueden estar contenidos en la solucidon de emulsion incluyen, pero sin limitarse
particularmente a los mismos, acidos organicos (por ejemplo, acido tartarico, acido succinico, acido malénico y acido
citrico), glicina, acido fosférico y sales de los mismos.

(2) Concentracién del tampon

En la presente invencion, la concentracion del tampdn que debe contener la solucién de emulsion de la presente
invencion no esta particularmente limitada, siempre que la capacidad de tamponamiento se pueda ejercer dentro de

un intervalo de pH prescrito.

Por ejemplo, la concentracion del tampon en la solucién de emulsion es, preferentemente, 5 mM o superior, mas
preferentemente 10 mM o superior y, aun mas preferentemente, 30 mM o superior.

La concentracion del tampon en la solucion de emulsién es, preferentemente, 500 mM o inferior, mas preferentemente
100 mM o inferior y, particularmente preferentemente, 50 mM o inferior.

9. Diametro de las micelas en la solucién de emulsion

Tal como se ha descrito anteriormente, una lipasa actua mas eficazmente en una interfaz agua-aceite de un sustrato
de triglicéridos emulsionado. La velocidad de reaccion de la lipasa esta asociada con el area de superficie del sustrato
dispersado. Por lo tanto, la preparacién de un sustrato compuesto por particulas micelares estables y uniformes parece
crucial para medir la actividad lipasa (véase el documento no patente 2).

En el uso e la presente invencion, es preferente que el diametro (tamafio de particula) de las micelas en la solucion
de emulsion que contiene un sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) esté dentro de un intervalo de 60 a
1.500 nm, para que la velocidad de reaccion con la lipasa sea alta, la emulsién es estable y la solucion de emulsion
puede almacenarse y usarse durante un largo periodo de tiempo.

Por este motivo, el diametro (tamario de particula) de las micelas en la solucién de emulsion es, mas preferentemente,
de 70 a 1.000 nm, aun mas preferentemente, de 80 a 600 nm, y, todavia mas preferentemente, de 100 a 200 nm.

I1l. Proceso para producir la solucién de emulsién

1"
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1. Descripcién general

Un proceso para producir la solucién de emulsion no esta particularmente limitado, siempre que la solucién de emulsion
"que comprende particulas micelares de DGGMR vy el presente aceite de silicona modificado" se pueda producir
mediante dicho proceso.

Un ejemplo de un proceso para producir la solucién de emulsion es un proceso que comprende las etapas (a) y (b)
descritas a continuacion. El "proceso que comprende las etapas (a) y (b) descritas a continuaciéon" abarca el "proceso
que comprende las etapas (a) y (b) descritas a continuacion”.

Es preferente el proceso que comprende las etapas (a) y (b), ya que la soluciéon de emulsion se puede producir sin un
procesamiento complicado o especial de manera que se requiera habilidad o sin el uso de un aparato, instrumentos u
otros articulos especiales:

(a) una etapa de mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado para preparar una mezcla; y
(b) una etapa de mezclar toda o una parte de la mezcla preparada en la etapa (a) con agua o una solucién acuosa.

2. Etapa de mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado para preparar una mezcla

A continuacion, la etapa (a) en el apartado 1 descrito anteriormente; es decir, se describe con detalle "una etapa de
mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado para preparar una mezcla".

(1) Mezclar DGGMR con aceite de silicona modificado

En la etapa (a) en el apartado 1; es decir, la etapa de mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado
para preparar una mezcla, DGGMR, que es un sustrato para medir la actividad lipasa, se mezcla con el presente aceite
de silicona modificado.

Especificamente, el DGGMR se mezcla directamente con el presente aceite de silicona modificado.

Se puede mezclar un solo tipo del presente aceite de silicona modificado o una pluralidad de tipos del mismo con
DGGMR.

(2) Cantidad de DGGMR mezclado

En el paso de mezclar DGGMR como sustrato para medir la actividad lipasa con el presente aceite de silicona
modificado para preparar una mezcla, la cantidad de DGGMR a mezclar no esta particularmente limitada.

La concentracion de DGGMR es, preferentemente, 0,05 mM o superior después de la etapa (b) en el apartado 1
anterior (es decir, la etapa de mezclar "toda o una parte de la mezcla de DGGMR vy el presente aceite de silicona
modificado" con "agua o una solucién acuosa") (en lo sucesivo, en ocasiones denominado "segunda mezcla") con el
fin de producir una solucién de emulsién compuesta por particulas micelares estables y uniformes.

Después de la segunda mezcla, la concentracion de DGGMR es, mas preferentemente, 0,1 mM o superior y, ain mas
preferentemente, 0,2 mM o superior en vista de la finalidad anterior.

Después de la segunda mezcla, la concentracion de DGGMR es, preferentemente, 2 mM o inferior en vista de la
finalidad anterior.

Después de la segunda mezcla, la concentraciéon de DGGMR es, mas preferentemente, 1 mM o inferior y, ain mas
preferentemente, 0,8 mM o inferior en vista de la finalidad anterior.

La concentracion preferente de DGGMR después de la segunda mezcla es como se ha descrito anteriormente.

En la etapa (a) en el apartado 1 descrito anteriormente (es decir, la etapa de mezclar DGGMR con el presente aceite
de silicona modificado para preparar una mezcla") (en adelante, en ocasiones denominado "primer mezcla"), puede
determinarse adecuadamente la cantidad de DGGMR vy la del presente aceite de silicona modificado para mezclar
entre si, para ajustar la concentracion de DGGMR al nivel descrito anteriormente después de la segunda mezcla. Esto
es preferente a la luz del procedimiento de produccion.

Con respecto a la cantidad de DGGMR mezclado y la concentracion del mismo, por ejemplo, se pueden considerar
los siguientes casos (a) y (b).

(a) Caso en el que toda la mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa y el presente aceite de silicona modificado
se mezcla con agua o una solucién acuosa
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La cantidad de sustrato para medir la actividad lipasa mezclada en el momento de la primera mezcla se establece en
Ws (representada en gramos). El volumen final (por ejemplo, el volumen ajustado al nivel designado) después de
mezclar agua o una solucién acuosa en el momento de la segunda mezcla se establece en Vf (representado en ml).
El peso molecular del sustrato para medir la actividad lipasa se establece en MWs. La concentracion Cs (representada
en mM) del sustrato para medir la actividad lipasa después de la segunda mezcla se puede expresar mediante la
siguiente ecuacion.

Cs = (Ws x 108)/(Vf x MWs).

Dado que el peso molecular MWs del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) es 752,05, la ecuacién anterior
se puede expresar como sigue.

Cs = (Ws x 109)/(Vf x 752,05).

En dicho caso, la cantidad Ws (representada en gramos) del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR)
mezclada en el momento de la primera mezcla se puede expresar como sigue.

Ws = (Cs x Vf x MWs)/108.
Esto es, Ws = (Cs x Vf x 752.05)/108.

(b) Caso en el que una porcion de la mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa y el presente aceite de silicona
modificado se mezcla con agua o una solucién acuosa

La cantidad de sustrato para medir la actividad lipasa mezclada en el momento de la primera mezcla se establece en
Ws (representada en gramos). El volumen final (por ejemplo, el volumen ajustado al nivel designado) después de
mezclar agua o una solucién acuosa en el momento de la segunda mezcla se establece en Vf (representado en ml).
El peso molecular del sustrato para medir la actividad lipasa se establece en MWs. Un % (en peso o en volumen) de
la mezcla en el momento de la primera mezcla se mezcla con agua o una solucién acuosa en el momento de la
segunda mezcla. En este caso, la concentracion Cs (representada en mM) del sustrato para medir la actividad lipasa
después de la segunda mezcla se puede expresar mediante la siguiente ecuacion.

Cs = (Ws x 108) x (A/ 100)/(Vf x MWs) = (Ws x A x 10%)/(Vf x MWs).

Dado que el peso molecular MWs del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) es 752,05, la ecuacién anterior
se puede expresar como sigue.

Cs = (Ws x Ax 10%)/(Vf x 752,05).

En dicho caso, la cantidad Ws (representada en gramos) del sustrato para medir la actividad lipasa mezclada en el
momento de la primera mezcla se puede expresar como sigue.

Ws = (Cs x Vf x MWSs)/(A x 104).
Esto es, Ws = (Cs x Vf x 752,05)/(A x 104).
(3) Cantidad del presente aceite de silicona modificado mezclado
En el paso de mezclar DGGMR como sustrato para medir la actividad lipasa con el presente aceite de silicona
modificado para preparar una mezcla, la cantidad del presente aceite de silicona modificado para mezclar no esta
particularmente limitada.
La concentracion del presente aceite de silicona modificado es, preferentemente, 0,01 % (p/v) o superior después de
la segunda mezcla con el fin de producir la solucion de emulsion compuesta por particulas micelares estables y

uniformes.

Después de la segunda mezcla, la concentracion del presente aceite de silicona modificado es, mas preferentemente,
0,05 % (p/v) o mayor, y, aun mas preferentemente, 0,1 % (p/v) o mayor en vista de la finalidad anterior.

Después de la segunda mezcla, la concentracién del presente aceite de silicona modificado es, preferentemente, 20
% (p/v) o inferior en vista de la finalidad anterior.

Después de la segunda mezcla, la concentracion del presente aceite de silicona modificado es, mas preferentemente,
10 % (p/v) o inferior y, aun mas preferentemente, 5 % (p/v) o inferior en vista de la finalidad anterior.

La concentracion preferente del presente aceite de silicona modificado después de la segunda mezcla es como se ha
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descrito anteriormente.

La cantidad de DGGMR y la del presente aceite de silicona modificado mezclado entre si en el momento de la primera
mezcla puede determinarse adecuadamente, para ajustar la concentracion del presente aceite de silicona modificado
al nivel descrito anteriormente después de la segunda mezcla. Esto es preferente a la luz del procedimiento de
produccion.

Con respecto a la cantidad del presente aceite de silicona modificado y la concentracion del mismo, por ejemplo, se
pueden considerar los siguientes casos (a) y (b).

(a) Caso en el que toda la mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa y el presente aceite de silicona modificado
se mezcla con agua o una solucién acuosa

La cantidad del presente aceite de silicona modificado mezclado en el momento de la primera mezcla se establece en
Wp (representado en gramos). El volumen final (por ejemplo, el volumen ajustado al nivel designado) después de
mezclar agua o una solucién acuosa en el momento de la segunda mezcla se establece en Vf (representado en ml).
La concentracion Cp (representada en % (p/v)) del presente aceite de silicona modificado después de la segunda
mezcla puede expresarse mediante la siguiente ecuacion.

Cp = (Wp x 100)/VA.

En este caso, la cantidad Wp (representada en gramos) del presente aceite de silicona modificado mezclado en el
momento de la primera mezcla puede expresarse como sigue.

Wp = (Cp x Vf)/100.

(b) Caso en el que una porcion de la mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa y el presente aceite de silicona
modificado se mezcla con agua o una solucién acuosa

La cantidad del presente aceite de silicona modificado mezclado en el momento de la primera mezcla se establece en
Wp (representado en gramos). El volumen final (por ejemplo, el volumen ajustado al nivel designado) después de
mezclar agua o una solucién acuosa en el momento de la segunda mezcla se establece en Vf (representado en ml).
Un % (en peso o en volumen) de la mezcla en el momento de la primera mezcla se mezcla con agua o una solucién
acuosa en el momento de la segunda mezcla. En este caso, la concentracion Cp (representada en % (p/v)) del
presente aceite de silicona modificado después de la segunda mezcla puede expresarse mediante la siguiente
ecuacion.

Cp = (Wp x 100) x (A/ 100)/Vf = (Wp x A)/VF.

En dicho caso, la cantidad Wp (representada en gramos) del presente aceite de silicona modificado mezclado en el
momento de la primera mezcla puede expresarse como sigue.

Wp = (Cp x Vf) m/ A.
(4) Procedimiento de mezcla

En la etapa de mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado para preparar una mezcla, el DGGMR
puede mezclarse con el presente aceite de silicona modificado por cualquier método sin limitacion particular, siempre
que DGGMR se mezcle con el presente aceite de silicona modificado.

No es necesario realizar la mezcla de la siguiente manera: el DGGMR se mezcla en una solucidon que contiene un
disolvente organico (por ejemplo, un alcohol) y el presente aceite de silicona modificado; se afiade, gota a gota, un
liquido que contiene DGGMR y se mezcla en una solucién que contiene el presente aceite de silicona modificado; se
inyecta a chorro un liquido que contiene DGGMR en una solucidon que contiene el presente aceite de silicona
modificado; una solucién que contiene DGGMR y el presente aceite de silicona modificado se agita usando un
mezclador fuerte a alta velocidad; una solucién que contiene DGGMR y el presente aceite de silicona modificado se
somete a ultrasonidos; o similares. Por consiguiente, la mezcla no requiere un procesamiento engorroso o especial de
manera que se requiera habilidad, o no necesita un aparato u otros elementos especiales. Se puede usar un mezclador
comun para mezclar a una velocidad tipica. De manera analoga, se puede utilizar un procedimiento habitual para la
mezcla. De esta forma, se puede preparar la mezcla del DGGMR vy el presente aceite de silicona modificado.

(5) Temperatura en el momento de la mezcla
En la etapa de mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado para preparar una mezcla, la

temperatura a la que se mezcla DGGMR con el presente aceite de silicona modificado no esta particularmente limitada.
Sin embargo, es preferente que esta etapa se lleve a cabo a una temperatura cercana o inferior al punto de
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enturbiamiento del presente aceite de silicona modificado utilizado con el fin de producir una soluciéon de emulsion
compuesta por particulas micelares estables y uniformes.

En un punto de enturbiamiento, las micelas de un tensioactivo no iénico, etc., no se puede formar cuando aumenta la
temperatura de una soluciéon acuosa que contiene un tensioactivo no iénico. El punto de enturbiamiento es una
temperatura a la cual la soluciéon acuosa se enturbia. Diferentes tensioactivos tienen diferentes puntos de
enturbiamiento.

La temperatura en o cerca del punto de enturbiamiento del presente aceite de silicona modificado significa una
temperatura dentro de un intervalo mas o menos 25 °C desde el punto de enturbiamiento del presente aceite de
silicona modificado.

La temperatura en o cerca del punto de enturbiamiento del presente aceite de silicona modificado es, preferentemente,
una temperatura dentro de un intervalo mas o menos 15 °C desde el punto de enturbiamiento del presente aceite de
silicona modificado, mas preferentemente, una temperatura dentro de un intervalo mas o menos 10 °C desde el punto
de enturbiamiento del presente aceite de silicona modificado, y, ain mas preferentemente, una temperatura dentro de
un intervalo mas o menos 5 °C desde el punto de enturbiamiento del presente aceite de silicona modificado.

Una etapa de mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado para preparar una mezcla también se
lleva a cabo, preferentemente, a una temperatura cercana o inferior al punto de enturbiamiento del presente aceite de
silicona modificado o inferior.

Por ejemplo, KF-351A, que es el presente aceite de silicona modificado, tiene un punto de enturbiamiento de 52 °C
(un valor automedido), KF-355A tiene un punto de enturbiamiento de 67 °C (un valor automedido) y KF-6011 tiene un
punto de enturbiamiento de 64 °C (un valor automedido).

Dado que KF-354L no alcanzé un punto de enturbiamiento incluso a 77 °C, que es el limite superior de la temperatura
preestablecida de un bafio de agua del termostato utilizado para medir el punto de enturbiamiento, el punto de
enturbiamiento supera los 77 °C.

En vista de la finalidad anterior, la etapa de mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado para
preparar una mezcla se lleva a cabo, preferentemente, a una temperatura dentro de un intervalo mas o menos 25 °C
desde el punto de enturbiamiento del presente aceite de silicona modificado usado o inferior, mas preferentemente a
una temperatura dentro de un intervalo mas o menos 15 °C desde el punto de enturbiamiento del punto de silicona
modificado utilizado o inferior, , aln mas preferentemente, a una temperatura dentro de un intervalo mas o menos 10
°C desde el punto de enturbiamiento del presente polimero usado o mas bajo, y, aun mas preferentemente, a una
temperatura dentro de un intervalo mas o menos 5 °C desde el punto de enturbiamiento del presente polimero usado
o inferior.

En la etapa de mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado para preparar una mezcla, DGGMR se
mezcla preferente con el presente aceite de silicona modificado a una temperatura igual o mayor que el punto de
fusion de cada uno de DGGMR Yy el presente aceite de silicona modificado, con el fin de producir una solucion de
emulsién compuesta por particulas micelares estables y uniformes.

En vista de la finalidad anterior, la etapa de mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado para
preparar una mezcla se lleva a cabo mas preferentemente a 2 °C o mas, mas preferentemente a 5 °C o mas y, adn
mas preferentemente, a 10 °C o mas.

(6) Duracion de la mezcla

En la etapa de mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado para preparar una mezcla, la duracion
de mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado no esta particularmente limitada, siempre que el
DGGMR se pueda mezclar uniformemente con el presente aceite de silicona modificado.

Normalmente, la mezcla se lleva a cabo, preferentemente, durante 5 minutos o mas con el fin de producir una solucion
de emulsion compuesta por particulas micelares estables y uniformes. En general, una duracion de 5 minutos es
suficiente.

La duraciéon requerida para mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado no tiene un limite superior
particular. Por ejemplo, la mezcla puede llevarse a cabo durante varias horas. A la luz de la idea de que el tiempo es
coste, la duracion generalmente puede ser de 10 minutos incluso si la mezcla se realiza con cuidado.

3. Etapa de mezclar la mezcla de DGGMR con el presente aceite de silicona modificado con agua o una solucion
acuosa

A continuacion, se describe "la etapa de mezclar toda o una parte de la mezcla preparada en la etapa (b) descrita en
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el apartado 1 anterior (es decir, la etapa de mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado para
preparar una mezcla) con agua o una solucioén acuosa" con detalle.

(1) Agua o solucién acuosa
En la etapa (b) descrita en el apartado 1 anterior; es decir, la etapa de mezclar toda o una parte de la mezcla preparada
en la etapa (a) en el apartado 1 anterior con agua o una solucién acuosa, el agua o la solucién acuosa no esta

particularmente limitada.

Los ejemplos del agua incluyen, pero sin limitarse particularmente a los mismos, agua pura, agua destilada y agua
purificada.

Ademas, esta solucién acuosa no esta particularmente limitada siempre que se use agua como disolvente. Los
ejemplos incluyen soluciones acuosas que contienen al menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste en
un promotor de lipasa, un activador de lipasa, una colipasa y un tampén.

(a) Promotor de lipasa

El promotor de lipasa que puede estar contenido en la solucién acuosa anterior puede ser una sustancia que puede
promover la actividad lipasa. Los ejemplos incluyen, pero sin limitarse particularmente a los mismos, acido biliar y una
sal del mismo.

El acido biliar o la sal del mismo como promotor de la lipasa es como se describe en la seccién "(1) Promotor de la
lipasa" en Il. 3 anterior.

Después de la segunda mezcla, la concentracion del promotor de lipasa es, preferentemente, del 0,2 % (p/v) o superior.

Después de la segunda mezcla, la concentracion del promotor de la lipasa es, mas preferentemente, del 0,4 % (p/v) o
mayor, y, aun mas preferentemente, del 1 % (p/v) o mayor.

Después de la segunda mezcla, la concentracién del promotor de lipasa es, preferentemente, del 20 % (p/v) o inferior.

Después de la segunda mezcla, la concentracion del promotor de lipasa es, mas preferentemente, del 10 % (p/v) o
inferior y, ain mas preferentemente, del 5 % (p/v) o inferior.

La concentracion preferente del promotor de lipasa después de la segunda mezcla es como se ha descrito
anteriormente.

Al tener en cuenta la proporcion de mezclar la "mezcla de DGGMR y el presente aceite de silicona modificado" con la
solucién acuosa, el promotor de lipasa puede introducirse, preferentemente, en la solucién acuosa a una concentracion
adecuada, para ajustar la concentracién del promotor de lipasa después de la segunda mezcla al nivel descrito
anteriormente.

(b) Activador de lipasa

Un activador de lipasa que puede estar contenido en la solucién acuosa no esta particularmente limitado, siempre que
pueda activar una lipasa. Los ejemplos de los mismos incluyen un ion o sal de un metal alcalinotérreo.

El ion o la sal de un metal alcalinotérreo como activador de la lipasa es como se describe en Il. 4 "(1) Activador de
lipasa" anterior.

Después de la segunda mezcla, la concentracion del activador de lipasa es, preferentemente, 0,1 mM o superior.

Después de la segunda mezcla, la concentracion del activador de lipasa es, mas preferentemente, 1 mM o mayor vy,
aun mas preferentemente, 5 mM o mayor.

Después de la segunda mezcla, la concentracion del activador de lipasa es, preferentemente, de 100 mM o inferior.

Después de la segunda mezcla, la concentracion del activador de lipasa es, mas preferentemente, 50 mM o inferior y,
aun mas preferentemente, 25 mM o inferior.

La concentracion preferente del activador de lipasa después de la segunda mezcla es como se ha descrito
anteriormente.

Al tener en cuenta la proporcion de mezclar la "mezcla de DGGMR y el presente aceite de silicona modificado" con la
solucién acuosa, el activador de lipasa puede introducirse, preferentemente, en la solucidon acuosa a una concentracion
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adecuada, para ajustar la concentracién del activador de lipasa después de la segunda mezcla al nivel descrito
anteriormente.

(c) Colipasa

Una colipasa que puede estar contenida en una solucion acuosa no esta particularmente limitada, siempre que tenga
el efecto, funcién o actividad de una colipasa.

La colipasa es como se describe en Il. 5 "(1) Colipasa" anteriormente.
Después de la segunda mezcla, el valor de la actividad de la colipasa es, preferentemente, 15K Unidad/l o mayor.

Después de la segunda mezcla, el valor de la actividad de la colipasa es, mas preferentemente, de 150 K unidad/l o
mas alto y, aiin mas preferentemente, de 750 K unidad/l o mas alto.

Después de la segunda mezcla, El valor de la actividad de la colipasa es, preferentemente, 7.500 K Unidad/I o inferior.

Después de la segunda mezcla, el valor de la actividad de la colipasa es, mas preferentemente, de 3.750 K Unidad/|
o inferior y, ain mas preferentemente, 2.250 K Unidad/l o inferior.

El valor de la actividad preferente de la colipasa después de la segunda mezcla es como se ha descrito anteriormente.
Al tener en cuenta la proporcion de mezclar la "mezcla de DGGMR y el presente aceite de silicona modificado" con la
solucién acuosa, la colipasa puede introducirse, preferentemente, en la solucidon acuosa a un valor de actividad

adecuado, para ajustar el valor de la actividad de la colipasa después de la segunda mezcla al nivel descrito
anteriormente.

(d) pH

En la presente invencion, el DGGMR utilizado como sustrato para medir la actividad lipasa es estable a pH 4 o cerca
del mismo.

Después de la segunda mezcla, en consecuencia, el pH del mismo esta, preferentemente, dentro de un cierto intervalo
con respecto al pH 4.

En vista de la estabilidad de DGGMR, de manera especifica, el pH después de la segunda mezcla es, preferentemente,
de 2 a 7, mas preferente de 3 a 5, y, aln mas preferentemente, de 3,5 a 4,5 (los valores de pH se miden a 20 °C).

El nivel de pH después de la segunda mezcla es como se ha descrito anteriormente.

Para ajustar el nivel de pH después de la segunda mezcla al nivel descrito anteriormente, el pH de la solucién acuosa
se ajusta, preferentemente, a un nivel adecuado.

(e) Tampon

La solucién acuosa puede contener, segun sea necesario, un tampoén con capacidad de tamponamiento dentro del
intervalo de pH anterior, para mantener el nivel de pH después de la segunda mezcla dentro del intervalo de pH
descrito en (d) anteriormente.

El tampon es como se describe en Il. 8 "(1) Tampdn" anteriormente.

La concentracion del tampon en esta solucidon acuosa que contiene tampoén (es decir, una solucidon tampén) no esta
particularmente limitada, siempre que la capacidad de amortiguacién se pueda ejercer dentro de un intervalo de pH

prescrito.

Por ejemplo, después de la segunda mezcla, la concentracion del tampon es, preferentemente, 5 mM o superior, mas
preferentemente 10 mM o superior y, ain mas preferentemente, 30 mM o superior.

Ademas, después de la segunda mezcla, la concentracion del tampén es, preferentemente, 500 mM o inferior, mas
preferentemente 100 mM o inferior y, ain mas preferentemente, 50 mM o inferior.

La concentracion preferente del tampdn después de la segunda mezcla es como se ha descrito anteriormente.

Es preferente que la solucion acuosa contenga el tampon a una concentracion adecuada, para ajustar la concentracion
del tampdn después de la segunda mezcla al nivel descrito anteriormente.
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(2) Mezclar la mezcla de DGGMR vy el presente aceite de silicona modificado con agua o solucion acuosa

En la etapa de mezclar la totalidad o una parte de la mezcla preparada en la etapa (b) descrita en el apartado 1 anterior
(es decir, la etapa de mezclar DGGMR con el presente aceite de silicona modificado para preparar una mezcla) con
agua o una solucion acuosa, la totalidad o una parte de la "mezcla de DGGMR con el presente aceite de silicona
modificado" se mezcla con el "agua o solucién acuosa".

La etapa de mezclar toda o una parte de la mezcla preparada mezclando DGGMR como sustrato para medir la
actividad lipasa con el presente aceite de silicona modificado con agua o una solucién acuosa no esta particularmente
limitada. Por ejemplo, toda o una parte de "la mezcla preparada mezclando DGGMR con el presente aceite de silicona
modificado" se puede afiadir y mezclar con "agua o una solucion acuosa". Como alternativa, puede afiadirse agua o
una solucién acuosa y mezclarse con toda o una parte de la mezcla preparada mezclando DGGMR con el presente
aceite de silicona modificado. La etapa de mezcla se puede llevar a cabo mediante otros medios.

La proporcién de mezclar "la mezcla de DGGMR con el presente aceite de silicona modificado" con "agua o una
solucién acuosa" no esta particularmente limitada, y la proporcion puede determinarse adecuadamente.

La mezcla de "la mezcla de DGGMR con el presente aceite de silicona modificado" con "el agua o la solucién acuosa"
puede considerarse en vista de los siguientes aspectos (i) y (ii).

(i) En vista de la concentracion de DGGMR

Como se describe con detalle en la seccion 2 anterior. "(2) Cantidad de DGGMR mezclado", después de la segunda
mezcla, la concentracion de DGGMR es, preferentemente, 0,05 mM o superior, mas preferentemente 0,1 mM o
superior y, aun mas preferentemente, 0,2 mM o superior, en vista de la finalidad anterior.

Como se describe con detalle en la seccion 2 anterior. "(2) Cantidad de DGGMR mezclado", también, después de la
segunda mezcla, la concentracion de DGGMR es, preferentemente, 2 mM o inferior, mas preferentemente 1 mM o
inferior, y, ain mas preferentemente, 0,8 mM o inferior, en vista de la finalidad anterior.

Con respecto a la relacion entre la concentracion preferente de DGGMR y el volumen final después de mezclar agua
0 una solucién acuosa en el momento de la segunda mezcla, por ejemplo, se pueden considerar los siguientes casos

(a)y (b).

(a) Caso en el que toda la mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa y el presente aceite de silicona modificado
se mezcla con agua o una solucién acuosa

La cantidad de sustrato para medir la actividad lipasa mezclada en el momento de la primera mezcla se establece en
Ws (representada en gramos). El volumen final (por ejemplo, el volumen ajustado al nivel designado) después de
mezclar agua o una solucién acuosa en el momento de la segunda mezcla se establece en Vf (representado en ml).
El peso molecular del sustrato para medir la actividad lipasa se establece en MWs. En dicho caso, la concentracion
Cs (representada en mM) del sustrato para medir la actividad lipasa después de la segunda mezcla se puede expresar
mediante la siguiente ecuacion.

Cs = (Ws x 108) /m (Vf x MWSs)

Dado que el peso molecular MWs del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) es 752,05, la ecuacién anterior
se puede expresar como sigue.

Cs = (Ws x 108)/(Vf x 752.05)

En este caso, en consecuencia, el volumen final Vf (representado en ml) después de mezclar agua o una solucion
acuosa en el momento de la segunda mezcla se puede expresar como sigue.

Vf= (Ws x 108)/(Cs x MWs)
Esto es, Vf = (Ws x 108)/(Cs x 752,05).
En el momento de la segunda mezcla, en consecuencia, se puede mezclar agua o una solucién acuosa para alcanzar
el volumen Vf (representado en ml) calculado usando la ecuacién anterior. Por lo tanto, se puede obtener una solucion
de sustrato para medir la actividad lipasa que comprende el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) a una

concentracion deseada.

(b) Caso en el que una porcion de la mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa y el presente aceite de silicona
modificado se mezcla con agua o una solucién acuosa
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La cantidad de sustrato para medir la actividad lipasa mezclada en el momento de la primera mezcla se establece en
Ws (representada en gramos). El volumen final (por ejemplo, el volumen ajustado al nivel designado) después de
mezclar agua o una solucién acuosa en el momento de la segunda mezcla se establece en Vf (representado en ml).
El peso molecular del sustrato para medir la actividad lipasa se establece en MWs. Un % (en peso o en volumen) de
la mezcla en el momento de la primera mezcla se mezcla con agua o una solucién acuosa en el momento de la
segunda mezcla. En este caso, la concentracion Cs (representada en mM) del sustrato para medir la actividad lipasa
después de la segunda mezcla se puede expresar mediante la siguiente ecuacion.

Cs = (Ws x 108) x (A/100)/(Vf x MWs) = (Ws x A x 10%)/(Vf x MWs)

Dado que el peso molecular MWs del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) es 752,05, la ecuacién anterior
se puede expresar como sigue.

Cs = (Ws x A x 10%)/(Vf*x 752,05)

En este caso, en consecuencia, el volumen final Vf (representado en ml) después de mezclar agua o una solucion
acuosa en el momento de la segunda mezcla se puede expresar como sigue.

Vf = (Ws x A x 104)/(Cs x MWs)
Esto es, Vf = (Ws x A x 10%)/(Cs x 752,05).

En el momento de la segunda mezcla, en consecuencia, se puede mezclar agua o una solucién acuosa para alcanzar
el volumen Vf (representado en ml) calculado usando la ecuacién anterior. Por lo tanto, se puede obtener una solucion
de sustrato para medir la actividad lipasa que comprende el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) a una
concentracion deseada.

(i) En vista de la concentracion del presente aceite de silicona modificado

Como se describe con detalle en la seccion 2 anterior. "(3) Cantidad del presente aceite de silicona modificado
mezclado", la concentracion del presente aceite de silicona modificado después de la segunda mezcla es,
preferentemente, del 0,01 % (p/v) o superior, mas preferentemente del 0,05 % (p/v) o superior, y, aun mas
preferentemente, del 0,1 % (p/v) o superior, en vista de la finalidad anterior.

Como se describe con detalle en la seccion 2 anterior. "(3) Cantidad del presente aceite de silicona modificado
mezclado", también, después de la segunda mezcla, la concentracion del presente aceite de silicona modificado es,
preferentemente, del 20 % (p/v) o inferior, mas preferentemente, del 10 % (p/v) o inferior, y, aln mas preferentemente,
5 % (p/v) o inferior, en vista de la finalidad anterior.

Con respecto a la relacion entre la concentracion preferente del presente aceite de silicona modificado y el volumen
final después de mezclar agua o una solucién acuosa en el momento de la segunda mezcla, por ejemplo, se pueden
considerar los siguientes casos (a) y (b).

(a) Caso en el que toda la mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa y el presente aceite de silicona modificado
se mezcla con agua o una solucién acuosa

La cantidad del presente aceite de silicona modificado mezclado en el momento de la primera mezcla se establece en
Wp (representado en gramos). El volumen final (por ejemplo, el volumen ajustado al nivel designado) después de
mezclar agua o una solucién acuosa en el momento de la segunda mezcla se establece en Vf (representado en ml).
La concentracion Cp (representada en % (p/v)) del presente aceite de silicona modificado después de la segunda
mezcla puede expresarse mediante la siguiente ecuacion.

Cp = (Wp x 100)/Vf

En este caso, en consecuencia, el volumen final Vf (representado en ml) después de mezclar agua o una solucion
acuosa en el momento de la segunda mezcla se puede expresar como sigue.

Vf = (Wp x 100)/Cp
En el momento de la segunda mezcla, en consecuencia, se puede mezclar agua o una solucién acuosa para alcanzar
el volumen Vf (representado en ml) calculado usando la ecuacién anterior. Por lo tanto, se puede obtener una solucion
de sustrato para medir la actividad lipasa que contiene el presente aceite de silicona modificado a una concentracion
deseada.

(b) Caso en el que una porcion de la mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa y el presente aceite de silicona
modificado se mezcla con agua o una solucién acuosa
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La cantidad del presente aceite de silicona modificado mezclado en el momento de la primera mezcla se establece en
Wp (representado en gramos). El volumen final (por ejemplo, el volumen ajustado al nivel designado) después de
mezclar agua o una solucién acuosa en el momento de la segunda mezcla se establece en Vf (representado en ml).
Un % (en peso o en volumen) de la mezcla en el momento de la primera mezcla se mezcla con agua o una solucién
acuosa en el momento de la segunda mezcla. En este caso, la concentracion Cp (representada en % (p/v)) del
presente aceite de silicona modificado después de la segunda mezcla puede expresarse mediante la siguiente
ecuacion.

Cp = (Wp x 100) x (A/100)/Vf = (Wp x A)VF

En este caso, en consecuencia, el volumen final Vf (representado en ml) después de mezclar agua o una solucion
acuosa en el momento de la segunda mezcla se puede expresar como sigue.

Vf=(Wp x A)/Cp

En el momento de la segunda mezcla, en consecuencia, se puede mezclar agua o una solucién acuosa para alcanzar
el volumen Vf (representado en ml) calculado usando la ecuacién anterior. Por lo tanto, se puede obtener una solucion
de sustrato para medir la actividad lipasa que contiene el presente aceite de silicona modificado a una concentracion
deseada.

La etapa de mezclar toda o una parte de la mezcla preparada mezclando DGGMR sustrato para medir la actividad
lipasa y el presente aceite de silicona modificado con agua o una solucién acuosa puede llevarse a cabo a través de
dos o mas pasos (etapas).

Esta etapa se lleva a cabo, preferentemente, a través de una pluralidad de pasos (etapas) con el propésito de producir
una solucién de emulsién compuesta por particulas micelares estables y uniformes.

El procedimiento en el que esta etapa se lleva a cabo a través de una pluralidad de etapas no esté particularmente
limitado. Por ejemplo, se pueden emplear procedimientos llevados a cabo a través de las siguientes etapas <A>y
<B>.

Etapa <A> en la que se mezcla una cierta cantidad de agua o una solucién acuosa con toda o una parte de la mezcla
preparada mezclando DGGMR vy el presente aceite de silicona modificado.

Etapa <B> en la que una cierta cantidad adicional de agua o una solucién acuosa se mezcla con el liquido mixto
después de que el agua o solucion acuosa anterior se mezcle con la mezcla obtenida en la etapa <A> (es decir, la
mezcla de DGGMR con el presente aceite de silicona modificado).

En este caso, el volumen (volumen fijo) del "agua o solucién acuosa" mezclada con "toda o una parte de la mezcla
preparada mezclando DGGMR con el presente aceite de silicona modificado" en la etapa <A> se establece en Va
(representado en ml). El volumen final después de "una cierta cantidad adicional de agua o una solucion acuosa" se
mezcla con el liquido mixto en la etapa <B> (es decir, el volumen final después de mezclar el agua o una solucién
acuosa se mezcla en el momento de la segunda mezcla) (por ejemplo, el volumen ajustado al nivel designado) se
establece en Vf (representado en ml). Con el fin de producir una solucién de emulsidon compuesta por particulas
micelares estables y uniformes, la relacién (Vf/Va) calculada dividiendo Vf por Va es, preferentemente, de 1 a 500.

Especificamente, los valores de Va y Vf (volumenes) se seleccionan preferentemente, para ajustar la relacion (Vf/Va)
calculada dividiendo Vf por Va dentro de un intervalo de 1 a 500, en vista de la finalidad anterior.

En vista de la finalidad anterior, también, la relacién (Vf/Va) calculada dividiendo Vf por Va esta, mas preferentemente
en un intervalo de 2 a 200 y, aun mas preferiblemente dentro de un intervalo de 5 a 100.

En vista de la finalidad anterior, de manera especifica, los valores de Va y Vf (volimenes) se seleccionan de modo
que la relacion (Vf/Va) calculada dividiendo Vf por Va sea, mas preferentemente, ajustada dentro de un intervalo de 2
a 200 y, aun mas preferentemente dentro de un intervalo de 5 a 100.

Etapa <A> en la que se mezcla una cierta cantidad de agua o una solucién acuosa con toda o una parte de la mezcla
preparada mezclando DGGMR y el presente aceite de silicona modificado no esta particularmente limitado. Por
ejemplo, toda o una parte de "la mezcla preparada mezclando DGGMR el presente aceite de silicona modificado" se
puede afiadir y mezclar con una cierta cantidad de "agua o una solucién acuosa". Como alternativa, puede afiadirse
una cierta cantidad de "agua o una solucion acuosa" y mezclarse con toda o una parte de "la mezcla preparada
mezclando DGGMR con el presente aceite de silicona modificado". La etapa <A> se puede llevar a cabo mediante
otros medios.

Etapa <B> en la que una cierta cantidad adicional de agua o una soluciéon acuosa se mezcla con el liquido mixto
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después de que el agua o solucion acuosa anterior se mezcle con la mezcla obtenida en la etapa <A> (es decir, la
mezcla de DGGMR con el presente aceite de silicona modificado) no esta particularmente limitada. Por ejemplo, "una
mezcla obtenida mezclando la mezcla obtenida en la etapa <A> (es decir, la mezcla de DGGMR con el presente aceite
de silicona modificado) y agua o una solucién acuosa" se puede afiadir y mezclar con una determinada cantidad de
"agua o una solucion acuosa". Como alternativa, una determinada cantidad de "agua o una solucién acuosa" se puede
afiadir y mezclar con "una mezcla obtenida mezclando la mezcla obtenida en la etapa <A> (es decir, la mezcla de
DGGMR con el presente aceite de silicona modificado) y agua o una solucién acuosa". La etapa <B> se puede llevar
a cabo mediante otros medios.

(3) Procedimiento de mezcla

En la etapa de mezclar toda o una parte de la mezcla preparada mezclando DGGMR como sustrato para medir la
actividad lipasa y el presente aceite de silicona modificado con agua o una solucién acuosa, un método para mezclar
toda o una parte de la mezcla con agua o una solucién acuosa no esta particularmente limitado, siempre que la mezcla
se pueda mezclar con el agua o la solucién acuosa.

No es necesario realizar la mezcla de la siguiente manera: el sustrato para medir la actividad lipasa se mezcla en una
solucién que contiene un disolvente organico (por ejemplo, un alcohol); gota a gota se afiade un liquido que contiene
el sustrato para medir la actividad lipasa y se mezcla en una solucién; un liquido que contiene el sustrato para medir
la actividad lipasa se inyecta por chorro en una solucion; una solucién de sustrato para medir la actividad lipasa se
agita usando un mezclador fuerte a alta velocidad; una solucién de sustrato para medir la actividad lipasa se somete
a ultrasonidos; o similares. Por consiguiente, la mezcla no requiere un procesamiento engorroso o especial de manera
que se requiera habilidad, o no necesita un aparato u otros elementos especiales. Se puede usar un mezclador comun
para mezclar a una velocidad tipica. De manera analoga, se puede utilizar un procedimiento habitual para la mezcla.
De esta forma, la totalidad o una parte de la mezcla de DGGMR como sustrato para medir la actividad lipasa y el
presente aceite de silicona modificado se puede mezclar con agua o una solucién acuosa.

(4) Temperatura en el momento de la mezcla

En la etapa de mezclar toda o una parte de la mezcla preparada mezclando DGGMR como sustrato para medir la
actividad lipasa y el presente aceite de silicona modificado con agua o una solucién acuosa, la temperatura a la que
se mezcla toda o una parte de la mezcla con agua o una solucién acuosa no esta particularmente limitada. Sin
embargo, es preferente que esta tapa se realice a una temperatura igual o inferior al punto de enturbiamiento del
presente aceite de silicona modificado utilizado, con el fin de producir una solucién de emulsién compuesta por
particulas micelares estables y uniformes.

La etapa de mezclar toda o una parte de la mezcla preparada mezclando DGGMR y el presente aceite de silicona
modificado con agua o una solucién acuosa se lleva a cabo, mas preferentemente, a una temperatura que es 10 °C
mas baja que el punto de enturbiamiento del presente aceite de silicona modificado o inferior y, aun mas
preferentemente, se lleva a cabo a una temperatura de 25 °C o inferior, en vista de la finalidad anterior.

La etapa de mezclar toda o una parte de la mezcla preparada mezclando DGGMR y el presente aceite de silicona
modificado con agua o una solucién acuosa se lleva a cabo, preferentemente, a una temperatura igual o mayor que el
punto de fusion de cada DGGMR vy el presente aceite de silicona modificado, con el fin de producir una solucion de
emulsién compuesta por particulas micelares estables y uniformes.

La etapa de mezclar toda o una parte de la mezcla preparada mezclando DGGMR vy el presente aceite de silicona
modificado con agua o una solucién acuosa se lleva a cabo, mas preferentemente, a 10 °C o superior y, ain mas
preferentemente, a 15 °C o superior, en vista de la finalidad anterior.

(5) Duracion de la mezcla

En la etapa de mezclar toda o una parte de la mezcla preparada mezclando DGGMR como sustrato para medir la
actividad lipasa y el presente aceite de silicona modificado con agua o una solucién acuosa, la duracion de mezclar
toda o una parte de la mezcla con agua o una solucién acuosa no esta particularmente limitada, siempre que la mezcla
de DGGMR con el presente aceite de silicona modificado se pueda mezclar uniformemente con el agua o una solucion
acuosa.

Normalmente, la mezcla se lleva a cabo, preferentemente, durante 5 minutos o mas con el fin de producir una solucion
emulsionada de un sustrato para medir la actividad lipasa compuesta por particulas micelares estables y uniformes.
En general, una duracion de 5 minutos es suficiente.

La duracién requerida para mezclar la mezcla de DGGMR con el presente aceite de silicona modificado con agua o
una solucién acuosa no tiene un limite superior particular. Por ejemplo, la mezcla puede llevarse a cabo durante varias
horas. A la luz de la idea de que el tiempo es coste, la duracién generalmente puede ser de 10 minutos incluso si la
mezcla se realiza con cuidado.
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[2] El reactivo para medir la actividad lipasa
|. Descripcion general

El reactivo para medir la actividad lipasa comprende una soluciéon de sustrato para medir la actividad lipasa que
comprende una soluciéon de emulsién que comprende particulas micelares de éster de (6'-metilresorufina) de acido
1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR) y aceite de silicona modificado de tipo modificado con poliéter no
reactivo de tipo cadena lateral (la solucién de emulsién y la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa son
como se describe con detalle en la seccion "[1] Solucién de sustrato para medir la actividad lipasa").

El reactivo para medir la actividad lipasa es excelente en términos de estabilidad de almacenamiento debido a la
constitucion descrita anteriormente.

1. Reactivo para medir la actividad lipasa
1. Constitucion de un reactivo para medir la actividad lipasa, etc.

El reactivo para medir la actividad lipasa puede consistir en la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa o
puede comprender la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa y otros miembros reactivos (por ejemplo, un
kit de reactivos).

Por los motivos (a) y (b) descritos a continuacion, el reactivo para medir la actividad lipasa esta, preferentemente, en
forma de un kit de reactivos que comprende la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa de la presente
invencion y otros miembros reactivos.

(a) El sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) segun la presente invencion es estable a pH 4 o cercano a
él. Por el contrario, la actividad de la lipasa es 6ptima a pH 8 o cercano a él. Esto es, los intervalos de pH adecuados
son diferentes.

(b) Cuando un reactivo todo en uno contiene el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) de acuerdo con
la presente invencion, una colipasa y, como promotor de lipasa, acido biliar o una sal del mismo, el sustrato para
medir la actividad lipasa (DGGMR) se vuelve inestable.

Por lo tanto, el kit de reactivos comprende, preferentemente, la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa y
otros miembros reactivos. En este caso, Un reactivo que contiene el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR)
tiene, preferentemente, un pH de 4 o cercano a él. Al menos uno de los otros miembros reactivos a combinar con el
reactivo anterior tiene, preferentemente, un pH de 8 o superior. Ademas, es preferente que el sustrato para medir la
actividad lipasa (DGGMR), una colipasa y, como promotor de lipasa, el acido biliar o una sal del mismo no se incluiran
en un reactivo.

Preferentemente, el reactivo para medir la actividad lipasa es un kit de reactivos de dos componentes que consiste en
la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa de acuerdo con la presente invencion y otro miembro reactivo.

En este caso, es mas preferente que se use otro miembro reactivo como el primer reactivo y la solucion de sustrato
para medir la actividad lipasa se use como el segundo reactivo.

En este caso, es aun mas preferente que otro miembro reactivo tenga un pH de 8 o mas y la solucion de sustrato para
medir la actividad lipasa tiene un pH de 4 o cercano a él.

Ademas, es preferente que la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa no comprenda simultaneamente "la
colipasa" y "el acido biliar o la sal del mismo como un promotor de la lipasa", y que el otro miembro reactivo comprenda
al menos uno de "la colipasa" y "el 4cido biliar o la sal del mismo como un promotor de la lipasa".

El reactivo para medir la actividad lipasa puede usarse para llevar a cabo la medicién mediante un método de punto
final. Como alternativa, el reactivo puede usarse para llevar a cabo la medicion mediante un método de velocidad de
reaccion (un método de velocidad). Si bien se puede seleccionar un método adecuado segun las necesidades, la
medicion se lleva a cabo, preferentemente, mediante el método de velocidad de reaccion (el método de velocidad).

Con respecto al reactivo para medir la actividad lipasa, el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) se pone en
contacto con la muestra para permitir que la reaccién continde y se generan 1,2-o-dilauril-rac-glicerol y éster de (6'-
metilresorufina) de acido glutarico como resultado de la hidrolisis catalizada por la lipasa. Sin embargo, el éster de (6'-
metilresorufina) de acido glutarico es inestable y, por lo tanto, se hidroliza de forma facil y naturalmente para dar 6'-
metilresorufina (Amax: 580 nm).

Por consiguiente, se mide un aumento en la 6'-metilresorufina resultante leyendo la absorbancia a un valor de 580 nm
o cerca del mismo y luego se puede determinar el valor de la actividad lipasa contenida en la muestra. En dicho caso,

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2783 857 T3

se puede emplear un método de longitud de onda unica o un método de dos longitudes de onda.

Cuando el reactivo para medir la actividad lipasa se somete a medicion, la temperatura puede ajustarse a, por ejemplo,
30 °C 0 37 °C, para que la reaccién de medicion pueda continuar y un componente de reaccion, tal como una enzima
implicada en la reaccion de medicién, no se inactive, desnaturalice o modifique debido al calor.

La reaccion de medicion que implica el uso del reactivo para medir la actividad lipasa puede iniciarse por, por ejemplo,
afadiendo el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) o afiadiendo la muestra.

La reaccién de medicion que implica el uso del reactivo para medir la actividad lipasa puede realizarse manualmente
o usando un dispositivo (por ejemplo, un analizador automatico).

Asimismo, todos o parte de los miembros reactivos del reactivo para medir la actividad lipasa pueden ser liquidos.

La solucién de sustrato para medir la actividad lipasa por si misma, puede comercializarse y usarse para medir la
actividad lipasa en una muestra.

La solucién de sustrato para medir la actividad lipasa puede comercializarse en combinacién con otro miembro reactivo
u otros reactivos y usarse para medir la actividad lipasa en una muestra.

Los ejemplos de otro miembro reactivo y otros reactivos incluyen: un tampén; un diluyente de muestra; un diluyente
reactivo; un reactivo que contiene una sustancia utilizada para la calibracion; y un reactivo que contiene una sustancia
utilizada para el control de calidad.

2. Ejemplos especificos del reactivo para medir la actividad lipasa
A continuacién se describen ejemplos especificos del reactivo para medir la actividad lipasa.
(1) Ejemplo 1

(a) Primer reactivo (una solucion acuosa (pH 8,3 a 20 °C) que contiene los siguientes componentes reactivos a las
concentraciones respectivas que se describen a continuacion).

Desoxicolato de sodio (un promotor de lipasa) al 2 % (p/v)

Cloruro de calcio (un activador de lipasa) 5 mM

Colipasa (derivada de pancreas porcino; Roche Diagnostics K. K. (Japén) 375K Unidad/l (5 mg/l)
Bicina (un tampoén) 40 mM

(b) Segundo reactivo (una solucion de sustrato para medir la actividad lipasa (una solucién acuosa (pH 4,0 a 20
°C) que contiene los siguientes componentes reactivos a las concentraciones respectivas descritas a continuacion)

éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR) (Roche Diagnostics K. K.
(Japodn)) (un sustrato para medir la actividad lipasa) 0,3 mM

Aceite de silicona modificado de tipo modificado con poliéter no reactivo de tipo cadena lateral al 0,3 % (p/v)
Acido L-tartarico (un tampon) 40 mM

(2) Ejemplo 2

(a) Primer reactivo (la solucion acuosa (pH 8,4 a 20 °C) que contiene los siguientes componentes reactivos a las
concentraciones respectivas descritas a continuacion)

Taurodesoxicolato de sodio (un promotor de lipasa) al 2% (p/v)

Desoxicolato de sodio (un promotor de lipasa) al 0,2 % (p/v)

Cloruro de calcio (un activador de lipasa) 5 mM

Colipasa (derivada de pancreas porcino; Roche Diagnostics K. K. (Japén) 150K Unidad/l (2 mg/l)
Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) (un tampoén) 40 mM

(b) Segundo reactivo (la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa (una solucién acuosa que contiene los
siguientes componentes reactivos a las concentraciones respectivas descritas a continuacion)

éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR) (Roche Diagnostics K. K.
(Japodn)) (un sustrato para medir la actividad lipasa) 0,6 mM

Aceite de silicona modificado de tipo modificado con poliéter no reactivo de tipo cadena lateral al 0,3 % (p/v)
Taurodesoxicolato de sodio (un promotor de lipasa) al 2% (p/v)

[3] El método para medir la actividad lipasa en una muestra
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|. Descripcién general

El método para medir la actividad de la lipasa en una muestra implica el uso de una solucién de sustrato para medir
la actividad lipasa que comprende una solucién de emulsién que comprende particulas micelares de éster (6'-
metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3 -glutarico (DGGMR) y aceite de silicona modificado de tipo
modificado con poliéter no reactivo de tipo cadena lateral, midiendo asi la actividad lipasa en una muestra (la solucién
de emulsion y la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa se describen con detalle en la seccion "[1] Solucién
de sustrato para medir la actividad lipasa. El reactivo para medir la actividad lipasa también se describe con detalle en
el [2] Reactivo para medir la actividad lipasa como se ha descrito anteriormente).

El método para medir la actividad lipasa en una muestra puede proporcionar valores medidos con precisién durante
un largo periodo de tiempo debido a la constitucion como se ha descrito anteriormente.

1. Método para medir la actividad lipasa
1. Método para medir la actividad lipasa en una muestra

Cuando la actividad lipasa en una muestra se mide por el método para medir la actividad lipasa en una muestra, dicha
medicion puede llevarse a cabo mediante un método de punto final. Como alternativa, la medicion puede realizarse
mediante un método de velocidad de reaccion (un método de velocidad). Si bien se puede seleccionar un método
adecuado segun las necesidades, la medicion se lleva a cabo, preferentemente, mediante el método de velocidad de
reaccion (el método de velocidad).

Cuando la actividad lipasa en una muestra se va a medir mediante el método para medir la actividad lipasa en una
muestra, se puede seleccionar un método de una etapa en el que la medicién se realiza a través de una etapa o un
método de varias etapas en el que la medicion se realiza a través de dos o mas etapas, para llevar a cabo la medicion.

Cuando el reactivo para medir la actividad lipasa utilizado para medir la actividad lipasa en una muestra esta
compuesto por el primer reactivo, el segundo reactivo y otro(s) reactivo(s) (uno o mas reactivos); es decir, cuando
dicho reactivo esta compuesto por tres 0 mas reactivos, la reaccion de medicion se puede realizar a través del numero
de etapas necesarias para la medicion utilizando estos reactivos (dos o mas etapas o tres o mas etapas, segun
necesidad), para medir la actividad lipasa en la muestra.

En el método para medir la actividad lipasa en una muestra, el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) se
pone en contacto y se deja reaccionar con la muestra, y se genera 1,2-o-dilauril-rac-glicerol y éster de (6'-
metilresorufina) de acido glutarico como resultado de la hidrdlisis catalizada por una lipasa. Este éster de (6'-
metilresorufina) de acido glutarico es inestable y, por lo tanto, se hidroliza de forma facil y naturalmente para dar 6'-
metilresorufina (Amax: 580 nm).

Por consiguiente, se puede medir un aumento en la 6'-metilresorufina resultante leyendo la absorbancia a 580 nm o
cerca de ella y se puede determinar el valor de la actividad lipasa contenida en la muestra. En dicho caso, se puede
emplear un método de longitud de onda unica o un método de dos longitudes de onda.

El valor de actividad lipasa contenida en la muestra puede calcularse en funcién de la absorbancia (o transmitancia)
medida o un cambio en la absorbancia (o transmitancia) mediante un método seleccionado de manera apropiada. Por
ejemplo, el valor de la actividad puede calcularse en funcién de la absorbancia (o transmitancia) medida sobre la base
del coeficiente de absorcion molar de 6'-metilresorufina, o el valor de la actividad puede calcularse en comparacion
con la absorbancia (o transmitancia) de un material de referencia ( por ejemplo, una solucién patréon o suero de
referencia) con el valor de actividad de lipasa conocido.

El valor de actividad de la lipasa contenida en la muestra se calcula, preferentemente, restando un valor de blanco de
reactivo de la absorbancia (o transmitancia) obtenida midiendo la muestra.

En el método para medir la actividad lipasa en una muestra, la temperatura durante la medicién puede establecerse
en, por ejemplo, 30 °C o 37 °C, que esta dentro de un intervalo de temperatura, de modo que la reaccién de medicion
pueda continuar y los componentes de reaccién como una enzima implicada en la reaccion de medicion no se
inactiven, desnaturalicen o modifiquen debido al calor.

En el método para medir la actividad lipasa en una muestra, la reaccién de medicion puede iniciarse con la adicion de,
por ejemplo, el sustrato para medir la actividad lipasa o con la adicién de la muestra.

En el método para medir la actividad lipasa en una muestra, la mediciéon puede realizarse de forma manual o utilizando
un dispositivo (por ejemplo, un analizador automatico).

2. Ejemplos especificos del método para medir la actividad lipasa en una muestra
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A continuacion, se proporcionan ejemplos especificos del método para medir la actividad lipasa en una muestra.
(1) Reactivo para medir la actividad lipasa
(a) Primer reactivo

El primer reactivo descrito en la seccién anterior [2] Il. 2 (1) (a) se usé como el primer reactivo en este ejemplo
especifico con respecto a la medicion.

(b) Segundo reactivo

El segundo reactivo descrito en la seccion anterior [2] Il. 2 (1) (b) se us6 como el segundo reactivo en este ejemplo
especifico con respecto a la medicion.

(2) Muestra

Se us6 suero humano como muestra.

(3) Medicion

(a) Primera etapa

La muestra de (2) y el primer reactivo de (1) (a) se mezclan para preparar un liquido mixto.

La cantidad de cada uno de la muestra y el primer reactivo a mezclar puede determinarse adecuadamente
dependiendo de la cantidad del segundo reactivo, el valor de actividad de la lipasa contenida en la muestra y otras

condiciones.

Por ejemplo, la cantidad de la muestra esta, preferentemente, dentro de un intervalo de 0,5 a 100 pl, y la cantidad del
primer reactivo estd, preferentemente, dentro de un intervalo de 20 a 1.000 pl, en general.

Después de preparar un liquido mixto, el liquido mixto resultante se somete después a incubacion.

El periodo de incubacion no esta particularmente limitado. En general, estd, preferentemente, en un rango de 20
minutos, mas preferentemente en un rango de 10 minutos y, ain mas preferentemente, en un rango de 5 minutos.

La incubacién puede realizarse a una temperatura superior a la temperatura a la que se congela el liquido mixto
anterior.

En el momento de la medicion, en general, a medida que aumenta la temperatura, aumenta la velocidad de reaccion.
Por consiguiente, es preferente una temperatura mas alta.

Si la temperatura es demasiado alta, sin embargo, los componentes (por ejemplo, una enzima) que participan en la
reaccion de medicion se desnaturalizan o inactivan. Por consiguiente, Es necesario que la incubacion se realice a una
temperatura inferior a la temperatura a la que los componentes (por ejemplo, una enzima) implicados en la reaccion
de medicion se desnaturalizan o inactivan.

En general, la incubacién se lleva a cabo preferente a una temperatura de 2 °C a 70 °C, mas preferentemente, de
20°C a 37°C e incluso mas preferentemente de 30°C a 37°C.

Si los componentes (por ejemplo, una enzima) implicados en la reaccién de medicidn son componentes resistentes al
calor (por ejemplo, una enzima termoestable), la temperatura puede ser mucho mas alta.

Al preparar un liquido mixto de la muestra y el primer reactivo y someter el liquido mixto a incubacion, la lipasa
contenida en la muestra se pone en contacto con los componentes reactivos del primer reactivo y, a continuacion, la
lipasa es estimulada y activada por dichos componentes.

(b) Segunda etapa

El "liquido mixto de la muestra y el primer reactivo" preparado en la primera etapa se mezcla con el segundo reactivo
de (1) (b) anterior. El resultante se designa como la solucién de reaccién final.

La cantidad del segundo reactivo a mezclar puede determinarse adecuadamente dependiendo de la cantidad de la

muestra, la cantidad del primer reactivo, el valor de actividad de la lipasa contenida en la muestra, los ajustes de un
analizador utilizado y otras condiciones.
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Por ejemplo, la cantidad del segundo reactivo estd, preferentemente, dentro de un intervalo de 10 a 1.000 pl, en
general.

Después de preparar la solucion de reaccion final, el liquido mixto resultante se somete después a incubacion.

El periodo de incubacion no esta particularmente limitado. En general, estd, preferentemente, en un rango de 20
minutos, mas preferentemente en un rango de 10 minutos y, ain mas preferentemente, en un rango de 5 minutos.

La incubacion se puede llevar a cabo a una temperatura superior a la temperatura a la que se congela la solucion de
reaccion final anterior.

En el momento de la medicién, en general, a medida que aumenta la temperatura, aumenta la velocidad de reaccion.
Por consiguiente, es preferente una temperatura mas alta.

Si la temperatura es demasiado alta, sin embargo, los componentes (por ejemplo, una enzima) implicados en la
reaccion de medicion se desnaturalizan o se inactivan. Por consiguiente, Es necesario que la incubacion se realice a
una temperatura inferior a la temperatura a la que los componentes (por ejemplo, una enzima) implicados en la
reaccion de medicién se desnaturalizan o inactivan.

En general, la incubacion se lleva a cabo, preferentemente, a una temperatura de 2 °C a 70 °C, mas preferentemente,
de 20°C a 37°C e incluso mas preferentemente de 30°C a 37°C.

Si los componentes (por ejemplo, enzimas) implicados en la reaccién de mediciéon son componentes resistentes al
calor (por ejemplo, enzimas termoestables), la temperatura puede ser mucho mas alta.

Como resultado de la preparacion e incubacion de la solucién de reaccion final, la actividad lipasa es estimulada y
activada en la primera etapa, la reacciéon de medicion se inicia en la segunda etapa y, a continuacion, se procede a la
reaccion para la medicion de la actividad lipasa contenida en la muestra.

De acuerdo con la presente divulgacion especificamente, el segundo reactivo (la solucion de sustrato para medir la
actividad lipasa), que es una solucién de sustrato emulsionada compuesta por particulas micelares estables y
uniformes, se pone en contacto con la lipasa contenida en la muestra en la segunda etapa. Como resultado de la
hidrolisis catalizada por la lipasa, se generan 1,2-o-dilauril-rac-glicerol y éster de (6'-metilresorufina) de acido glutarico
a partir del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR).

Este éster de (6'-metilresorufina) de acido glutarico es inestable y, por lo tanto, se hidroliza de forma facil y
naturalmente para dar 6'-metilresorufina (Amax: 580 nm).

La longitud de onda de absorcion maxima (Amax) de la 6'-metilresorufina resultante es de 580 nm. La absorbancia (o
transmitancia) de la solucién de reaccion final derivada de esta 6'-metilresorufina se mide leyendo la absorbancia (o
transmitancia) en o cerca de 580 nm.

Posteriormente, el valor de actividad de la lipasa contenida en la muestra se calcula en funcién de la absorbancia (o
transmitancia) medida o un cambio en la absorbancia (o transmitancia).

El valor de la actividad puede calcularse en funcién de la absorbancia (o transmitancia) medida sobre la base del
coeficiente de absorcion molar de 6'-metilresorufina, o el valor de la actividad puede calcularse en comparacion con la
absorbancia (o transmitancia) de un material de referencia (por ejemplo, una solucién patron o suero de referencia)
con el valor de actividad de lipasa conocido.

El valor de actividad de la lipasa contenida en la muestra se calcula, preferentemente, en funcion de la diferencia en
la absorbancia (AAbs.) determinada restando un valor de un blanco reactivo de la absorbancia (o transmitancia) de la
solucion de reaccion final obtenida midiendo la muestra.

[4] La solucion de emulsion

La solucion de emulsion del uso de la presente invencién comprende particulas micelares de éster de (6™
metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico y aceite de silicona modificado de tipo modificado con
poliéter no reactivo de tipo cadena lateral. (La solucion de emulsién y la solucion de sustrato para medir la actividad
lipasa son como se describe con detalle en la seccion "[1] Solucién de sustrato para medir la actividad lipasa". El
reactivo para medir la actividad lipasa es como se describe con detalle en la seccion "[2] Reactivo para medir la
actividad lipasa". El método para medir la actividad lipasa en una muestra es como se describe con detalle en la
seccion "[3] Método para medir la actividad lipasa en una muestra.

La solucidon de emulsién es excelente en términos de estabilidad de almacenamiento debido a la constitucion descrita
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anteriormente.

[5] Uso de acuerdo con la invencion de una composicion para estabilizar la solucion de sustrato para medir la actividad
lipasa de la presente invencion

El uso para estabilizar la soluciéon de sustrato para medir la actividad lipasa con el uso de éster de (6'-metilresorufina)
de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR) como sustrato para medir la actividad lipasa de acuerdo con
la presente invencion se caracteriza por que la solucion de sustrato comprende el aceite de silicona modificado de tipo
modificado con poliéter no reactivo de tipo cadena lateral junto con éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-
rac-glicero-3-glutarico. (La solucion de emulsion y la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa son como se
describe con detalle en la seccion "[1] Solucién de sustrato para medir la actividad lipasa". El reactivo para medir la
actividad lipasa es como se describe con detalle en la seccién "[2] Reactivo para medir la actividad lipasa". El método
para medir la actividad lipasa en una muestra es como se describe con detalle en la seccion "[3] Método para medir la
actividad lipasa en una muestra".

El uso para estabilizar la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa de la presente invencion es capaz de
mejorar la estabilidad de almacenamiento de la solucidon de sustrato para medir la actividad lipasa debido a la
constitucion descrita anteriormente.

[6] Uso de acuerdo con la invencion de una composicion para estabilizar la solucién de emulsion

El uso para estabilizar la solucién de emulsiéon que comprende particulas micelares de éster de (6'-metilresorufina) de
acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR) de acuerdo con el presente documento se caracteriza por que la
solucién de emulsion comprende el aceite de silicona modificado de tipo modificado con poliéter no reactivo de tipo
cadena lateral junto con éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico. (La solucion de
emulsion y la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa son como se describe con detalle en la seccién "[1]
Solucidn de sustrato para medir la actividad lipasa". El reactivo para medir la actividad lipasa es como se describe con
detalle en la seccién "[2] Reactivo para medir la actividad lipasa". El método para medir la actividad lipasa en una
muestra es como se describe con detalle en la seccion "[3] Método para medir la actividad lipasa en una muestra".

El uso de la composicién para estabilizar la solucién de emulsion del presente documento es capaz de mejorar la
estabilidad de almacenamiento de la solucidon de emulsién debido a la constitucién descrita anteriormente.

Ejemplos

A continuacion, la presente invencion se describe con mas detalle con referencia a los ejemplos, aunque la presente
invencion no se limita a estos ejemplos.

[Ejemplo 1] (Verificacion de los efectos de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa -1)

Se inspeccionaron los efectos de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa con respecto a la estabilidad
de almacenamiento.

1. Preparacion de reactivos

Se preparé la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa (es decir, la solucién de sustrato para medir la actividad
lipasa que comprende la solucién de emulsion).

Por separado, se prepard una solucion de sustrato de control para medir la actividad lipasa.
Ademas, se preparé una solucién tampén.
[1] Preparacion de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa

(1) Una porcion (0,09 g) del sustrato para medir la actividad lipasa; es decir, éster de (6'-metilresorufina) de acido
1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR) distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japén)), se fraccioné en un
vaso de precipitados (volumen: 10 ml).

(2) Posteriormente, una porcion (4,0 g) del aceite de silicona modificado no reactivo de tipo cadena lateral (tipo
modificado con poliéter); KF-351A (distribuidor: Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Japén)), se fracciond y se afiadio al
vaso de precipitados de (1).

(3) Después de la adicién (2) anterior, el contenido del vaso de precipitados se agité a temperatura ambiente (25
°C) para mezclar el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado
(KF-351A) en el vaso de precipitados.

Este proceso de mezcla (agitacion) se realizé durante 5 minutos para preparar una "mezcla del sustrato para medir
la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
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ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador multiple en "3".

(4) Posteriormente, se afiadié una "cierta cantidad (4,0 ml) de solucién acuosa de taurodesoxicolato de sodio al 2
% (p/v)" a (toda) la "mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona
modificado” en el vaso de precipitados de (3) con agitacion a temperatura ambiente (25 °C) con el uso de una
micropipeta.

Después de la adicion, la agitacion continué a temperatura ambiente (25 °C) durante 5 minutos. De esta forma,
(toda) la "mezcla preparada mezclando el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de
silicona modificado" se mezclé con la "cierta cantidad (4,0 ml) de solucién acuosa de taurodesoxicolato de sodio
al 2 % (p/v)".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador multiple en "3".

(5) Posteriormente, una cierta cantidad de solucién acuosa de taurodesoxicolato de sodio al 2 % (p/v) se afiadié
adicionalmente al "liquido mixto preparado mezclando la mezcla (es decir, la mezcla del sustrato para medir la
actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado) y una cierta cantidad de solucién acuosa de
taurodesoxicolato de sodio al 2 % (p/v) "obtenida en (4) anterior, para llevar el volumen final de la solucion a 200
ml.

(6) A través del procedimiento descrito anteriormente, se preparo la solucién de sustrato para medir la actividad
lipasa (el sustrato para medir la actividad lipasa: DGGMR; el presente aceite de silicona modificado: KF-351A).

En la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa, la concentracion del sustrato para medir la actividad lipasa
(DGGMR) fue de 0,6 mM y la del presente aceite de silicona modificado (KF-351A) fue del 2,0 % (p/v).

Ademas, no se observé gradiente de concentracion ni fuerte turbidez en la solucién de sustrato para medir la actividad
lipasa. Se confirm¢ visualmente que la solucion de sustrato se habia mezclado uniformemente.

[2] Preparacion de una solucién de sustrato de control para medir la actividad lipasa

(1) Una porcion (0,09 g) del sustrato para medir la actividad lipasa; es decir, éster de (6'-metilresorufina) de acido
1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR) distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japén)), se fraccioné en un
vaso de precipitados (volumen: 10 ml).

(2) Posteriormente, una porcion (1,0 g) de un tensioactivo no iénico (NIKKOL BT-7; polioxietilenéter de alquilo
secundario (7); distribuidor: Nikko Chemicals Co., Ltd., Japén)), se fracciono y se afiadi6 al vaso de precipitados
de (1).

(3) Después de la adicién (2) anterior, el contenido del vaso de precipitados se agité a temperatura ambiente (25
°C) para mezclar el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el tensioactivo en el vaso de precipitados.
Este proceso de mezcla (agitacion) se realizé durante 5 minutos para preparar una "mezcla del sustrato para medir
la actividad lipasa (DGGMR) y el tensioactivo".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador mdultiple en "3".

(4) Posteriormente, se afiadié una "cierta cantidad (4,0 ml) de solucién acuosa de taurodesoxicolato de sodio al 2
% (p/v)" a (toda) la "mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el tensioactivo" en el vaso de
precipitados de (3) con agitacion a temperatura ambiente (25 °C) con el uso de una micropipeta.

Después de la adicion, la agitacion continué a temperatura ambiente (25 °C) durante 5 minutos. De esta forma,
(toda) la "mezcla preparada mezclando el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente
tensioactivo" se mezclo6 con la "cierta cantidad (4,0 ml) de solucién acuosa de taurodesoxicolato de sodio al 2 %
(p/v)".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador mdultiple en "3".

(5) Posteriormente, una cierta cantidad de solucion acuosa de taurodesoxicolato de sodio al 2 % (p/v) se afiadié
adicionalmente al "liquido mixto preparado mezclando la mezcla (es decir, la mezcla del sustrato para medir la
actividad lipasa (DGGMR) y el tensioactivo) y una cierta cantidad de solucion acuosa de taurodesoxicolato de sodio
al 2 % (p/v)" obtenida en (4) anterior, para llevar el volumen final de la solucién a 200 ml.

(6) A través del procedimiento descrito anteriormente, se preparé una solucion de sustrato de control para medir
la actividad lipasa (es decir, una soluciéon de sustrato para medir la actividad lipasa (el sustrato para medir la
actividad lipasa: DGGMR; tensioactivo: NIKKOL BT-7)).

En la solucién de sustrato de control para medir la actividad lipasa, la concentracién del sustrato para medir la actividad
lipasa (DGGMR) es 0,6 mM y la del tensioactivo es 0,5 % (p/v).

Ademas, no se observé gradiente de concentracion ni fuerte turbidez en la solucién de sustrato para medir la actividad
lipasa. Se confirmé visualmente que la solucion de sustrato se habia mezclado uniformemente.
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[3] Preparacion de la solucién tampén

El componente reactivo siguiente se disolvié a la concentracién designada en agua pura y el nivel de pH se ajusté a
8,4 (20 °C) para preparar la solucion tampon.

Bicina (un tampoén) 40 mM
2. Almacenamiento de reactivo

(1) La solucion de sustrato para medir la actividad lipasa preparada en 1 [1] anterior se almacené a 25 °C en
oscuridad durante 30 dias.

(2) La solucion de sustrato de control para medir la actividad lipasa preparada en 1 [2] anterior se almacen6 a 25
°C en oscuridad durante 30 dias.

3. Medicion de la cantidad de degradacion del sustrato

(1) La solucién tampodn del dia en que se produjo en 1 [3] anterior se designd como el primer reactivo y la solucion
de sustrato para medir la actividad lipasa se almacen6 a 25 °C (en oscuridad) durante 30 dias como se describe
en 2 (1) anterior se designé como el segundo reactivo.

El segundo reactivo (960 pl) se afiadié a 1.600 pl del primer reactivo para preparar un liquido mixto.

(2) Se midi¢ la curva de absorcion del liquido mixto obtenido en el punto (1) anterior.

La curva de absorcion se midid con el uso del espectrofotémetro de la serie DU-7500 (distribuidor: Beckman
Coulter, Inc. (Japoén)).

(3) Los procedimientos descritos en los puntos (1) y (2) anteriores se realizaron de la misma manera, excepto que
la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa como el segundo reactivo en el punto (1) anterior se reemplazo
con la solucion de sustrato de control para medir la actividad lipasa almacenada a 25 °C (en oscuridad) durante 30
dias en 2 (2) anterior. La curva de absorcién del liquido mixto cuando se uso la solucion de sustrato de control para
medir la actividad lipasa de 2 (2) anterior como se midi6 el segundo reactivo.

4. Resultados de la mediciéon

La figura 1 muestra la curva de absorcion del liquido mixto cuando la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa
de 2 (1) anterior se usé como el segundo reactivo medido en 3 anterior.

La figura 2 muestra la curva de absorcion del liquido mixto cuando la solucién de sustrato de control para medir la
actividad lipasa de 2 (2) anterior se usé como el segundo reactivo medido en 3 anterior.

En las figuras 1 y 2, el gje horizontal indica la longitud de onda (representada en nm) y el eje vertical indica la
absorbancia (representada en Abs).

5. Analisis

(1) Durante el almacenamiento de una soluciéon de emulsién que comprende particulas micelares de DGGMR y
una solucion de sustrato para medir la actividad lipasa que implica el uso de DGGMR como sustrato para medir la
actividad lipasa, el DGGMR se hidroliza gradualmente.

Como resultado de la degradacion de DGGMR, se genera 6'-metilresorufina al final.

La 6'-metilresorufina tiene una longitud de onda de absorcion maxima a 580 nm.

En funcion de la altura del pico (la extension del aumento) a 580 nm que indica la generacion de 6'-metilresorufina
en las curvas de absorcidon que se muestran en las figuras 1y 2, respectivamente, se determiné la cantidad de 6'-
metilresorufina generada; es decir, la cantidad de DGGMR degradado (la cantidad de hidrdlisis).

(2) Como resultado, la cantidad de DGGMR degradado como resultado del almacenamiento de la solucion de
sustrato para medir la actividad lipasa (Fig. 1) a 25 °C (en oscuridad) durante 30 dias fue del 4,8 %.

Por el contrario, la cantidad de DGGMR degradado como resultado del almacenamiento de la solucion de sustrato
de control para medir la actividad lipasa (Fig. 2) a 25 °C (en oscuridad) durante 30 dias fue del 8,9 %.

(3) Mas especificamente, la cantidad de DGGMR degradado como resultado del almacenamiento de la solucion
de sustrato para medir la actividad lipasa es tan pequefia como del 54 % de la cantidad de DGGMR degradado
como resultado del almacenamiento de la solucién de sustrato de control para medir la actividad lipasa.

(4) Por lo tanto, se descubrié que las soluciones eran capaces de suprimir eficazmente la degradacién de DGGMR,
una estabilidad de almacenamiento excelente y capaz de realizar mediciones precisas durante un largo periodo
de tiempo.

[Ejemplo 2] (Verificacion de los efectos de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa - 2)

Se reexaminaron los efectos de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa con respecto a la estabilidad de
almacenamiento.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2783 857 T3

1. Reactivo

Se prepar6 una solucion de sustrato para medir la actividad lipasa (es decir, una solucién de sustrato para medir la
actividad lipasa que comprende la soluciéon de emulsion).

Como control, se us6 una solucién de sustrato de un reactivo disponible en el mercado.
También se preparé una soluciéon tampon.
[1] Preparacion de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa

(1) Una porcion (0,045 g) del sustrato para medir la actividad lipasa; es decir, éster de (6-metilresorufina) de acido
1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR) distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japén)), se fraccioné en un
vaso de precipitados (volumen: 10 ml).

(2) Posteriormente, una porcion (0,6 g) del aceite de silicona modificado no reactivo de tipo cadena lateral (tipo
modificado con poliéter); KF-355A (distribuidor: Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Japén)), se fracciond y se afiadio al
vaso de precipitados de (1).

(3) Después de la adicion (2) anterior, el contenido del vaso de precipitados se agité a 67 °C para mezclar el
sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado (KF-355A) en el vaso
de precipitados.

Este proceso de mezcla (agitacion) se realizé durante 5 minutos para preparar una "mezcla del sustrato para medir
la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador mdultiple en "3".

(4) Posteriormente, se afiadié una "cierta cantidad (4,0 ml) de tampén de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0 a 20
°C)" (toda) la "mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona
modificado” en el vaso de precipitados de (3) con agitacion a temperatura ambiente (25 °C) con el uso de una
micropipeta.

Después de la adicion, la agitacién continud a temperatura ambiente (25 °C) durante 5 minutos. De esta forma, la
"cierta cantidad (4,0 ml) de tampdn de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0 a 20 °C)" se mezcl6 con (toda) la "mezcla
preparada mezclando el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente modificado aceite de
silicona".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador mdultiple en "3".

(5) Posteriormente, se afiadi6 adicionalmente una cierta cantidad de tampén de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0
a 20 C) al "liquido mixto preparado mezclando la mezcla (es decir, la mezcla del sustrato para medir la actividad
lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado) y una cierta cantidad de tampdn de L-tartrato de sodio
40 mM (pH 4,0 a 20 °C)" de

(4) anterior, para llevar el volumen final a 200 ml.

(6) A través del procedimiento descrito anteriormente, la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa (el
sustrato para medir la actividad lipasa: DGGMR; se preparo el presente aceite de silicona modificado: KF-355A).

En la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa, la concentracion del sustrato para medir la actividad lipasa
(DGGMR) fue 0,3 mM y la del presente aceite de silicona modificado (KF-355A) del mismo fue del 0,3 % (p/v).

Ademas, no se observé gradiente de concentracion ni fuerte turbidez en la solucién de sustrato para medir la actividad
lipasa. Se confirm¢ visualmente que la solucion de sustrato se habia mezclado uniformemente.

[2] Reactivo de control disponible en el mercado

Se uso6 un reactivo disponible en el mercado para medir la actividad lipasa (un kit de reactivos para medir la actividad
lipasa); es decir, Liquitech Lipase Color Il (distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japén)), como reactivo de control.

El "Liquitech Lipase Color II" (en adelante, en ocasiones denominado "reactivo de control disponible en el mercado")
comprende un primer reactivo (es decir, una solucién tampoén) y un segundo reactivo (es decir, una solucion de
sustrato) (comprende DGGMR como sustrato para medir la actividad lipasa a 0,27 mM).

En este ejemplo se usé6 una "solucién de sustrato" del "reactivo de control disponible en el mercado".

[3] Preparacion de la solucién tampén

El componente reactivo a continuacion se disolvié a la concentracion designada en agua puray el nivel de pH se ajusto
a 8,4 (20 °C) para preparar una solucién tampon.
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Bicina (un tampoén) 40 mM
2. Almacenamiento de reactivo

(1) La solucion de sustrato para medir la actividad lipasa preparada en 1 [1] anterior se almacené a 30 °C en
oscuridad durante 35 dias.

(2) La solucion de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado preparado en 1 [2] anterior se almacend
a 30 °C en oscuridad durante 35 dias.

3. Medicion de la cantidad de degradacion del sustrato

(1) La solucién tampon del dia en que se produjo en 1 [3] arriba designado como el primer reactivo y la solucion
de sustrato para medir la actividad lipasa almacenada a 30 °C (en oscuridad) en 2 (1) anterior designado como
segundo reactivo se sometieron a la medicion que se describe a continuacion.

La medicién se realizé el dia del inicio del almacenamiento de la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa
(Dia 0), 7 dias después del inicio del almacenamiento, 15 dias después del inicio del almacenamiento, 21 dias
después del inicio del almacenamiento y 35 dias después del inicio del almacenamiento con el uso de la solucién
de sustrato para medir la actividad lipasa almacenada durante el periodo de tiempo designado.

Al principio, se afiadieron 960 ul del segundo reactivo a 1.600 pl del primer reactivo para preparar un liquido mixto.
(2) Posteriormente, la absorbancia del liquido mixto obtenido en (1) anterior se midié6 a 580 nm con el uso del
espectrofotometro de la serie DU-7500 (distribuidor: Beckman Coulter, Inc. (Japon)).

(3) Posteriormente, la absorbancia de la solucion tampdn del dia en que se produjo en 1 [3] anterior se midié a 580
nm como una prueba del blanco con el uso del espectrofotometro de la serie DU-7500 (distribuidor: Beckman
Coulter, Inc. (Japoén)).

(4) Posteriormente, la diferencia en la absorbancia se determin6 restando la absorbancia medida en (3) anterior
(es decir, un valor del blanco) de la absorbancia medida en (2) anterior.

(5) Posteriormente, la diferencia en la absorbancia determinada en (4) anterior se dividié por el coeficiente de
absorcién molar de 6'-metilresorufina a 580 nm (es decir, 60,65 (representado en cm x umol™)), para calcular la
concentracion de 6'-metilresorufina generada tras la degradacion de DGGMR durante el almacenamiento
(representado en mM).

(6) Posteriormente, la concentracion de 6'-metilresorufina (representada en mM) generada tras la degradacion
durante el almacenamiento determinado en (5) anterior se dividié por la concentracion de DGGMR (0,3 mM) de la
solucion de sustrato para medir la actividad lipasa de 1 [1] anterior, para calcular la relacion de la concentracion de
6'-metilresorufina generada en relacién con la concentracion de DGGMR (1 mM) (representada en %).
Especificamente, se calculd la relacion de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo en relacion
con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo" (es decir, la relacion de degradacion de DGGMR)
(representada en %).

(7) Los procedimientos descritos en (1) a (6) anteriores se realizaron de la misma manera, excepto porque la
solucioén de sustrato para medir la actividad lipasa como segundo reactivo en (1) anterior se sustituyé por la solucién
de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado almacenado a 30 °C (en oscuridad) durante 35 dias
en 2 (2) anterior y la concentracion (0,3 mM) de DGGMR en la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa
en (6) se sustituyd por la concentracion (0,27 mM) de DGGMR en la solucion de sustrato del reactivo de control
disponible en el mercado de 1 [2] anterior, por lo que para calcular la relacion de la concentracion de 6'-
metilresorufina generada en relaciéon con la concentracion de DGGMR (1 mM) cuando la solucion de sustrato del
reactivo de control disponible en el mercado de 2 (2) anterior se us6 como segundo reactivo (representado en %).

Especificamente, se calculé la relacion de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo en relacién con
la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo (la relaciéon de degradacion de DGGMR) (representada en %).

4. Resultados de la medicion

La tabla 1 y la figura 3 muestran "la relacion de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo con
respecto a la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo" (es decir, la relacion de degradacion de DGGMR)
(representado en %) cuando se uso el sustrato para medir la actividad lipasa de 2(1) anterior como segundo reactivo,
que se determino en 3 anterior.

La tabla 1y la figura 3 también muestran "la relacion de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo
en relacion con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo” (es decir, la relacion de degradacién de DGGMR)
(representada en %) cuando la solucién de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado de 2 (2) anterior
se usd como segundo reactivo, que se determind en 3 anterior.

La tabla 1y la figura 3 muestran "la relacion de degradacion de DGGMR" determinada con el tiempo en relacién con
"la relacion de degradacion de DGGMR" designada como "0" el dia del inicio del almacenamiento (Dia 0).

En la figura 3, el eje horizontal indica la duracion del almacenamiento de reactivos (representado en el nimero de
dias) y el eje vertical indica la relacion de degradacion de DGGMR (representada en %).
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En la figura 3, "la relacion de degradacion de DGGMR" de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa esta

representada por el simbolo "w" y "la relacion de degradaciéon de DGGMR" de la solucion de sustrato del reactivo de
control disponible en el mercado esta representada por el simbolo "A".

Tabla 1
Duracién del Relacion de degradacion de DGGMR
almacenamiento de Solucién de sustrato para medir la Solucién de sustrato de reactivo de control

reactivos actividad lipasa disponible en el mercado

0 dias 0,0 % 0,0 %

7 dias 0,1% 0,6 %

15 dias 0,2 % 1,4 %

21 dias 0,2 % 2,0%

35 dias 0,4 % 3,3%

5. Analisis

(1) La tabla 1 y la figura 3 demuestran que, como resultado del almacenamiento a 30 °C durante 15 dias, "la
relacion de degradacion de DGGMR" de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa es del 0,2 % y "la
relacion de degradacion de DGGMR" de la solucién del sustrato del reactivo de control disponible en el mercado
es del 1,4 %.

Especificamente, "la relacion de degradacion de DGGMR" de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa
es tan baja como del 14 % de "la relacién de degradacion de DGGMR" de la solucion de sustrato del reactivo de
control disponible en el mercado.

(2) La tabla 1 y la figura 3 demuestran que, como resultado del almacenamiento a 30 °C durante 35 dias, "la
relacion de degradacion de DGGMR" de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa es del 0,4 % y "la
relacion de degradacion de DGGMR" de la solucién de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado
es del 3,3 %.

Especificamente, "la relacion de degradacion de DGGMR" de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa
es tan baja como del 12 % de "la relacién de degradacion de DGGMR" de la solucion de sustrato del reactivo de
control disponible en el mercado.

(3) Sobre la base de los resultados obtenidos en este ejemplo, en consecuencia, las soluciones encontradas son
capaces de suprimir efectivamente la degradacion de DGGMR, una estabilidad de almacenamiento excelente y
capaz de realizar mediciones precisas durante un largo periodo de tiempo.

[Ejemplo 3] (Verificacion de los efectos de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa - 3)

Se reexaminaron los efectos de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa con respecto a la estabilidad de
almacenamiento.

1. Reactivo

En total, se prepararon cuatro tipos de soluciones de sustrato para medir la actividad lipasa (las soluciones de sustrato
para medir la actividad lipasa que comprende la solucién de emulsion).

Como control, se us6 una solucién de sustrato de un reactivo disponible en el mercado.
También se preparé una soluciéon tampon.
[1] Preparacion de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa

(1) Una porcion (0,09 g) del sustrato para medir la actividad lipasa; es decir, éster de (6'-metilresorufina) de acido
1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR) distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japén)), se fraccion6 en cada
uno de los 4 vasos de precipitados (volumen: 10 ml).

(2) Posteriormente, una porcion (4,0 g) de cada uno de los cuatro tipos de aceite de silicona modificado no reactivo
de tipo de cadena lateral (tipo modificado con poliéter) (a) a (d) a continuacidon se fracciond y se afadié por
separado a cada uno de los vasos de precipitados de (1).

(a) KF-351A (distribuidor: Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Japén))

(b) KF-354A (distribuidor: Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Japén))
(c) KF-355A (distribuidor: Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Japén))
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(d) KF-6011 (distribuidor: Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Japén))

(3) Después de la adicion (2) anterior, el contenido de cada vaso de precipitados se agité a 67 °C para mezclar el
sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado en el vaso de
precipitados.

Este proceso de mezcla (agitacion) se realizé durante 5 minutos para preparar una "mezcla del sustrato para medir
la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador mdultiple en "3".

(4) Posteriormente, se afiadié una "cierta cantidad (4,0 ml) de agua pura" a (toda) la "mezcla del sustrato para
medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado" en el vaso de precipitados de (3)
con agitacion a temperatura ambiente (25 °C) con el uso de una micropipeta.

Después de la adicion, la agitacién continud a temperatura ambiente (25 °C) durante 5 minutos. De esta forma, la
"cierta cantidad (4,0 ml) de agua pura" se mezcld con (todos) la "mezcla preparada mezclando el sustrato para
medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado”.

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador mdltiple en "3".

(5) Posteriormente, se afiadié ademas una cierta cantidad de agua pura al "liquido mixto preparado mezclando la
mezcla (es decir, la mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona
modificado) y una cierta cantidad de agua pura" (4) anterior, para llevar el volumen final a 200 ml.

(6) A través del procedimiento descrito anteriormente, se preparé un total de cuatro tipos de soluciones de sustrato
para medir la actividad de lipasa (A) a (D) a continuacion.

En estas soluciones de sustrato para medir la actividad lipasa (cuatro tipos en total), la concentracion del sustrato para
medir la actividad lipasa (DGGMR) fue 0,6 mM y la del presente aceite de silicona modificado fue del 2,0 % (p/v).

Ademas, no se observé gradiente de concentracion ni turbidez fuerte en estas soluciones de sustrato para medir la
actividad lipasa (cuatro tipos en total). Se confirmé visualmente que las soluciones de sustrato se habian mezclado
uniformemente.

(A) Una solucién de sustrato para medir la actividad lipasa-A (el sustrato para medir la actividad lipasa: DGGMR;
el presente aceite de silicona modificado: KF-351A)
(B) Una solucién de sustrato para medir la actividad lipasa-B (el sustrato para medir la actividad lipasa: DGGMR;
el presente aceite de silicona modificado: KF-354A)
(C) Una solucion de sustrato para medir la actividad lipasa-C (el sustrato para medir la actividad lipasa: DGGMR;
el presente aceite de silicona modificado: KF-355A)
(D) Una solucion de sustrato para medir la actividad lipasa-D (el sustrato para medir la actividad lipasa: DGGMR;
el presente aceite de silicona modificado: KF-6011)

[2] Reactivo de control disponible en el mercado

Un reactivo disponible en el mercado para medir la actividad lipasa (un kit de reactivos para medir la actividad lipasa);
es decir, Liquitech Lipase Color Il (distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japon)), se usé como reactivo de control.

El "Liquitech Lipase Color II" (en adelante, en ocasiones denominado "reactivo de control disponible en el mercado")
comprende un primer reactivo (es decir, una solucién tampoén) y un segundo reactivo (es decir, una solucion de
sustrato) (comprende DGGMR como sustrato para medir la actividad lipasa a 0,27 mM).
En este ejemplo se usé6 una "solucién de sustrato" del "reactivo de control disponible en el mercado".
[3] Preparacion de la solucién tampén
El componente reactivo siguiente se disolvié a la concentracién designada en agua pura y el nivel de pH se ajusté a
8,4 (20 °C) para preparar la solucion tampon.
Bicina (un tampoén) 40 mM
2. Almacenamiento de reactivo
(1) Los cuatro tipos de soluciones de sustrato para medir la actividad de lipasa (A) a (D) descritas en 1 [1] (6)
anteriores se almacenaron a 25 °C en oscuridad durante 31 dias.
(2) La solucion de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado de 1 [2] anterior se almacené a 25 °C

en oscuridad durante 32 dias.

3. Medicion de la cantidad de degradacion del sustrato
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(1) La solucién tampon del dia en que se produjo en 1 [3] anterior designada como el primer reactivo y la "(A) la
solucion de sustrato para medir la actividad lipasa-A" almacenada a 25 °C (en oscuridad ) en 2 (1) anterior
designada como segundo reactivo se sometieron a la medicién descrita a continuacion.

La medicién se realizé el dia del inicio del almacenamiento de la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa
(Dia 0), 5 dias después del inicio del almacenamiento, 23 dias después del inicio del almacenamiento y 31 dias
después del inicio del almacenamiento con el uso de "(A) la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa-A"
almacenada durante el periodo de tiempo designado.

Al principio, se afiadieron 960 ul del segundo reactivo a 1.600 pl del primer reactivo para preparar un liquido mixto.
(2) Posteriormente, la absorbancia del liquido mixto obtenido en (1) anterior se midié6 a 580 nm con el uso del
espectrofotometro de la serie DU-7500 (distribuidor: Beckman Coulter, Inc. (Japén)).

(3) Posteriormente, la absorbancia de la solucion tampdn del dia en que se produjo en 1 [3] anterior se midié a 580
nm como una prueba del blanco con el uso del espectrofotometro de la serie DU-7500 (distribuidor: Beckman
Coulter, Inc. (Japoén)).

(4) Posteriormente, la diferencia en la absorbancia se determiné restando la absorbancia medida en (3) anterior
(es decir, un valor del blanco) de la absorbancia medida en (2) anterior.

(5) Posteriormente, la diferencia en la absorbancia determinada en (4) anterior se dividié por el coeficiente de
absorcién molar de 6'-metilresorufina a 580 nm (es decir, 60,65 (representado en cm x umol™)), para calcular la
concentracion de 6'-metilresorufina generada tras la degradacion de DGGMR durante el almacenamiento
(representado en mM).

(6) Posteriormente, la concentracion de 6'-metilresorufina (representada en mM) generada tras la degradacion
durante el almacenamiento determinado en (5) anterior se dividié por la concentracién de DGGMR (0,6 mM) de
"(A) la solucién de sustrato para medir la actividad de lipasa-A" de 1 [1] (6) anterior, para calcular la relacion de la
concentracion de 6'-metilresorufina generada en relacion con la concentracion de DGGMR (1 mM) (representada
en %).

Especificamente, se calcul6 "la relaciéon de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo en relacion
con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo" (es decir, la relacion de degradacion de DGGMR)
(representada en %).

(7) Los procedimientos descritos en (1) a (6) anteriores se realizaron de la misma manera, excepto que "(A) la
solucioén de sustrato para medir la actividad lipasa A" como segundo reactivo en el punto (1) anterior se reemplazé
con "(B) la solucién de sustrato de control para medir la actividad lipasa B" almacenada a 25 °C (en oscuridad)
durante 31 dias en 2 (1) anterior, por lo que para calcular la relacién de la concentracion de 6'-metilresorufina
generada en relacion con la concentracion de DGGMR (1 mM) cuando "(B) la solucién de sustrato para medir la
actividad lipasa B" de 2 (1) anterior se utilizd6 como segundo reactivo (representado en%).

Especificamente, se calcul6 "la relaciéon de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo en relacion
con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo" (es decir, la relacion de degradacion de DGGMR)
(representada en %).

(8) Los procedimientos descritos en (1) a (6) anteriores se realizaron de la misma manera, excepto que "(A) la
solucién de sustrato para medir la actividad de lipasa A" como segundo reactivo en (1) anterior se reemplazé con
"(C) la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa C" almacenada a 25 °C (en oscuridad) durante 31 dias
en 2 (1) anterior, por lo que para calcular la relacién de la concentracion de 6'-metilresorufina generada en relacién
con la concentracion de DGGMR (1 mM) cuando "(C) la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa C" de
2 (1) anterior se us6 como segundo reactivo (representado en %).

Especificamente, se calcul6 "la relaciéon de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo en relacion
con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo” (representada en %).

(9) Los procedimientos descritos en (1) a (6) anteriores se realizaron de la misma manera, excepto que "(A) la
solucioén de sustrato para medir la actividad lipasa A" como segundo reactivo en (1) anterior se reemplazé con "(D)
la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa D" almacenada a 25 °C (en oscuridad) durante 31 dias en 2
(1) anterior, por lo que para calcular la relacion de la concentracion de 6'-metilresorufina generada en relacién con
la concentracion de DGGMR (1 mM) cuando "(D) la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa C" de 2 (1)
anterior se us6 como segundo reactivo (representado en %).

Especificamente, se calcul6 "la relaciéon de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo en relacion
con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo" (es decir, la relacion de degradacion de DGGMR)
(representada en %).

(10) Asimismo, los procedimientos descritos en (1) a (6) anteriores se realizaron de la misma manera, excepto que
"(A\) la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa A" como segundo reactivo en (1) anterior se reemplazé
con la solucion de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado almacenado a 25 °C (en oscuridad)
durante 32 dias en 2 (2) anterior, la medicién en (1) se realizo el dia del inicio del almacenamiento (dia 0), 8 dias
después del inicio del almacenamiento, 15 dias después del inicio del almacenamiento, 21 dias después del inicio
del almacenamiento, 29 dias después del inicio del almacenamiento y 32 dias después del inicio del
almacenamiento, y la concentracion de DGGMR (0,6 mM) en "(A) la solucion de sustrato para medir la actividad
lipasa A" en (6) fue reemplazada por la concentracion de DGGMR (0,27 mM) en la solucién de sustrato del reactivo
de control disponible en el mercado de 1 [2] anterior, por lo que para calcular la relacion de la concentraciéon de 6'-
metilresorufina generada en relaciéon con la concentracion de DGGMR (1 mM) cuando la solucion de sustrato del
reactivo de control disponible en el mercado de 2 (2) anterior se us6 como segundo reactivo (representado en %).
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Especificamente, se calculd "la relacion de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo en relacion
con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo" (es decir, la relacion de degradacion de DGGMR)
(representada en %).

4. Resultados de la medicion

la tabla 2 y la figura 4 muestran "la relacion de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo en relacion
con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo" (es decir, la relacion de degradacion de DGGMR)
(representada en%) cuando los cuatro tipos de las soluciones de sustrato para medir la actividad lipasa (A) a (D) de 2
(1) anteriores se usaron como segundos reactivos, que se determiné en 3 anterior.

La tabla 2 y la figura 4 también muestran "la relacion de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo
en relacion con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo” (es decir, la relacion de degradacién de DGGMR)
(representada en %) cuando la solucién de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado de 2 (2) anterior
se usd como segundo reactivo, que se determind en 3 anterior.

La tabla 2 y la figura 4 muestran "la relacién de degradacion de DGGMR" determinada con el tiempo en relacion con
"la relacion de degradacion de DGGMR" designada como "0" el dia del inicio del almacenamiento (Dia 0).

En la figura 4, el eje horizontal indica la duracién del almacenamiento de reactivos (representado en el nimero de
dias) y el eje vertical indica la relacion de degradacion de DGGMR (representada en %).

En lafigura 4, "la relaciéon de degradaciéon DGGMR" de la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa (es decir,
"(A) la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa A") esta representada por el simbolo ™", "la relaciéon de
degradacion DGGMR" de "(B) la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa B" para medir la actividad lipasa
B" esta representada por el simbolo "¢", "la relaciéon de degradacion de DGGMR" de "(C) la solucién de sustrato para
medir la actividad lipasa C" esta representada por el simbolo "u", "la relacion de degradacion de DGGMR" de "(D) la

solucidon de sustrato para medir la actividad lipasa D" esta representada por el simbolo "e", Y "la relacion de
degradacion DGGMR" de "(B) la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa B" esta representada por el simbolo

"A"
Tabla 2
Relacion de degradacion de DGGMR
Duracion del » » » »
almacenamiento| Solucion de sustrato Solucion de sustrato Solucion de sustrato Solucion de sustrato
de reactivos para medir la actividad para medir la para medir la actividad para medir la
lipasa A actividad lipasa B lipasa C actividad lipasa D
0 dias 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 %
5 dias 0,0 % 0,1% 0,1% 0,1%
23 dias 0,2 % 0,3 % 0,6 % 0,4 %
31 dias 0,3 % 0,4 % 0,8 % 0,5 %
Duracién del Relacion de degradacion de DGGMR
almacenatrpiento de Solucion de sustrato de reactivo de control
reactivos disponible en el mercado
0 dias 0,0 %
8 dias 0,4 %
15 dias 0,7 %
21 dias 0,9 %
29 dias 1,2%
32 dias 1,4 %
5. Analisis

(1) La tabla 2 y la figura 4 demuestran que, como resultado del almacenamiento a 25 °C durante 31 dias, "la
relacion de degradacion de DGGMR" de la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa (es decir, "(A) la
solucion de sustrato para medir la actividad lipasa A") es 0,3 %, "la relacion de degradacién DGGMR" de "(B) la
solucion de sustrato para medir la actividad lipasa-B" es 0,4 %, "la relacion de degradacion de DGGMR" de "(C) la
solucion de sustrato para medir la actividad lipasa C" es del 0,8 % y "la relaciéon de degradacion de DGGMR" de
"(D) la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa D" es del 0,5 %.
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La tabla 2 y la figura 4 también demuestran que, como resultado del almacenamiento a 25 °C durante 32 dias, "la
relacion de degradacion de DGGMR" de la solucién de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado
es del 1,4 %.

Especificamente, "la relacion de degradacion de DGGMR" de cualquiera de los cuatro tipos de soluciones de
sustrato para medir la actividad lipasa (A) a (D) es significativamente menor que "la relacion de degradacion de
DGGMR" de la solucion de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado.

(2) Sobre la base de los resultados obtenidos en este ejemplo, en consecuencia, se descubrié que las soluciones
eran capaces de suprimir eficazmente la degradacion de DGGMR, una estabilidad de almacenamiento excelente
y capaz de realizar mediciones precisas durante un largo periodo de tiempo.

[Ejemplo 4] (Verificacion de los efectos de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa - 4)

Se reexaminaron los efectos de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa con respecto a la estabilidad de
almacenamiento.

1. Reactivo

Se preparé la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa (es decir, la solucién de sustrato para medir la actividad
lipasa que comprende la solucién de emulsion).

Como control, se us6 una solucién de sustrato de un reactivo disponible en el mercado.
También se preparé una soluciéon tampon.
[1] Preparacion de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa

(1) Una porcion (0,045 g) del sustrato para medir la actividad lipasa, es decir, éster de (6-metilresorufina) de acido
1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR) distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japén)), se fraccioné en un
vaso de precipitados (volumen: 10 ml).

(2) Posteriormente, una porcion (0,6 g) del aceite de silicona modificado no reactivo de tipo cadena lateral (tipo
modificado con poliéter); KF-355A (distribuidor: Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Japén)), se fracciond y se afiadio al
vaso de precipitados de (1).

(3) Después de la adicion (2) anterior, el contenido del vaso de precipitados se agité a 67 °C para mezclar el
sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado (KF-355A) en el vaso
de precipitados.

Este proceso de mezcla (agitacion) se realizé durante 5 minutos para preparar una "mezcla del sustrato para medir
la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador mdultiple en "3".

(4) Posteriormente, se afiadié una "cierta cantidad (4,0 ml) de tampén de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0 a 20
°C)" (toda) la "mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona
modificado” en el vaso de precipitados de (3) con agitacion a temperatura ambiente (25 °C) con el uso de una
micropipeta.

Después de la adicion, la agitacién continué a temperatura ambiente (25 °C) durante 5 minutos. De esta forma, la
"cierta cantidad (4,0 ml) de tampdn de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0 a 20 °C)" se mezcl6 con (toda) la "mezcla
preparada mezclando el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente modificado aceite de
silicona".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador mdultiple en "3".

(5) Posteriormente, se afiadi6 adicionalmente una cierta cantidad de tampén de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0
a 20 °C) al "liquido mixto preparado mezclando la mezcla (es decir, la mezcla del sustrato para medir la actividad
lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado) y una cierta cantidad de tampdn de L-tartrato de sodio
40 mM (pH 4,0 a 20 °C)" de (4) anterior, para llevar el volumen final a 200 ml.

(6) A través del procedimiento descrito anteriormente, se preparo la solucion de sustrato para medir la actividad
lipasa (el sustrato para medir la actividad lipasa:DGGMR; el presente aceite de silicona modificado:KF-355A).

En la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa, la concentracion del sustrato para medir la actividad lipasa
(DGGMR) fue de 0,3 mM y la del presente aceite de silicona modificado (KF-355A) fue del 0,3 % (p/v).

Ademas, no se observé gradiente de concentracion ni fuerte turbidez en la solucién de sustrato para medir la actividad
lipasa. Se confirm¢ visualmente que la solucion de sustrato se habia mezclado uniformemente.

[2] Reactivo de control disponible en el mercado
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Un reactivo disponible en el mercado para medir la actividad lipasa (un kit de reactivos para medir la actividad lipasa);
es decir, Liquitech Lipase Color Il (distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japon)), se usé como control.

"Liquitech Lipase Color II" (en adelante, en ocasiones denominado "reactivo de control disponible en el mercado") esta
compuesto por un primer reactivo (solucién tampoén) y un segundo reactivo (soluciéon de sustrato), que comprende,
como sustrato para medir la actividad lipasa, DGGMR a 0,27 mM

La "soluciéon de sustrato" del "reactivo de control disponible en el mercado" se sometié a discusion en este ejemplo.
[3] Preparacion de la solucién tampén

El componente reactivo siguiente se disolvié a la concentracién designada en agua pura y el nivel de pH se ajusté a
8,4 (20 °C) para preparar la solucion tampon.
Bicina (un tampoén) 40 mM

2. Almacenamiento de reactivo

(1) La solucion de sustrato para medir la actividad lipasa preparada en 1 [1] anterior se almacené a 30 °C en
oscuridad durante 35 dias.

(2) La solucion de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado preparado en 1 [2] anterior se almacend
a 30 °C en oscuridad durante 35 dias.

3. Medicion de la cantidad de degradacion del sustrato

(1) La solucién tampon del dia en que se produjo en 1 [3] arriba designado como el primer reactivo y la solucion
de sustrato para medir la actividad lipasa almacenada a 30 °C (en oscuridad) en 2 (1) anterior designado como
segundo reactivo se sometieron a la medicion que se describe a continuacion.

La medicién se realizé el dia del inicio del almacenamiento de la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa
(Dia 0), 7 dias después del inicio del almacenamiento, 15 dias después del inicio del almacenamiento, 21 dias
después del inicio del almacenamiento y 35 dias después del inicio del almacenamiento con el uso de la solucién
de sustrato para medir la actividad lipasa almacenada durante el periodo de tiempo designado.

Al principio, se afiadieron 960 ul del segundo reactivo a 1.600 pl del primer reactivo para preparar un liquido mixto.
(2) Posteriormente, la absorbancia del liquido mixto obtenido en (1) anterior se midié6 a 580 nm con el uso del
espectrofotometro de la serie DU-7500 (distribuidor: Beckman Coulter, Inc. (Japn)).

(3) Posteriormente, la absorbancia del tampén del dia en que se produjo en 1 [3] anterior se midié a 580 nm como
una prueba del blanco con el uso del espectrofotémetro de la serie DU-7500 (distribuidor: Beckman Coulter, Inc.
(Japon)).

(4) Posteriormente, la diferencia en la absorbancia se determin6 restando la absorbancia medida en (3) anterior
(es decir, un valor del blanco) de la absorbancia medida en (2) anterior.

(5) Posteriormente, la diferencia en la absorbancia determinada en (4) anterior se dividié por el coeficiente de
absorcién molar de 6'-metilresorufina a 580 nm (es decir, 60,65 (representado en cm x umol™)), para calcular la
concentracién de 6'-metilresorufina generada tras la degradacion de DGGMR durante el almacenamiento
(representado en mM).

(6) Posteriormente, la concentracion de 6'-metilresorufina (representada en mM) generada tras la degradacion
durante el almacenamiento determinado en (5) anterior se dividié por la concentracion de DGGMR (0,3 mM) de la
solucion de sustrato para medir la actividad lipasa de 1 [1] anterior, para calcular la relacion de la concentracion de
6'-metilresorufina generada en relacién con la concentracion de DGGMR (1 mM) (representada en %).
Especificamente, se calcul6 "la relaciéon de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo en relacion
con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo" (es decir, la relacion de degradacion de DGGMR)
(representada en %).

(7) Los procedimientos descritos en (1) a (6) anteriores se realizaron de la misma manera, excepto que la solucion
de sustrato para medir la actividad lipasa como segundo reactivo en (1) anterior se reemplazé con la solucién de
sustrato del reactivo de control disponible en el mercado almacenado a 30 °C (en oscuridad) durante 35 dias en 2
(2) anterior, la medicion en (1) se realiz6 el dia del inicio del almacenamiento (dia 0), 7 dias después del inicio del
almacenamiento, 15 dias después del inicio del almacenamiento, 21 dias después del inicio del almacenamiento
y 35 dias después del inicio del almacenamiento, y la concentraciéon de DGGMR (0,3 mM) en la solucién de sustrato
para medir la actividad lipasa de (6) anterior se reemplazé con la concentraciéon de DGGMR (0,27 mM) en la
solucion de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado de 1 [2] anterior, por lo que para calcular la
relacion de la concentracion de 6'-metilresorufina generada en relacién con la concentracion de DGGMR (1 mM)
cuando la solucion de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado de 2 (2) anterior se usé como
segundo reactivo (representado en %).

Especificamente, se calculd "la relacion de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo en relacion

con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo" (es decir, la relacion de degradacion de DGGMR)
(representada en %).
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4. Resultados de la medicion

La tabla 3 y la figura 5 muestran "la relacion de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo con
respecto a la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo" (es decir, la relacion de degradacion de DGGMR)
(representado en %) cuando se us6 la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa de 2(1) anterior como
segundo reactivo, que se determiné en 3 anterior.

La tabla 3 y la figura 5 también muestran "la relacion de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo
en relacién con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo” (es decir, la relacion de degradacién de DGGMR)
(representada en %) cuando la solucién de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado de 2 (2) anterior
se usd como segundo reactivo, que se determind en 3 anterior.

La tabla 3 y la figura 5 muestran "la relacion de degradacion de DGGMR" determinada con el tiempo en relacién con
"la relacion de degradacion de DGGMR" designada como "0" el dia del inicio del almacenamiento (Dia 0).

En la figura 5, el eje horizontal indica la duracion del almacenamiento de reactivos (representado en el nimero de
dias) y el eje vertical indica la relacion de degradacion de DGGMR (representada en %).

En la figura 5, "la relacion de degradacion de DGGMR" de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa esta

representada por el simbolo "w" y "la relacion de degradaciéon de DGGMR" de la solucion de sustrato del reactivo de
control disponible en el mercado esta representada por el simbolo "A".

Tabla 3
Duracién del Relacion de degradacion de DGGMR
almacenamiento de Solucién de sustrato para medir la Solucién de sustrato de reactivo de control

reactivos actividad lipasa disponible en el mercado

0 dias 0,0 % 0,0 %

7 dias 0,1% 0,6 %

15 dias 0,2 % 1,4 %

21 dias 0,2 % 2,0%

35 dias 0,4 % 3,3%

5. Analisis

(1) La tabla 3 y la figura 5 demuestran que, como resultado del almacenamiento a 30 °C durante 35 dias, "la
relacion de degradacion de DGGMR" de la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa es del 0,4 %

La tabla 3 y la figura 5 también demuestran que, como resultado del almacenamiento a 30 °C durante 35 dias, "la
relacion de degradacion de DGGMR" de la solucién de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado
es del 3,3 %.

Especificamente, "la relacion de degradacion DGGMR" de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa es
significativamente menor que "la relacién de degradacion de DGGMR" de la solucion de sustrato del reactivo de
control disponible en el mercado.

(2) Sobre la base de los resultados obtenidos en este ejemplo, en consecuencia, se descubrié que las soluciones
eran capaces de suprimir eficazmente la degradacion de DGGMR, una estabilidad de almacenamiento excelente
y capaz de realizar mediciones precisas durante un largo periodo de tiempo.

[Ejemplo 5] (Verificacion de los efectos de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa -5)

Se reexaminaron los efectos de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa con respecto a la estabilidad de
almacenamiento.

1. Reactivo

Se preparé la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa (es decir, la solucién de sustrato para medir la actividad
lipasa que comprende la solucién de emulsion).

Como control, se us6 una solucién de sustrato de un reactivo disponible en el mercado.
También se prepard una soluciéon tampon.

[1] Preparacion de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa de la presente invencién
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(1) Una porcion (0,045 g) del sustrato para medir la actividad lipasa, es decir, éster de (6-metilresorufina) de acido
1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR) distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japén)), se fraccioné en un
vaso de precipitados (volumen: 10 ml).

(2) Posteriormente, una porcion (0,6 g) del aceite de silicona modificado no reactivo de tipo cadena lateral (tipo
modificado con poliéter); KF-355A (distribuidor: Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Japén)), se fracciond y se afiadio al
vaso de precipitados de (1).

(3) Después de la adicion (2) anterior, el contenido del vaso de precipitados se agité a 67 °C para mezclar el
sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado (KF-355A) en el vaso
de precipitados.

Este proceso de mezcla (agitacion) se realizé durante 5 minutos para preparar una "mezcla del sustrato para medir
la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador mdultiple en "3".

(4) Posteriormente, se afiadié una "cierta cantidad (4,0 ml) de tampén de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0 a 20
°C)" (toda) la "mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona
modificado” en el vaso de precipitados de (3) con agitacion a temperatura ambiente (25 °C) con el uso de una
micropipeta.

Después de la adicion, la agitacién continud a temperatura ambiente (25 °C) durante 5 minutos. De esta forma, la
"cierta cantidad (4,0 ml) de tampdn de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0 a 20 °C)" se mezcl6 con (toda) la "mezcla
preparada mezclando el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente modificado aceite de
silicona".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador mdultiple en "3".

(5) Posteriormente, se afiadi6 adicionalmente una cierta cantidad de tampén de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0
a 20 C) al "liquido mixto preparado mezclando la mezcla (es decir, la mezcla del sustrato para medir la actividad
lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado) y una cierta cantidad de tampdn de L-tartrato de sodio
40 mM (pH 4,0 a 20 °C)" de

(4) anterior, para llevar el volumen final a 200 ml.

(6) A través del procedimiento descrito anteriormente, se preparo la solucién de sustrato para medir la actividad
lipasa (el sustrato para medir la actividad lipasa:DGGMR; el presente aceite de silicona modificado:KF-355A).

En la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa, la concentracion del sustrato para medir la actividad lipasa
(DGGMR) fue de 0,3 mM y la del presente aceite de silicona modificado (KF-355A) fue del 0,3 % (p/v).

Ademas, no se observé gradiente de concentracion ni fuerte turbidez en la solucién de sustrato para medir la actividad
lipasa. Se confirmd visualmente que la solucion de sustrato se habia mezclado uniformemente.

[2] Reactivo de control disponible en el mercado

Un reactivo disponible en el mercado para medir la actividad lipasa (un kit de reactivos para medir la actividad lipasa);
es decir, Liquitech Lipase Color Il (distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japon)), se usé como reactivo de control.

El "Liquitech Lipase Color II" (en adelante, en ocasiones denominado "reactivo de control disponible en el mercado")
comprende un primer reactivo (es decir, un tampoén) y un segundo reactivo (es decir, una solucién de sustrato)
(comprende DGGMR como sustrato para medir la actividad lipasa a 0,27 mM).
En este ejemplo se usé6 una "solucién de sustrato" del "reactivo de control disponible en el mercado".
[3] Preparacion de la solucién tampén
El componente reactivo siguiente se disolvié a la concentracién designada en agua pura y el nivel de pH se ajusté a
8,4 (20 °C) para preparar la solucion tampon.
Bicina (un tampoén) 40 mM
2. Alimacenamiento de reactivo
(1) La solucion de sustrato para medir la actividad lipasa preparada en 1 [1] anterior se almacené a 10 °C en
oscuridad durante 390 dias.
(2) La solucion de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado preparado en 1 [2] anterior se almacend

a 5 °C en oscuridad durante 300 dias.

3. Medicion de la cantidad de degradacion del sustrato
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(1) Eltampdn del dia en que se produjo en 1 [3] anterior designado como el primer reactivo y la solucion de sustrato
para medir la actividad lipasa almacenada a 10 °C (en oscuridad) en 2 (1) anterior designado como segundo
reactivo se sometieron a la medicién que se describe a continuacion.

La medicién se realizé el dia del inicio del almacenamiento de la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa
(Dia 0), 90 dias después del inicio del almacenamiento, 180 dias después del inicio del almacenamiento, 270 dias
después del inicio del almacenamiento, 360 dias después del inicio del almacenamiento y 390 dias después del
inicio del almacenamiento con el uso de la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa almacenada durante
el periodo de tiempo designado.

Al principio, se afiadieron 960 ul del segundo reactivo a 1.600 pl del primer reactivo para preparar un liquido mixto.
(2) Posteriormente, la absorbancia del liquido mixto obtenido en (1) anterior se midié6 a 580 nm con el uso del
espectrofotometro de la serie DU-7500 (distribuidor: Beckman Coulter, Inc. (Japoén)).

(3) Posteriormente, la absorbancia del tampén del dia en que se produjo en 1 [3] anterior se midié a 580 nm como
una prueba del blanco con el uso del espectrofotémetro de la serie DU-7500 (distribuidor: Beckman Coulter, Inc.
(Japon)).

(4) Posteriormente, la diferencia en la absorbancia se determin6 restando la absorbancia medida en (3) anterior
(es decir, un valor del blanco) de la absorbancia medida en (2) anterior.

(5) Posteriormente, la diferencia en la absorbancia determinada en (4) anterior se dividié por el coeficiente de
absorcién molar de 6'-metilresorufina a 580 nm (es decir, 60,65 (representado en cm x umol™)), para calcular la
concentracion de 6'-metilresorufina generada tras la degradacion de DGGMR durante el almacenamiento
(representado en mM).

(6) Posteriormente, la concentracion de 6'-metilresorufina (representada en mM) generada tras la degradacion
durante el almacenamiento determinado en (5) anterior se dividié por la concentracion de DGGMR (0,3 mM) de la
solucion de sustrato para medir la actividad lipasa de 1 [1] anterior, para calcular la relacion de la concentracion de
6'-metilresorufina generada en relacién con la concentracion de DGGMR (1 mM) (representada en %).
Especificamente, se calcul6 "la relaciéon de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo en relacion
con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo" (es decir, la relacion de degradacion de DGGMR)
(representada en %).

(7) Los procedimientos descritos en (1) a (6) anteriores se realizaron de la misma manera, excepto que la solucion
de sustrato para medir la actividad lipasa como segundo reactivo en (1) anterior se reemplazé con la solucion de
sustrato del reactivo de control disponible en el mercado almacenado a 5 °C (en oscuridad) durante 300 dias en 2
(2) anterior, la medicién en (1) se realizé el dia del inicio del almacenamiento (dia 0), 90 dias después del inicio del
almacenamiento, 150 dias después del inicio del almacenamiento y 300 dias después del inicio del
almacenamiento, y la concentracion de DGGMR (0,3 mM) en la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa
de (6) anterior se reemplaz6 con la concentracion de DGGMR (0,27 mM) en la solucion de sustrato del reactivo de
control disponible en el mercado de 1 [2] anterior, por lo que para calcular la relacién de la concentracion de 6'-
metilresorufina generada en relaciéon con la concentracion de DGGMR (1 mM) cuando la solucion de sustrato del
reactivo de control disponible en el mercado de 2 (2) anterior se us6 como segundo reactivo (representado en %).

Especificamente, se calculd "la relacion de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo en relacion
con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo" (es decir, la relacion de degradacion de DGGMR)
(representada en %).

4. Resultados de la medicion

La tabla 4 y la figura 6 muestran "la relacion de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo con
respecto a la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo" (es decir, la relacion de degradacion de DGGMR)
(representado en %) cuando se us6 la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa de 2(1) anterior como
segundo reactivo, que se determiné en 3 anterior.

La tabla 4 y la figura 6 también muestran "la relacion de DGGMR degradado durante el almacenamiento del reactivo
en relacion con la concentracion de DGGMR (1 mM) en el reactivo” (es decir, la relacion de degradacién de DGGMR)
(representada en %) cuando la solucién de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado de 2 (2) anterior
se usd como segundo reactivo, que se determind en 3 anterior.

La tabla 4 y la figura 6 muestran "la relacion de degradacion de DGGMR" determinada con el tiempo en relacién con
"la relacion de degradacion de DGGMR" designada como "0" el dia del inicio del almacenamiento (Dia 0).

En la figura 6, el eje horizontal indica la duracion del almacenamiento de reactivos (representado en el nimero de
dias) y el eje vertical indica la relacion de degradacion de DGGMR (representada en %).

En la figura 6, "la relacion de degradacion de DGGMR" de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa esta

representada por el simbolo "w" y "la relacion de degradaciéon de DGGMR" de la solucion de sustrato del reactivo de
control disponible en el mercado esta representada por el simbolo "A".
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Tabla 4
. Relacion de degradacion de DGGMR
Duracion del
almacenamiento de Solucién de sustrato para medir
reactivos
0 dias 0.0 %
90 dias 0,1%
180 dias 0,3 %
270 dias 0,4 %
360 dias 0,6 %
390 dias 0,6 %
Duracion del Relacion de degradacion de DGGMR
almacenamiento de Solucién de sustrato de reactivo de control
reactivos disponible en el mercado
0 dias 0,0 %
90 dias 0,6 %
150 dias 1,2%
300 dias 21 %

5. Analisis

(1) La tabla 4 y la figura 6 demuestran que, como resultado del almacenamiento a 10 °C durante 390 dias, "la
relacion de degradacion de DGGMR" de la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa es del 0,6 %

La tabla 4 y la figura 6 también demuestran que, como resultado del almacenamiento a 5 °C durante 300 dias, "la
relacion de degradacion de DGGMR" de la solucién de sustrato del reactivo de control disponible en el mercado
es del 2,1 %.

Especificamente, "la relacion de degradacion DGGMR" de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa es
significativamente menor que "la relacién de degradacion de DGGMR" de la solucion de sustrato del reactivo de
control disponible en el mercado.

(2) Sobre la base de los resultados obtenidos como resultado de la refrigeracion en este ejemplo, en consecuencia,
se descubrié que las soluciones eran capaces de suprimir eficazmente la degradacién de DGGMR, una estabilidad
de almacenamiento excelente y capaz de realizar mediciones precisas durante un largo periodo de tiempo.

[Ejemplo 6] (Verificacion de los efectos de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa -6)

Se reexaminaron los efectos de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa con respecto a la estabilidad de
almacenamiento.

1. Reactivo

En total, se prepararon tres lotes de soluciones de sustrato para medir la actividad lipasa (es decir, las soluciones de
sustrato para medir la actividad lipasa que comprende la solucién de emulsion.

(1) Una porcion (0,045 g) del sustrato para medir la actividad lipasa, es decir, éster de (6'-metilresorufina) de acido
1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR) distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japén)), se fraccioné en un
vaso de precipitados (volumen: 10 ml).

(2) Posteriormente, una porcion (0,6 g) del aceite de silicona modificado no reactivo de tipo cadena lateral (tipo
modificado con poliéter); KF-355A (distribuidor: Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Japén)), se fracciond y se afiadio al
vaso de precipitados de (1).

(3) Después de la adicion (2) anterior, el contenido del vaso de precipitados se agité a 67 °C para mezclar el
sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado (KF-355A) en el vaso
de precipitados.

Este proceso de mezcla (agitacion) se realizé durante 5 minutos para preparar una "mezcla del sustrato para medir
la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador multiple en "3".

(4) Posteriormente, se afiadié una "cierta cantidad (4,0 ml) de tampén de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0 a 20
°C)" (toda) la "mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona
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modificado” en el vaso de precipitados de (3) con agitacion a temperatura ambiente (25 °C) con el uso de una
micropipeta.

Después de la adicion, la agitacién continué a temperatura ambiente (25 °C) durante 5 minutos. De esta forma, la
"cierta cantidad (4,0 ml) de tampdn de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0 a 20 °C)" se mezcl6 con (toda) la "mezcla
preparada mezclando el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente modificado aceite de
silicona".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador mdultiple en "3".

(5) Posteriormente, se afiadi6 adicionalmente una cierta cantidad de tampén de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0
a 20 °C) al "liquido mixto preparado mezclando la mezcla (es decir, la mezcla del sustrato para medir la actividad
lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado) y una cierta cantidad de tampdn de L-tartrato de sodio
40 mM (pH 4,0 a 20 °C)" de (4) anterior, para llevar el volumen final a 200 ml.

(6) A través del procedimiento descrito anteriormente, se preparé la solucién de sustrato para medir la actividad
lipasa (el sustrato para medir la actividad lipasa:DGGMR; el presente aceite de silicona modificado:KF-355A).

El resultante se design6 como el primer lote.

(7) Los procedimientos descritos en (1) a (6) anteriores se repitieron dos veces para preparar por separado las
soluciones de sustrato para medir la actividad lipasa (el sustrato para medir la actividad lipasa: DGGMR,; el presente
aceite de silicona modificado: KF-355A).

Los resultantes se designaron como el segundo lote y el tercer lote, respectivamente.

(8) En todo el primer lote, el segundo lote y el tercer lote de soluciones de sustrato para medir la actividad lipasa
preparadas en (1) a (7) anteriores, la concentracion del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) fue de
0,3 mM y la del presente aceite de silicona modificado (KF-355A) fue del 0,3 % (p/v).

Ademas, no se observé gradiente de concentracion ni fuerte turbidez en estas soluciones de sustrato para medir la
actividad lipasa. Se confirmé visualmente que las soluciones de sustrato se habian mezclado uniformemente.

2. Almacenamiento de reactivo

El primer lote, el segundo lote y el tercer lote de las soluciones de sustrato para medir la actividad lipasa preparadas
en 1 anterior se almacenaron por separado a 10 °C en oscuridad durante 16 meses.

3. Medicion del didmetro de las micelas en la emulsion de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa

El primer lote, el segundo lote y el tercer lote de las soluciones de sustrato para medir la actividad lipasa almacenada
en 2 anterior se sometieron a la medicion de los didmetros de las micelas en sus emulsiones.

La medicién se realiz6 el dia del inicio del almacenamiento de la soluciéon de sustrato para medir la actividad lipasa
(Dia 0) y 16 meses después del inicio del almacenamiento con el uso de la solucién de sustrato para medir la actividad
lipasa almacenada durante el periodo de tiempo designado.

(1) El primer lote, el segundo lote y el tercer lote de las soluciones de sustrato para medir la actividad lipasa
almacenadas a 10 °C (en oscuridad) durante 16 meses en 2 anterior se introdujeron en celdas de plastico
separadas en cantidades de 2 ml cada una.

(2) Posteriormente, una sonda optica (fibra optica) de un analizador dinamico de distribucion del tamafio de
particula con dispersion de luz (modelo: Nanotrac UPA-EX250; distribuidor: Nikkiso Co., Ltd. (Japdn)) se inserto
en cada celda de plastico una por una. Se midieron los diametros (tamafios de particula) de las micelas en una
emulsion de cada uno del primer lote, el segundo lote y el tercer lote de las soluciones de sustrato para medir la
actividad lipasa en cada celda de plastico. La medicion se realizé a temperatura ambiente (25 °C).

4. Resultados de la medicion

La figura 7 muestra la distribucién de los diametros (tamafios de particula) de las micelas en una emulsion del primer
lote de la solucion de sustrato para medir la actividad lipasa medida en el punto 3 anterior, La figura 8 muestra la
distribucion de los diametros (tamafios de particulas) de las micelas en una emulsiéon del segundo lote de la solucion
de sustrato para medir la actividad lipasa y la figura 9 muestra la distribucion de los diametros (tamafios de particulas)
de las micelas en una emulsion del tercer lote de la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa.

La figura 7, la figura 8 y la figura 9 muestran el diametro promedio (tamafio de particula) en una emulsion de la solucién
de sustrato para medir la actividad lipasa.

En la figura 7, la figura 8 y la figura 9, el eje horizontal indica el diametro (tamafio de particula) de las micelas en una
emulsion (el promedio, representado pm) en el eje vertical indica la frecuencia (representado en %).

En la figura 7, la figura 8 y la figura 9, una linea discontinua representa los resultados de la medicion el dia de inicio
del almacenamiento (dia 0) y una linea continua representa los resultados de la medicion 16 meses después del inicio
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del almacenamiento.
5. Analisis

La figura 7, la figura 8 y la figura 9 demuestran que la distribucién de los diametros (tamafios de particula) de las
micelas en las emulsiones de cualquiera del primer lote, el segundo lote y el tercer lote de las soluciones de sustrato
para medir la actividad lipasa esta dentro de un intervalo de 100 nm a 200 nm (0,1 um a 0,2 ym) y en las proximidades
del mismo en funcién de los resultados de las mediciones obtenidas el dia de inicio del almacenamiento (dia 0) y 16
meses después del inicio del almacenamiento.

La figura 7, la figura 8 y la figura 9 también demuestran que la distribucién de los diametros (tamafios de particula) de
las micelas en las emulsiones de cualquiera del primer lote, el segundo lote y el tercer lote de las soluciones de sustrato
para medir la actividad lipasa determinada el dia de inicio del almacenamiento (Dia 0) es sustancialmente la misma
que la determinada 16 meses después del inicio del almacenamiento.

Tal como se ha descrito anteriormente, el diametro (tamafio de particula) de las micelas en una emulsién de la solucion
de sustrato para medir la actividad lipasa esta dentro de un intervalo de 80 nm a 600 nm, de modo que la velocidad
de reaccién con la lipasa es alta, una emulsién es estable y una solucién de sustrato para medir la actividad lipasa
puede almacenarse y usarse durante un largo periodo de tiempo. En realidad, se confirmé que la distribucion de los
diametros (tamafios de particula) de las micelas en una emulsién se mantuvo estable durante un largo periodo de
tiempo (es decir, durante 16 meses).

[Ejemplo 7] (Verificacion de los efectos del reactivo para medir la actividad lipasa

Se examinaron los efectos del reactivo para medir la actividad lipasa con respecto a la estabilidad de almacenamiento
(el reactivo que comprende la solucién de sustrato para medir la actividad lipasa).

1. El reactivo para medir la actividad lipasa
Se prepararon el primer reactivo y el segundo reactivo para medir la actividad lipasa.
[1] Primer reactivo

Los componentes reactivos siguientes se disolvieron a la concentracion designada en agua pura y el nivel de pH se
ajustd a 8,4 (20 °C) para preparar el primer reactivo para medir la actividad lipasa

Desoxicolato de sodio (un promotor de lipasa) al 2 % (p/v)

Cloruro de calcio (un activador de lipasa) 20 mM

Colipasa (derivada de pancreasa porcina; distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japén)) 750K Unidad/I (10 mg/l)
Bicina (un tampoén) 80 mM

El primer reactivo se preparo por separado (tres veces en total) y los resultantes se designaron como el primer lote, el
segundo lote y el tercer lote de los primeros reactivos de los reactivos para medir la actividad lipasa.

[2] Segundo reactivo
En total, se prepararon tres lotes de los segundos reactivos de los reactivos para medir la actividad lipasa.

(1) Una porcion (0,045 g) del sustrato para medir la actividad lipasa, es decir, éster de (6-metilresorufina) de acido
1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico (DGGMR) distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japén)), se fraccioné en un
vaso de precipitados (volumen: 10 ml).

(2) Posteriormente, una porcion (0,6 g) del aceite de silicona modificado no reactivo de tipo cadena lateral (tipo
modificado con poliéter); KF-355A (distribuidor: Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Japén)), se fracciond y se afiadio al
vaso de precipitados de (1).

(3) Después de la adicion (2) anterior, el contenido del vaso de precipitados se agité a 67 °C para mezclar el
sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado (KF-355A) en el vaso
de precipitados.

Este proceso de mezcla (agitacion) se realizé durante 5 minutos para preparar una "mezcla del sustrato para medir
la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador mdultiple en "3".

(4) Posteriormente, se afiadié una "cierta cantidad (4,0 ml) de tampén de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0 a 20
°C)" (toda) la "mezcla del sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona
modificado” en el vaso de precipitados de (3) con agitacion a temperatura ambiente (25 °C) con el uso de una
micropipeta.

Después de la adicion, la agitacién continud a temperatura ambiente (25 °C) durante 5 minutos. De esta forma, la
"cierta cantidad (4,0 ml) de tampdn de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0 a 20 °C)" se mezcl6 con (toda) la "mezcla
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preparada mezclando el sustrato para medir la actividad lipasa (DGGMR) y el presente modificado aceite de
silicona".

La agitacion se realiz6 montando el vaso de precipitados sobre un agitador multiple (modelo: M-3; distribuidor: AS
ONE Corporation (Japon)) y haciendo girar una barra magnética en el vaso de precipitados mientras ajusta el dial
de una unidad de control del agitador mdultiple en "3".

(5) Posteriormente, se afiadi6 adicionalmente una cierta cantidad de tampén de L-tartrato de sodio 40 mM (pH 4,0
a 20 C) al "liquido mixto preparado mezclando la mezcla (es decir, la mezcla del sustrato para medir la actividad
lipasa (DGGMR) y el presente aceite de silicona modificado) y una cierta cantidad de tampdn de L-tartrato de sodio
40 mM (pH 4,0 a 20 °C)" de

(4) anterior, para llevar el volumen final a 200 ml.

(6) A través del procedimiento descrito anteriormente, se preparé la solucién de sustrato para medir la actividad
lipasa (el sustrato para medir la actividad lipasa:DGGMR; el presente aceite de silicona modificado:KF-355A).

El resultante se designd como el primer lote del segundo reactivo para medir la actividad lipasa.

(7) Los procedimientos descritos en (1) a (6) anteriores se repitieron dos veces para preparar por separado las
soluciones de sustrato para medir la actividad lipasa (el sustrato para medir la actividad lipasa: DGGMR,; el presente
aceite de silicona modificado: KF-355A).

Los resultantes se designaron como el segundo lote y el tercer lote de los segundos reactivos para medir la actividad
lipasa, respectivamente. (8) En todo el primer lote, el segundo lote y el tercer lote de soluciones de sustrato para medir
la actividad lipasa preparadas en (1) a (7) anteriores, la concentraciéon del sustrato para medir la actividad lipasa
(DGGMR) fue de 0,3 mM y la del presente aceite de silicona modificado (KF-355A) fue del 0,3 % (p/v).

Ademas, no se observé gradiente de concentracion ni fuerte turbidez en estas soluciones de sustrato para medir la
actividad lipasa. Se confirmé visualmente que las soluciones de sustrato se habian mezclado uniformemente.

2. Alimacenamiento de reactivo
(1) El primer lote, el segundo lote y el tercer lote de los primeros reactivos para medir la actividad lipasa preparados
en 1 [1] anterior se almacenaron por separado a 10 °C en oscuridad durante 13 meses.
(2) El primer lote, el segundo lote y el tercer lote de los segundos reactivos para medir la actividad lipasa preparados
en 1 [2] anterior se almacenaron a 10 °C en oscuridad durante 13 meses.
3. Muestra
Los siguientes "(1) suero de control 1" "(2) suero de control 2" y "(3) suero de control 3" se usaron como muestras.
(1) Suero de control 1
Un suero de control disponible en el mercado para el control de calidad (es decir, Aalto Control IM; distribuidor: Shino-
Test Corporation (Japon)) se mezcld con la misma cantidad de un "prototipo" de un suero de control para el control de
calidad (es decir, Aalto Control Il; distribuidor: Shino-Test Corporation (Japon)). La mezcla resultante se usé como el
"suero de control 1".

(2) Suero de control 2

Un "prototipo" de un suero de control para el control de calidad (es decir, Aalto Control II; Shino-Test Corporation
(Japodn)) se utilizé como el "suero de control 2".

(3) Suero de control 3

Un suero de control disponible en el mercado para el control de calidad "QAP troll 2X" (nimero de produccion: QL-
215; distribuidor: Sysmex Corporation (Japon)) se utilizé6 como el "suero de control 3".

4. Medicion de la actividad lipasa en una muestra

Con el uso del primer reactivo y el segundo reactivo para medir la actividad lipasa almacenados a 10 °C (en oscuridad)
durante 13 meses en 2 anterior, la actividad lipasa en las muestras de 3 anterior se midié usando un analizador clinico
7180 (distribuidor: Hitachi High-Technologies Corporation (Japon)).

La medicion se llevé a cabo el dia del inicio del almacenamiento del primer reactivo y el segundo reactivo para medir
la actividad lipasa (Dia 0), 3 meses después del inicio del almacenamiento, 6 meses después del inicio del
almacenamiento, 9 meses después del inicio del almacenamiento, 12 meses después del inicio del almacenamiento y
13 meses después del inicio del almacenamiento con el uso del primer reactivo y el segundo reactivo para medir la
actividad lipasa almacenada durante el periodo de tiempo designado.

(1) En el analizador clinico 7180, se afiadieron 160 pl del primer lote del "primer reactivo" almacenado en 2 (1)
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anterior como el primer reactivo a 2,6 yl de cada una de las muestras descritas en 3 anterior (es decir, (1) suero
de control 1, (2) suero de control 2 'y

(3) suero de control 3) y la reaccién se dejo proceder a 37 °C.

(2) Posteriormente, entre el punto 16 (270,093 segundos después de la adicion del primer reactivo) y el punto 17
(286,977 segundos después de la adicion del primer reactivo), se afiadieron 96 pul del primer lote del "segundo
reactivo" almacenado en el punto 2 (2) anterior como el segundo reactivo y se permitié que la reaccion prosiguiera
a 37 °C.

(3) Posteriormente, se midié un cambio en la absorbancia desde el punto 20 (340,510 segundos después de la
adicién del primer reactivo) y el punto 24 (411,887 segundos después de la adicion del primer reactivo) a una
longitud de onda principal de 570 nm y otra longitud de onda de 700 nm (un cambio en la absorbancia se midié en
funcién de un aumento en la concentracion de 6'-metilresorufina generada en respuesta al valor de la actividad
lipasa en una muestra).

(4) Como calibrador para la calibracion, se usé un "calibrador Il (C.f.a.s. Il) para analisis automatizado "(Lote No.
167255-01; distribuidor: Roche Diagnostics K. K. (Japdn)).

Los procedimientos (1) a (3) descritos anteriormente se realizaron de la misma manera, excepto porque este
"calibrador Il (C.f.a.s. Il) para el andlisis automatizado" se utiliz6 como muestra. Se determiné un cambio en la
absorbancia cuando se uso el calibrador "calibrador Il (C.f.a.s. Il) para el analisis automatizado"para la medicién
(se midi6 un cambio en la absorbancia en funcion de un aumento de la concentracion de 6'-metilresorufina
generada en respuesta al valor de la actividad lipasa (valor conocido) en el calibrador).

(5) Se uso solucion salina fisiolégica para medir un reactivo blanco.

Los procedimientos (1) a (3) descritos anteriormente se realizaron de la misma manera, excepto porque se usé
solucion salina fisioldgica como muestra y se determind un cambio en la absorbancia cuando se midio la solucién
salina fisioldgica (se midié un cambio en la absorbancia del reactivo blanco).

(6) Posteriormente, se calculd una "diferencia en un cambio en la absorbancia de la muestra” restando el cambio
en la absorbancia del reactivo blanco entre los puntos anteriores calculados en (5) anterior con respecto al cambio
en la absorbancia de cada muestra de 3 anterior entre los puntos anteriores calculados en (3) anterior.

Ademas, se calculé una "diferencia en un cambio en la absorbancia del calibrador" restando el cambio en la
absorbancia del reactivo blanco entre los puntos anteriores calculados en (5) anterior con respecto al cambio en la
absorbancia del calibrador (con un valor de actividad lipasa conocida) entre los puntos anteriores calculados en (4)
anterior. Posteriormente, se compararon la "diferencia en el cambio en la absorbancia de la muestra", la "diferencia
en el cambio en la absorbancia del calibrador" y el "valor de la actividad lipasa del calibrador" conocido. A
continuacion se calculé la proporcion para determinar el valor de la actividad lipasa de cada muestra como se
describe en 3 anterior.

(7) Los procedimientos descritos en (1) a (6) descritos anteriormente se realizaron de la misma manera, excepto
porque el primer lote del "primer reactivo" almacenado en 2 (1) anterior como el primer reactivo en (1) anterior fue
reemplazado por el segundo lote y el primer lote del "segundo reactivo" almacenado en 2 (2) anterior, ya que el
segundo reactivo de (2) fue reemplazado por el segundo lote. Se determin6 el valor de la actividad lipasa de cada
muestra de 3 anterior cuando se us6 el segundo lote del primer reactivo y se usé el segundo lote del segundo
reactivo.

(8) Asimismo, los procedimientos (1) a (6) descritos anteriores se realizaron de la misma manera, excepto porque
el primer lote del "primer reactivo" almacenado en 2 (1) anterior como el primer reactivo en (1) anterior fue
reemplazado por el tercer lote y el primer lote del "segundo reactivo" almacenado en 2 (2) anterior, ya que el
segundo reactivo de (2) fue reemplazado por el tercer lote. Se determiné el valor de la actividad lipasa de cada
muestra de 3 anterior cuando se uso el tercer lote del primer reactivo y se uso el tercer lote del segundo reactivo.

5. Resultados de la medicion

La tabla 5 muestra el valor de la actividad lipasa de cada muestra de 3 anterior medida en 4 anterior.

En la Tabla 5, la unidad del valor medido (el valor de la actividad lipasa de cada muestra) se representa en Unidad/I.
En la Tabla 5, un valor numérico entre paréntesis representa un valor calculado dividiendo el valor medido (el valor de
la actividad lipasa) por el valor medido (el valor de la actividad lipasa) de cada muestra el dia del inicio del

almacenamiento (Dia 0) en porcentaje.

La Figura 10 muestra el valor de la actividad lipasa de cada muestra de 3 anterior determinada con el uso del primer
lote del primer reactivo y el primer lote del segundo reactivo en 4 anterior.

La Figura 11 muestra el valor de la actividad lipasa de cada muestra de 3 anterior determinada con el uso del segundo
lote del primer reactivo y el segundo lote del segundo reactivo en 4 anterior.

La Figura 12 muestra el valor de la actividad lipasa de cada muestra de 3 anterior determinada con el uso del tercer
lote del primer reactivo y el tercer lote del segundo reactivo en 4 anterior.

En la figura 10, la figura 11 y la figura 12, el eje horizontal indica la duracién del almacenamiento de reactivo
(representado en el nimero de meses) y el gje vertical indica el valor medido (el valor de la actividad lipasa de cada
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muestra) (representado en Unidad/l).

En la figura 10, la figura 11y la figura 12, el valor medido se representa con el simbolo "®" cuando la muestra es "(1)
suero de control 1", el valor medido se representa con el simbolo "A" cuando la muestra es "(2) suero de control 2" y
el valor medido se representa con el simbolo "u"

ES 2783 857 T3

Tabla 5

cuando la muestra es "(3) suero de control 3".

Duracion del almacenamiento
de reactivos

Valor medido (valor de la actividad de lipasa de la muestra)

Primer reactivo/Segundo reactivo: Primer lote

Suero de control 1 | Suero de control 2 | Suero de control 3

Inicio del almacenamiento 74,8 127,5 31,5

[100 %] [100 %] [100 %]
73,4 127,3 31,7

3 meses (98 %) (100 %) (101 %)
75,0 128,8 31,6

6 meses (100 %) (101 %) (100 %)
73,4 129,1 31,7

9 meses (98 %) (101 %) (101 %)
74,1 128,9 30,9

12 meses (99 %) (101 %) (95 %)
75,1 128,7 31,3

13 meses (100 %) (101 %) (99 %)

[Unidad de valor medido: Unidad/I]

Duracion del almacenamiento
de reactivos

Valor medido (valor de la actividad de lipasa de la muestra)

Primer reactivo/Segundo reactivo: Segundo lote

Suero de control 1

Suero de control 2

Suero de control 3

Inicio del almacenamiento 4T 127.3 31,5
[100 %] [100 %] [100 %]
73,8 127,4 31,9
3 meses (99 %) (100 %) (101 %)
75,0 128,7 31,6
6 meses (100 %) (101 %) (100 %)
73,2 128,9 32,7
9 meses (98 %) (101 %) (104 %)
74,0 128,5 30,4
12 meses (99 %) (101 %) (97 %)
75,3 128,9 31,4
13 meses (101 %) (101 %) (100 %)
[Unidad de valor medido: Unidad/I]
Duracién del Valor medido (valor de la actividad de lipasa de la muestra)
almacenamiento de Primer reactivo/Segundo reactivo: Tercer lote
reactivos Suero de control 1 | Suero de control 2 | Suero de control 3
Inicio del almacenamiento 74,9 127.9 314
[100 %] [100 %] [100 %]
73,7 128,1 31,8
3 meses (98 %) (100 %) (101 %)
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(continuacién)

6. Analisis

Duracién del Valor medido (valor de la actividad de lipasa de la muestra)
almacenamiento de Primer reactivo/Segundo reactivo: Tercer lote
reactivos Suero de control 1 | Suero de control 2 | Suero de control 3
75,1 128,8 31,5
6 meses (100 %) (101 %) (100 %)
73,4 129,4 32,6
9 meses (98 %) (101 %) (104 %)
74,4 129,1 31,3
32 meses (99 %) (101 %) (100 %)
75,3 128,8 31,1
13 meses (101 %) (101 %) (99 %)

[Unidad de valor medido: Unidad/I]

(1) La tabla 5 y la figura 10 demuestran que, cuando se utilizan el primer lote del primer reactivo y el primer lote
del segundo reactivo para medir la actividad lipasa, el valor medido durante el almacenamiento del reactivo es del
98 % al 100 % en el caso de "(1) suero de control 1", es del 100 % al 101 % en el caso de "(2) suero de control 2"
y es del 98 % al 101 % en el caso de "(3) suero de control 3", en relacién con el valor medido (el valor de la actividad
lipasa) el dia de inicio del almacenamiento (Dia 0).

(2) La tabla 5 y la figura 11 demuestran que, cuando se utilizan el segundo lote del primer reactivo y el segundo
lote del segundo reactivo para medir la actividad lipasa, el valor medido durante el almacenamiento del reactivo es
del 98 % al 101 % en el caso de "(1) suero de control 1", es del 100 % al 101 % en el caso de "(2) suero de control
2" y es del 97 % al 104 % en el caso de "(3) suero de control 3", en relacién con el valor medido (el valor de la
actividad lipasa) el dia de inicio del almacenamiento (Dia 0).

(3) Ademas, la tabla 5 y la figura 12 demuestran que, cuando se utilizan el tercer lote del primer reactivo y el tercer
lote del segundo reactivo para medir la actividad lipasa, el valor medido durante el almacenamiento del reactivo es
del 98 % al 101 % en el caso de "(1) suero de control 1", es del 100 % al 101 % en el caso de "(2) suero de control
2" y es del 99 % al 104 % en el caso de "(3) suero de control 3", en relacién con el valor medido (el valor de la
actividad lipasa) el dia de inicio del almacenamiento (Dia 0).

(4) Es decir, La tabla 5, La figura 10, la figura 11 y la figura 12 demuestran que el valor medido (el valor de la
actividad lipasa) 13 meses después del inicio del almacenamiento (a 10 °C en oscuridad) es sustancialmente el
mismo que el valor medido (el valor de la actividad lipasa) el dia de inicio del almacenamiento (dia 0) en cualquiera
del primer lote, el segundo lote y el tercer lote de los primeros reactivos y los segundos reactivos para medir la
actividad lipasa. De manera mas especifica, la capacidad del reactivo para medir la actividad lipasa se mantiene
estable durante un largo periodo de tiempo (es decir, durante 13 meses).

(5) Sobre la base de los resultados examinados en este ejemplo, en consecuencia, se confirmoé que las soluciones
eran excelentes en estabilidad de almacenamiento y eran capaces de realizar mediciones precisas durante un
largo periodo de tiempo.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una composicién que comprende un aceite de silicona modificado de tipo modificado con poliéter no reactivo
de tipo cadena lateral junto con éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico para
estabilizar una solucion de sustrato para medir la actividad lipasa, que comprende éster de (6'-metilresorufina) de acido
1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico como sustrato para medir la actividad lipasa.

2. Uso de una composicion que comprende un aceite de silicona modificada de tipo modificado con poliéter no reactivo
de tipo cadena lateral con éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-dilauril-rac-glicero-3-glutarico para estabilizar
una solucion de sustrato para medir la actividad lipasa que comprende éster de (6'-metilresorufina) de acido 1,2-o-
dilauril-rac-glicero-3-glutarico como sustrato para medir la actividad lipasa.
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Relacién de degradacion de DGGMR
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Fig. 3
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 8
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