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ACHTU]IG

I.IENN SIE PROPAN, AfiAN ODER ANDERE BRENNBARE SEKUNDARE KRYOGENE VERI{ENDEN

UND SICH DIESE II.I FLOSSIGEN ODER GASFOR!'IIGEN ZUSTAND II'I RAUM BEFINDEN,

BEACHTEN SIE BITTE FOLGENDES:

RAUCHEN SIE GRUNDSATZLICH NICHT

VERI{ENDEN SIE KEIN OFFENES FEUER ODER LICHT.

LESEN UND BEACHTEN SIE DIE

S ICHERHEI TS.ANI{EI SUNGEN

AUF SEITE 5 ff.

OBI{OHL DIESES GERAT ALLE
SIE SI$I VOR DER ERSTEN

BEIGNNTEN SICHERHEITSVORSCHRIFTEN ERFOLLT, SETZEN
INBETRIEBMH]G BITTE MIT IHRB.I ZUSTANDIGB{ SICHER.
HEITSINGENIEUR IN VERBINDUNG.

h'llr sind dauernd bemUht, unsere Erzeugnisse irmer reiter zu vervollkormnen,
m den Ansprtichen der modernsten Untersuchungstechniken gerecht ar werden
und neuen Methoden die t{ege zu weisen. Dieses Bestreben bedingt fallweise
Anderungen m rnchanischen und optischen Ar.rfbau. Alle Beschreibungen urd
Abbildungen in Katalogen und Gebrauchsanweisungen, rio alle zahlenmdBigen
Angabo Uber den rBchanischen Aufbau und Uber die optischen Daten unserer
Instrumente sind daher unverbindl ich.
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VORSICHTSI.IASSM,}IMEN BEI DER KRYOPRAPARATION

Bei der Beachtung der wesentlichen l/orsichtsmaBnahmen sowie bei der
vemendung des heute Ublichen Instrumentariuns besteht kein Sicher-
heitsrisilo bei der AusfUhrung von KryoprEparationen. Achten Sie je-
Oocn-Oarauf, daB die wenigen entscheidenden Regeln, die nachfolgend zu-
iamnengesteitt sind, von illen mit der Kryofixationseinrichtung KF 80

iorie tit Oen daal notwendigen Kryopr8parationen BefaBten bei der Arbeit
beachtet und eingehalten rerden-

t.

2.

3.

BEI DER ARBEIT MIT FLUSSIGEI,I STICKSTOFf Ll{2 IST ZU BEACHTEN

Lt{2 ist extrem katt und siedet bei -196oC. Stickstoffgas (GN2) entweicht
daher ebenfalls mit sehr niederen Tenperaturo aus dem siedenden LN2.
Beachten Sie, daB sowohl Lt€ und GM wie Gegensttnde, die mit Ll€ oder
kaltem GN2 in Kontakt stehen (2.B. Rohrverbindungen, Ventile, Schlduche,
Behfllter oder Stopfen), sclnere KElteschflden hervorrufen k6nnen , z.B.
Frostblasen und Verbrennungen auf der llaut und Argen

LN2 dehnt sich beim Verdampfen etwa im Verhlltnis I : 700 aus. Aus I Liter
entsteht demnach fast I m3 Stickstoffgas (GNz). Achten Sle daher darauf, daB
beim Verdanpfen gr0Berer Stickstoffmengen (2.8. beim llnfUllen von Lt{2) der
Raum stets gut beluftet ist. LN2-Reste durfen aus Behaltern nur im Freien
entfernt weiden: Zweckm6Big ist ein AusgieBen in elne mit Kies gef0llte
Grube oder in einen mit Kies gefUllten BehElter, wo Ll€ rasdt und gefahr-
los verdampft.

Stickstoffgas (GN2) ist geruchlos und geschmacklos und unterscheidet sich
daher beim-Einatmen nicht von Luft. GM selbst ist nicht gesundheitsschHdi-
gend. Trotzdem reduziert ein hdherer GN2-GehaIt der Luft (Normalgehalt etra
7g f eM neben 2t % Sauerstoff) den Sauerstoffgehalt und bewirkt dadurch ohne
vorangehende Syrnptome (2.B. SchwindelgefUhl, Benonmensein) unmittelbar Ohn-
maclrt-und tiefe BewuRtlosikeit: Soweit Unklarheit 0ber den Sauerstoffanteil
der Luft besteht, wird die Anwendung eines Gasanalysators mit einem Anzeigen-
bereich von 0 bis 25 % Sauerstoff empfohlen. Eine Gefahr besteht, wenn der
Sauerstoffgehalt unter 18 % absinkt. Verbleibt eine bewuBtlose Person
in der sauerstoffarmen tlngebung, so kann der Tod eintreten.

IM ERNSTFALL SOFORT ARZT UND KRANKEN}IAGEN VERSTANDTGEN!

BEI AUSETZEN DER ATI4UNG SOFORT KONSTLICH BEAII-IEN!

Stellen Sie den LM-Behtlter aus den dargelegten GrUnden niemals in ge-
schlossene fibstellriunB oder KamrBrn. Die Abdampfrate von DuargefiBct
kann bet Defekten infolge unsachgem6lster Handhabung (StoB oder mechanische
Besch6digung) sowie durch natUrllchen VerschleiB bei langjilhrigem Gebrauch
auf mehrer Liter/Tag ansteigen und in geschlossenen Rflumen zu einer geflhr-
lichen Reduktion des Sauerstoffanleils der Luft fUhren.

Bedenken Sie, daB vom KF 80-System bei normalem Betrieb ca. I Liter LM pro
Stunde verdampft werden. Diese l,lenge entspriclrt etra I m3 GN2/h. Halten Sie
den Arbeitsraum deshalb stets gut belUftet und beachten sie die Hinweise der
vorangehenden Punkte 2 und 3.

4.

E
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6. 0ben Sie gr6Bte Yorsicht, wenn Sie raumrarme Gegensttnde mtt LI{2 in Beriihrung
bringen. Es bildet sich hierbei zun6chst eine isolierende Gasschicht aus, die
einen gr0Beren l{Ermetransfer ausschlieBt. In dieser Periode verdampft ver-
gleichsweise wenlg LM. Sowie sidr jedoch der eingebrachte Gegenstand abge-
k0hlt hat, tritt ein oftmals nlcht mehr errartetes starkes Sieden und Ver-
spritzen von LN2 auf.

7. Vermeiden Sie beim Hantieren rnit Lt{2 Schutzbrillen wie (a), Stiefel wie
(c), geschlossenes Schuhwerk rie (e) und Schutzhandschuhe wie (g), au
denen eingetretener Ll'12 nlcht sofort wieder entreichen kann. Der durch Ver-
spritzen in eirp geschlossene Schutzbrille r,ie (a) eingedrungene LM verdampft
augenblicklich und fUhrt zu starken Verbrennungen, beyor ein Abnehmen.oder
Ziehen gelingt. Vervenden Sie daher stets ausschlieBlidr oben und insbesondere
UNTEN OFFENE SCHUTZBRILLEN wie (b) UIT SEITLICHER ABDECKUNG, aus dCNEn LM SO-
fort wieder austreten kann. Vemenden Sie Stiefeln nur, renn lange lockere
(NICHT ENGE) Hosen DARUBER sitzen wie (d) und diesen Spalt komplett abdecken.
Tragen Sie im Labor nur offene Slipper rie (f), keire geschlossene lhlbschuhe
oder Pumps. Tragen Sie zu den offenen Sandalen ausschlieBlich Hosen, die ohne
Umschlag glatt enden, so daB verspritzter LlZ glatt ablaufen kann. ilehrcn Sie
beim umgieBen von Lll2 oder beim Einbringen des Deuarkopfes in den Dewar kelnes-
falls Schutzhandschuhe, sondern h6chstem ein offenes Flanelltuch (h), das Ihre
HEnde gegen Kaltteile isoltert. Asbesthandschuhe sind auschlieBlich zum An-
greifen trockener lolter Teile, nicht zum Hantieren mit LIC geeignet.

8.. SpUlen Sie bei Verbrennungen durch versprltzendes LM sofort die betroffenen
Hautpartien ausgiebig mit k6rpemarnBn l{asser. Srchen Sie bei stErkeren Ver-
brennungen sofort danach einen Hautarzt auf.

SUCHEN SIE BEI LN2.EIN}IIRKUNG AUF EIN AUGE SOFORT EINEN AUGENARZT AUF, NACH-

DEM SIE DAS AUGE VORHER AUSGIEBIG !,IIT HANDT{ARMEN hIASSER GESPULT HABEN!

9. Verwenden Sie nach MOglichkeit im Laborbetrieb keine DerargefflBe aus Glas, ins-
besondere keine Glasderars mit einem Inhalt Uber I l. Glasdewars bersten oft
ohne ersichtllchen Grund oder bei unbeabsichtigt unsachgemlRer Hand-
habung, die nicirt immer ausgeschlossen werden kann (BerUhrung mit thtallinstru-
menten etc.). Arbeiten Sie nicht ohne eine OFFENE Schutzbrille mit Lt€ in einem
Glasdewar. Ersetzen Sie nach MOglichkeit Glasdewars durch t,letallbehilter.
Achten Sie darauf, daB derartige MetallgefERe speziell als VorratsbehElter
fUr Ll€ gekennzeichnet sind, da nur diese Beh6lter eine risikofreie Aufbe
wahrung von Lll2 gewdhrleisten. FUr die tdglichen PrEparationsarbeiten sind
l,'letallwannen (l cm Styropor-Isolation), StyroporbehElter oder Kunststoff-
wannen +) ausgezeichnet geeignet und em6glichen eine vollkormen risiko-
lose Prlparation.

10. 0berprUfen Sie regelmEBig in jedem Quartat die Abdampfrate Ihrer Metall-Dewar-
gef6Be und vergleichen Sie die gerrpssenen Abdampfraten mit den vm der Firma
angegebenen l{erten. Die Abdampfrate eines intakten Metalldewars liegt bei ein-
wandfreier Beschaffenheit erheblidr uriter I Liter LN2/Tag. Defekte GefEBe mit
h6herer AMampfrate sind ein Sicherheitsrisiko und sollten daher entweder aus-
sortiert oder repariert werden.

+)Kunststoffwannen fiir Lt€-Prflparationen Iiefert in unterschiedlichen Dimensionen
und_Ausftihrungen sowie nach l,laBgabe der Flrma Kurt l{igge GnbH., An Taubenfeld 3l ,
D-6900 Heidelberg-t{i ebl i ngen.
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11. Normale Dewargef6Be wie der Metalldewar 25 LD des KF 8O-Systems sind keine
Druckbeh6lter: VerschlieBen Sie daher derartige Deuargef8Be ausschlieBlich
mit den hierfiir vorgesehenen Stopfen (Skizze A, unten), relche einen hin-
reichend groBen Spalt zum plOtzlichen Abdampfen von GN2 auftreisen und locker
auf dem Derarhals aufliegen. Achten Sie durch laufende Kontrollen, daB sich
der Stopfsr nicht durch Eisniederschlige festsetzt (Skizze B). VerschlieBen
Sie niemals ein DewargefEB durch selbst hergestellte YerschlUsse (Skizze C).
Ein gasdicht verschlossenes Derargef6B kann bei ErschUtterungen oder beim
Beregen (Transport) explosionsartig GM freisetzten und dabei platzen. Hierbei
wird-dann (u.U. tn einem Fahrzeug) auf einmal der gesamte LN2 verdampft
(25 Liter L!{2 = 20 m3 GN2! ). Eln sachgerechter Stopfen "steigE" bei einem
Bewegen des Deuars und dem dadurd hervorgerufene plOtzlichen Verdampfst
einer gr0Beren Ll€-Menge im Hals hoch und gibt den l{eg fiir die entsprechenden
GN2-l,,lengen frei (Skizze D). Die hierbei eventuell mit austretende geringe LM-
Menge stellt kein wesentliches Sicherheitsrisilo dar.
HIlll{EIS: Der VerschluB des Derargefflks mit dem Dewarkopf der Nactfiillautomatik
der KF 80 ist im Hinblick auf dle doppelte Sicherung durch die Steigleitung
mit stromlos-offenem Magnetventil und das auf einen Drtck von 35 bar einge
stellte Oberdruckventil antlich gestattet. Der Aufbau eines schidlichen Drucks
im lhwar wird durch die beiden MaBnahnBn praktisdr ausgeschlossen.

EisniederschlagII
B

Fes VerschluB mit Dichtungter

L

Lose Auflage
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12.

r3.

Lassen Sie Ll{2 nicht in offenen GeflBen im Austausch mit der Raumatmosphiire
stehen. Der Siedepunkt von LN2 (-l96oc) liegt tiefer als der Siedepunkt von
verfl0ssigtem Sauerstoff (-l&l'C). Bei hinreichenden Austauschfl6chen wird
Sauerstoff aus der Luft im Austausch gegen Stickstoff aufgenmrpn. Ll€ mit
einem hohen Fliissig-Sauerstoff-Gehalt bekomnt eine schwach bliuliche Farbe.
In diesem Fall ist Vorsicht geboten, weil angereicherter Fliissig-Sauerstoff
hefti ge Uerbrennungspnozesse begiinsti gt.

Achten sie darauf, daB in Ihr DerargefilB ausschlieBlich Ll€ eingefUllt
rird. Bringen Sie bei der BefUllung in einer zentralen Uerteilerstelle
deutlich sichtbar die Beschriftung "NUR FLUSSIGSTICKST0FF' oder der-
gleichen an. Achten Sie auf die Farbe des Kryogens: EINE BLfl,LIfiE
FARBUNG ZEIGT EINEN ERHEBLICHEN SAUERSTOFFANTEIL frN (vgt. yorangehenden
funkt) Fltlssig-Sauerstoff reichert sidt bei lfngerer Lagerurq 0r, da er mit
-18:loc einen h6heren Siedepunkt als Lt{z (.l96"C) aufreist.

FUllen Sie ein Dewargef6B niemals bls zum Hals mit LM (Sktzze A). Im Fall
eines Siedeverzugs besteht die Gefahr, daB die sidr sehr rasdr vergrtBernden
Gasblasen den im Hals befindlichen Ll{2 herausschleudern (Skizze B). Achten
Sie daher, daB der LN2-Spiegel stets unterhalb des lhlsabschnitts liegt
(Skizze C). Beachten Sie dabei, daB meistens die Llnge L der Yerschalung
von der Lflnge L des Dewarhalses abweicht!

14.

LN2 Spiegel

:_-:---
L-----.
F_-_--t-_-_i
t-_-_-t
t_ _ J
E--:]
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BEI DER ARBEIT I{IT PROPAN IST ZUSATZLICH ZU DEN BEHORDLICHEN SICHERHEITSVOR.

SCHRIFTEN +) FOLGENDES ZU BEACHTEN

15. Gasf6rmiges Propan ist schrerer als Luft, sinkt daher zu Boden und bildet im

Kellerr6rimen exblosive Propan/Luft-&misdte. Die Anrendung von Propan in
Kellerr6umen iSt daher unt-ersagt. Liegen die Arbeitsrlume im ErdgeschoB oder
in einem obergeschoB, So flleBran kleine Propangasmengen durch die Tiirritzen
ab und stellen keine Gefahr dar-

,16. Beim Verflgssigen yon Propan mit Lt€ darf kein offenes Feuer (Bunsenbrenner)
im Ram unterhilten werdeh, da sich Propandflmpfe rasdr entzUnden und Propan-

im verftUssigten Zustand auch bei tiefen Temperatur (-190'C) leicht entzUndlich
ist und mit hoher Stichflanre brennt-

17. Propangasflaschen niemals zur Entnahme flilssi.gen Propans. auf den Kopf stellen.
fntieiEnendes flUssiges Propan verdampft in diesem Fall bei Raumtenperatur in
erheblichem ltrnfang. Das ent'stehende Piopan/Luft-Gemisch ist hochexploslv und

kann durdr einen [leinen Funken eines Eiektroger6ts (2.B. Schalter) gezUndet
werden.

Fltissiges Propan

18. Schiitzen Sie sich sorgffllltig yor versprttzten Propan bei <ler Immersions-Kryo-
fixation: Propan erzeugt durdr seinen relativ geringen. Dampfdruck auf der lhut'
insbesondere aber an den Augen, erheblich stErkere Verbrennungen als Ll'{2'9as
sofort verdampft. Verrenden-Sie stets ein Schutzschlld bei der Immrsions-Kr1o-
fixation. Setien Sie zus6tzlich eine Schutzbrille auf. Soweit tiefgekUhltes
propan auf die llaut oder auf die Ar.rgen trifft, betroffene K6rperpartie sofort
ausgiebig mlt k0rpemarmem tlasser spUlen und elnen Arzt aufsuchen.

+)Nachdem fUr verschiedene Ltnder unterschieliche Sicherheitsvorschriften gel-
t6n und die gegebenen Vorschriften von yerschiedenen Institutionen unterschied-
lich gehanOnibt werden, empfehlen wir vor dem Gebrauch von Propan dringend eine
Anfrage beim zusttndigen Sicherteitsingenieur.

'_-_---l--_---:
-_-_-_-_t_-_-_-_r---_ _ _ -r- - - --_-_-_-_i_-_---:

F=---=
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1

1.1

AUFSTELLEN UND INBETRIEBMHME

BASISGER,AT ( I )

Vor dem AnschlieBen des Basisger6ts
trollieren Sie die Spannungsangabe
Gerflte-R0ctcrand (2).
Setzen Sie den Lampenhalter (5) so in
schraube (7) in die Orientierungsnut
(7) mit einem 2 rm Inbusschl0ssel und
Sockel (14).

(l) an die elektrische Spannung (4) kon-
des Spannungswahlschalters (3) an der

die Fassung (5) ein, daB die Inbus-
(8) paBt. Fixieren Sie die Inbusschraube
verbinden Sie den Stecker (9) mit dem

1.2 INJEKTOR.TRAGER

Hthlen Sie den geeigneten Injektor-TrEger aus.

1.2.1 IN.]EKTOR-TRAGER SH (13) FtlR PRAPARAT.STIFTE

Dieser Tr6ger wird zur Immerslons-Kryofixation von Prflparat-BIdckchen (15)
auf Prflparat-stiften (16,17) und (21) fUr Srspensions-Mikrotropfen venrendet.

ilil!ililil!ilillllllllll' Iilllllllllllllllllllll
[ililtrilililililililil1 " !llllllll!lllllllllilll



1.2.2 INi,EKTOR.TRAGER BG (221 (bATE gTid) FUR PINZETTE

Dieser Injektor-TrEger q!r( fUr die Iniektion von_Suspensionen (23) qu|
;i;A unO6tilmten ttetz (20), in einer Draht0se (25) oder als Sandtrich-Pr6-
parat (26) vemendet-

1r9 25

1.2.3 MONTAGE DER INJEKTOR.TRAGER

Drehen Sie die Montage-Ptatte (27) in die Arbeitsposition., 9.|t.,!qf gef.e-

derte entiiegetungsaiopf (28) ieiit nach links, der Klemrhebel (29) nach

iecnis. Scnt6ben 5ie Obn ius6ewthlten Injektor-Trilger von vorn bis zum End-

anicniag auf dte tlontageplatte und fixieren Sie diese durch Drehen des

Klermhebels (29) im Uhrzeigersinn.

27 29

119 24 23
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I.3 ZUBEHOR

1.3.1 STEREoIIIKRoSKoP

l{enn n6tig (2.B. fUr dle bare-grid-Methode), kann ein STEREOSTAR-l4tkroskop
(38) mittels des l{ikroskop-Trflgers (39) und des Schwenkarms (40) am Basis-
derit (1) montiert rerden. Dazu tOsen Sie zun6chst die Schrauben (4,l) und
trennen den Mikroskop-Tr6ger (39) vom Schrenkarm (40), indem Sie die Achse
(42) aus dem Schrenkarm (40) herausziehen. 0ffnen Sie das Gelenk des Schwenk-
arms (40) so, daB der Arm geraG ist (t80o). Setzten Sie die belden Inbus-
schrauben (43) ein und schrauben Sie diese in die beiden Gewindebohrungen
(aa) am Sockel des Basisgr6tes fest. SchlieBen Sie den Schwenkarm, indern.
Sie-den Oberteil von rechts nach links bewegen und setzen Sie die Achse (42)
des l.likroskop-Trigerc so in die 0ffnung (45) ein, daB die Fokussierkn6pfe
zum Benutzer reisen. Setzen Sie das l.likrtskop so in den TrEger ein, daB
die Okulare nadr oben zeigen und befestigen Sie es mit der Schraube (47).
Die H0he des Mikroskops wird bei ge6ffneter Schraube (41) mit der R6ndel-
hUlse (48) eingestellt. Fixieren Sle die Schraube (41) wieder. Bei der Ar-
beit lflBt sich-die H6he des !4ikroskop durch Schwenken den Trflgers (39)
gegen seine Achse(42) justieren.

Fokussiert witt mit den
Kn6pfen (46). l{enn das Mikros-
kop nicht gebraucht rird,
kann es mit dem Schwenkarm (40)
auf die rechte Seite geschwenkt
werden.

O
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1 .3.2 KYROTRANSFER.EINRICHTUNG

Fgr die ',bare-grid"-Methode rird el!e.Kyrotransfer-Einrichtung-ben6tigt.
Sie iirA nicn lOsen der Schrauben (50) irnd Entfernen des Deckels (49) an

der Schleusenoffnung des Basisgerlts befestigrt. [eitere Informationen er-
halten Sie von den Herstellern der Kryotransfer-Einrichtung.

?

2.1

2.1.1

49 50

I l,tl,lERS I ONS-KRYOFI XATI 0N ( p lunge freez i ng )

VORBEREITUNG DES GERATES

HICHTIG: Vor dem HerunterkUhlen des Geriites soll ein kurzes Ausheizen
durchgefUhrt werden, un alle Restfeuchtigkei! lm Ger6t zu verdampfgn:
t{enn iieses erste Ausheizen ausgelassen wird, ist unter Umstiinden keine
Kryogen-Verf lUssigung mfulich. In diesem Fall ist ein vollstEndiger Aus-
neizlZyftus notwendig (ca. 2 Stunden mit automatischer Endabschaltung;
siehe iuch ltbschnitt-2.4 ABSCHLUSS DER KRY0-ARBEIT).

ERSTES AUSHEIZEN

Driicken Sie den grUnen Hauptschalter (51) auf der Bedienungs-Frontplatte
(52). Drgcken Sie Oie Hetztaste H (53) und schalten Sie das akustische
Signat mit dem groBen Anzeigen-schalter (,l30) aus. l{arten Sie 5 Minuten.
Stepen Sie den-Kryogen-Behtlter (33) auf der linken Seite des Basisgeriites
(t) unter oder vor-die Arbeitsfliiche. Vertinden Sie den_[Iyogen-einlaB-
itutzen (31) des Basisgerdtes und das Reduzier-Ventil (32) des Kryogel-Be-
halters (3S) mit dem flexiblen Sil,iton-schlauch (30). 0ffnen Sie das Redu-
zierventil,-spulen kurz mit trockenem warmen Kryogengas und schlieBen Sie
das Ventil wieder.

Schalten Sie die Heizung durch DrUcken des tlauptschalters (51) aus. (Ef
Schalter H (53) springt beim DrUcken des Hauptschalters (51) heraus!), 0ff-
nen Sie den schwarzen Deckel (71) des VerflUssigers nadt links mit einem
Holzstabchen (95). Schalten Sie das Licht mit dem Schalter L (721 ein. Setzen
Sie das Kryogen-R6hrchen (68) mit dem lhnipulator (69) in die 0ffnurg des
VerflUssigers (70) ein. .14-

lffil - [E"-

- 
o€k:o

Hffid#b.;



ACHTUNG: Der trlanlpulator (69) steht unter Federvorspannung
wenn die beiden giriffelten Grtffe zusittllnpngedrflckt werden,
sich beim Loslassen.

und Offnet sich,
und schlieBt

L,;

h::

Die beiden blanken MetatlplEttchen (94) werden in die Rille des BehElters
(58) elngefilhrt, indem die beiden Arm des thnipulators zusmmenggfllgck!
ierierr. Eeim Loslassen rasten die beiden l,letallarme in der Rille (75) ein.
Nach lhehung um 90o wir{ der tlanipulator (69) mit dem Kryogenbeh6lter (qq)
an den fest6n, nicht geriffelten Seiten festgehalten und der Behiilter (68)
bis zum Anschtag in die 0ffnung des Verf liissigers (70) eingeschoben. l{enn

der Schlitz (73) iiber dem oberen Rand des Behilters sichtbar wird, ist er
korrekt eingesetzt. Der l,hnipulator (69) wirt nach ZusammndrUcken der Arme

herausgezogen.

I3l

\
\

30

-15-



2.1.2 HERUNTERKUHLEN DES GERATES

2.1.2.I AUTOMATISCHES NACHFULLEN VON LNz UND KRYOGENVERFLOSSIGUNG

Als Zusatz zum Basisger6t (l) ist eine automatische NachfUlleinrichtung (,l0)
erhalilich. Henn zum-Betrieb der KF 80 eire bereits vorhandene
UacfrfUtleinrichtung von einem REICHERT-JUNG Gefrierschneldsypte.m Fg 4.

verrendet werden soll, so muB zuntchst eire gedruckte elektrisdte Karte
vom autorisierten Service in das Basisgerlt (l) eingebaut werden. Bei Ver-
wendung der automatischen Nactrftilleinrichtung ul$ da.s-Basisgere! am.besten

ao am jinken Rand eines Arbeitstisches aufgestellt, daB noch genUgend

FiaU fih das Dewargef8 (54) neben dem Tisdr bleibt. hhnn der Platz neben

dem Ttsch nicht fUr-das DdwaigefiB ausreicht, so kary.dieses auch vor dem

Tisdr in der Nfie der linken Seite des Basisgerflts (1) q'lfgestellt- werden.
Sieiten Sie das DewargeftB (54) auf den Rolluntersatz_(55) und 0ffnen. Sie
den Deckel (56). FUllen Sie den ltsrrar (54) bis eta 15 cm unter den oberen
Rand mit fliissisem Stictrstoff (LN2). Setzen Sie die NachfUlleinrichtung
(iOi erst tn dei Dewar (54) ein, nachdem Sie sich davon tlberzeugrt-labgl' daB

der'Dichiungsring (57) iicntig an der Unterseite des Flansches (58).sitzt
und daB Aei-Scniiuiaeifet (59i mit dor dazugehOrigen Dichtungsring (60)

vollstlndig geschlossen ist.

Stecken Sie den Vielfachstecker (ll) in die Buchse (12) an der Geh6us-RUck-

iinO (21-Ois-sCsisserats (l). veiUtirOen.Sie den LM-Auslaq (36) der Nachf0ll-
einriintung (t0) uid den lM-eintaB (37) des Basisgerits (t) mit dem steifen
Poliamid-sintauch (34) in der ARIIAFLEX-Isollerung-

Bei Beginn des FUllvorganges. sollen sowohl der Schiebedeckel mit Glasfenster
(Oet ais auch die Klapie (02) auf der linken Seite des GerEts gedffnet sein.

Fuhren Sie nun die Nachfiilleinrichtung (10) sehr vorsichtig und so..langsam
in Ois giiuttte DewargefaB (54) ein, daB kein L!€ Uberkocht. Beim Ober-
kochen ion LM heben Sie Aie NachfUlleinrichtung sofort wieder an und un-
teiUiecnen so V0LLSTANDIG den Kontalct aschen NaclrfUlleinrichtung (10)
und flussigem Stickstoff (t-tlZ1. Danach fiihren Sie die Nachfulleinrtchtung
noO einmal- sehr langsan din.-Die beiden Flansch-Hfllften (58, 62) werden
mit der Klemnzange (61) zusanunengedrUckt und der Dewar druckverschlossen.
oii iUOampfende Stiirstoff-Gas (GuZ) entweicht durd ein offenes Magnetventi I
aus der Nichfulleinrichtung, bis der START-K4opf (63) gedrUckt wird und/
oOir-Oer iietfacnstecker (Ti) in die Buchse (12) der Ger6terUckwand (2) des
Baslsgerflts (1) gesteckt ist. Mit etwas Ubung liiBt sich der erste FUllvor-
gang durdr eine rasche Ausftihrung dieser Schritte abkUrzen-
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Das Schaubild auf der Bedienungsfrontplatte (52) zeigt nun die F0llstEnde
des DsargeftBes (80) und beim VerflUssiger (81) an. &-e!n Hup- und Blink-
Siqnat wainen den Benutzer, Henn der fl0ssige Stickstoff im DerargefEB
(gZ) oOer beim Yer-fl0ssiger (83) verbraucht ist. Das Hup-Signal .kann durch
oruiren der Taste (82) o<ler (83) ausgeschaltet rerden, wflhrend das zuge-
hOrtge L6mpchen bllnkt, bis Lt€ nachgef0llt wird.

l{enn der Derar (54) nachgef0llt rerden muB, nachdem die KF 80 bereits herun-
ter gek0hlt ist, dr0cken Sie dte STOP-Taste (131) und Offnen Sle den Schraub-
deckel (59). Nach dem FUllen des Derars durch dlese 0ffnung schlieBen Sie
den Schraubendeckel wieder und drUcken die START-Taste (63).

Zun schnellen Herunterk0hlen (rapid-cooling) drUcken Sie die RC-(54) und
die START-Taste (63). l{thlen Sie mtt dem Drehknopf (65) eine Terperatur
etwas 0ber dem Gefrierpunkt des vemendeten Kryogens nach der folgenden
Tabel le:

GEFRIERPUNKTE VON KRYOGENEI{

PR0PAN (Haushalts-)
Athan
FREOT{ 

,13 / FRIGEN 13
FREON 22 I FRIGEN 22
FREON 12 I FRIGEN 12

+) Propan kann l{asser enthalten. Der Gefrierpunkt liegrt
dann deutlidr h0her.

,' - t87"C+)
- 1710C
- ,l850c

- 1550C
- 1520c
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Im allgemeinen ist Propan das am besten geeignete Kryogen. Nur zum anschlie-
Benden-@frierschneiden bei sehr tiefen Tenperaturen (-l5OoC bis -t9OoC)
sollte Athan regen seines hOheren Dampfdrucks in diesem Temperaturbe-
reldr als Kryogen yeryendet rerden. Bei diesen Tenperaturen verdampft
Propan nicht vom Pr8parat. Dies resultiert in einem Schmieren an der Messer-
schnelde, rodurdr ein reproduziertares Schneiden verhindert wird.

l{arten Sie, bis die gerllnschte Temperatur erreicht tst. Dle Temperatur des
Yerflilssigers rird durch die Dtgital-Anzeige (76) angegeben, Henn der Knopf
CRY0GEN (77) gedriickt und beleuchtet ist. l{it dem Knopf GAS (78) wird die
Tenperaturmsiung ar einem Sensor (79) im gasfdrmtgen Stickstoff oberhalb
des Verfl0ssigers umgeschalten. Schalten Sie den RC-Knopf (64) wieder aus.

I{ICHTIG: Oberzeugen Sie sich, daB der Kryogen-BehElter mit Glasboden (68)
so tief in den Verfl0ssiger eingesetzt ist, daB der Schlitz (73) Uber dem
BehElter (68) sichtbar ist. Ist der Schlitz (73) ntcht slchtbar, so ist der
BehElter (68) nicht tlef genug eingesetzt. In diesem Fall muB der Behllter
(68) V0RSICHTIG mit dem l,lanipulator (74) bis auf den Boden des VerflUssigers
gedr0cK rerden, bis der Schlitz (73) sichtbar ist.
SchlieBen Sie den Deckel mit Glasfenster (56). Dieser Deckel dient als Schutz
vor mOglichen Kryogen-Spritzern und sollte deshalb beim Uerfltissigen imnpr
geschlossen seln. llm ein Beschlagen des Glasfenfensters zu verhindern ba.
ar beseitigen, vemenden Sie das mitgelieferte Anti-Beschlagtuch. 0ffnen
Sie das Kryogen-Reduzierventil (32) UUgSn!|. Nach ca. 10 sec. kann man das
verflUssigte Kryogen aus dem Schlitz (73) Uber dem Kryogenbeh6lter (68) in
diesen hineinlaufen sehen.

SchlieBen Sie das Kryogen-Ventil, sobald das fl0sstge Kryogen die Rille
(75) m oberen Ende des Kryogenbehilters (68) erreicht hat.
Die Terperatur des Verfltissigers kann durch das einstr6mende warme Gas so
erh6ltt werden, daB sie betrdchtlich iiber dem Gefrierpunkt des Kryogens liegen
kann. In diesem Fall drUcken Sie den RC-Knopf (64) noch einmal, bis die ge-
rUnschte Tenperatur rieder erreicht ist und schalten Sie den RC-Betrieb dann
wieder aus.

74
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2.1.2.2 MANUELLES MCHFOLLEN VON LNz UND KRYOGENYERFLOSSIGUNG

Die KF 80 kann ohne die als Zubeh6r erhtltliche automatische NachfUlleinrich-
tung (10) mit einer 4 bis 5 [ Derar-kanne wle folgrt geftillt werden:

Gehen Sie zr.mEchst nach den Punkten 2.1 bis 2.1.1 vor. t{Ehlen Sie mit dem

fnopf (65) dle gerlinschte.Krpgentenpgla-tur. Entfernen Sie_den Deckef (133)
und'stdckin den-Trichter (19) ln die 0ffnung (84). GleBen Sie vorsichtig
flgsslgen Stickstoff (LN2) aus der ltstrar-Kanne (85) in den Trichter, bls
der Ut€-spiegel gerade dte l{etallplatte (86)_erreicht. l{iederholen Sie dles
bis die gbuunschie Tenperatur erreiclrt ist. Die Terperatur des le{tUssigers
(70) wird auf der Digital-Anzeige (76) angegebenr-!el!-9er Knopf CRY0GEN

(ZZi gedruckt und beleuchtet ist. Mit dem Knopf GA-S (28).rird-die Terperatur-
messung zu elnem Sensor (79) im gasf0rmfggn Stlgkstoff oberhalb des Verfltlssl-
gens umgeschalten. Entfernen Sie den Trichter.(19) und schlieBen Sie den Yer-
itUssiglr mit dem Deckel mit dem Glasfenster (55). Dieser Deckel dient als
Schutz-vor m6glichen Spritzern von fl0ssigen_Kryoger und. sollte deshalb beim Yer-
flgsstgen im6r geschlbssen bleiben. lfin ein Beschlagel des Glasfensters zu Yer-
hindern Ozy. UesEltige, vemenden Sle das-mitgelieferte Anti-Beschlagtuch (18).
$ffnen Ste das Kryogen-Reduzierventil (32) LNNGSAII. Nach ca. l0 Sec. kann man

Oas vertiusiigte'rrlogen aus dem Schlii,z (Zg) uOer dern Kryggenbeh8l.te.r (eQ) t1
dlesen hineiniaufen-sehen. SchlleBen Sie das Kryogen-YentiI, sobald das flUssige
Kryogen dle Ritte (75) m oberen Rand des Beh6lters.(68) errelcht. Dle Tem-

oeiatur des Verfl0sslgers kann durch das einstrOrnende warme Gas so erh6ht
fierOen, d1B sie betredhtlich Uber dem &frierpunkt des Kryogem liego_kann.
In diesem Fall setzen Sie den Trichter (19) nochmals ein und gieBen Ll€
aus der iiewii-finne-ninein, bls Oer LN2-spiegel gera& die tibtallplatte erreicht-

84 85 75 68 73 70

Es steht nun genUgend Zeit zur Verftigung (ca. 30 min. ), u! verschiedene Pr6-
pirite einzutiierEn, bevor ein optisihes und akustlsgltgs.Signal. (81).anzeigrt,
haB Lt{2 nachgefiillt werden mrB. Yon nun an rird Ll€ NUR durch den Trichter
eingefflllt, [is das mlttlere Anzeigenl8@chen (8,l) aufleuchtet.

ACHTUNG: l{enn der L}8-Vomat beim Vbrfl0ssiger verbraucht ist, steigt die
Tenperatur des Kryogens allm6hlich an. Bei elner Kryogen-Tenperatur von
-70'oC beglnnt deshalb ein lauter Hupton, ung der groBe. Anzeigenschalter
,DAilGER eRvoeen EVAPoRATIoII' (130) blinkt. Der Huptor kann durch Drucken
des bltnkenden Schalters (.l30) ausgeschaltet werden. Gehen Sie dann nach dem

folgenden funkt 2.1.3 Yor.
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2.1.3.

2.1.3.1

ENTSORGEN DES VERFLOSSIGTEN KRYOGENS

Um n$gliche Risiken auszuschalten, muB das verfl0sslgte Kryogen nach AbschluB
der Kryopr6paration, oder renn der LN2-Uomat verbrauclrt ist, entsorgt rerden.

ENTSORGEN VON PROPAI{

Propan kann gefahrlos mit dem als Zubeh0r erhEltlichen Propanbrenner (87)
beseitigt werden, der aus einem Basiszylinder (88) und etnem Deckel mit Ge-
winde (89) besteht.

ACHTUNG: Der BehElter mit diesem Deckel dient AI,SSCHLIESSLICH ztm Uerbrennen
von Propan. FOLLEN SIE NIEffilS IRGENDEIN ANDERES FLTESIGES KYROGEN, INSBESON-
DERE i{ICHT ATHAN, IN DIESEN BRENNER.

OBERZEUGEN SIE SICH ZUERST, DASS KEIN PROPAi| Il,l BRENI{ER IST!
0ffnen Sle dazu IjNGSAI,I das Yentil (9,|) ur ar priifen, ob Sie GAS ausstr6nBn
h6ren. llenn dies der Fall ist zCInden Sle das Gas an und warten, bis es voll-
stEndig verbrannt ist.
offnen Sie den Schraubdeckel (89) gegen den Uhrzeigerriin unO nehmen Sie
den eventuell darin beflndlichen Kryogen-Behtlter (68) heraus. Prlifen Sle,
ob der Dichtungsring (90) an seinem Platz und das Uentil (9,l) geschlossen

h;
h;

ist. Prlifen Sie auch gelegentlldr bei abgekUhtten Brenner, ob der Brenner-
kopf (92) fest auf dem SchrauMeckel (89) aufgeschraubt ist (im Uhrzeigersinn! ).

Es rird er@fohlen, das Obertragen des Propans zuntchst mlt einem leeren
Kryogenbehtlter (68) Oei Zimnnrtenperatur zu Uben.
ACHTUNG: Der t'lanipulator (69) ,stent unter Feder-Yorspannung. Er 0ffnet, Henn
die beiden Arne zusannxEngedrUbkt werden und schlieBt beim Loslassen.

Die beiden blanken tletallplEttchen (94) rerden in die Ritle (75) eingefUhrt,
lndem dte beiden Arm des lhnipulators (69) zusammengedrUckt rerden. Beim
Loslassen schnappen die PlEttchen in die Rtlle (75). Drehen Sie nun den
ilanipulator um 90o, halten ltn an den nicht bereglichen glatten Seiten
und heben Sie den KryogenbehElter so aus dem Verfl0ssiger. Stellen Sie den
BehElter in den offenen Propan-Brenner urd nehnnn Sie den lthnlpulator (69)
heraus, lndem Sie dessen Arme zusanmendr0cken.

92
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Falls versehentlich kein BehElter (68) in den YerflUssiger eingesetzt rurde,
oder falls er sich nicht herausziehen leBt, gehen Sie reiter yor nach funkt
2.1.3.3 VERI{ENDUNG DES SPEZIAL-ENTSORGUNGSBEHALTERS uNd Setzen Sie an-
schlieBend hler fortt

Pr0fen Sle, ob der Dichtungsring (90) eingesetzt und das Yentil (91) ge-
schlossen ist. SchlleBen Sie den Deckel im Uhrzeigersinn. Lassen Sie das
Prcpan ca. 10 min. aufrErmen,Offnen Sie das Yentil (9!) und entzUnden Sle
das ausstrtXnende Gas. Je nachdem, rie reit das Ventil (91) ge0ffnet, ist,
verbrennt das Propan innerhalb von l0 bis 20 mtn. vollstEndlg.

t{enn das Propan aus dem Verfl0sslger entfernt lst, vergerissern Sie sich
bitte, daB das Kryogen-Reduzierventtl vollst6ndlg geschlosso isE und
setzen Sie bei Punkt 2.4 ABSCHLUSS DER KRYO-ARBEIT fort.

2.1.3.2 ENTSORGUNG VON ATHAN UND HALOGENIERTEN KOHLENI{ASSERSTOFFEN

Athan und halogenierte Kohlenrasserstoffe (FRE0N/FRIGEN) rerden rie in Punkt
2.1.3.1 beschrieben in den EntsorgungsbehElter (97) Uberf0hrt. tbr Deckel
(tOt1 darf nur ge6ffnet rerden (gegen den Uhrzetgerslnn), wenn'das ilanometer
(98) keinen Druck anzeigt. Sollte Druck angezeigrt rerden, so karm das Kryogen
entreder wieder verfl0ssigrt oder der Entsorgungsbehilter wird in einen Ab-
zug gebracht und das Uenttl (99) ge6ffnEt rerden, bls das Manomter keinen
Druck mehr anzeigt. Zur l{iederverfliissigung stecken Sie den flexlblen Stli-
konschlauch (30) auf den AuslaBstutzen (100) und k0hlen die KF80 herunter' wie in Punkt 2.1.2 beschrieben. 0ffnen Sie dann LANGSAI{ das Uentil (99).

I{ICHTIG: l{enn das verfliissigrte Kryogen bei eingeschalteter Beleuchtung im
Verfl[ssiger nicht absolut klar erscheint, sondern milchig-trlibe, enth6lt
es zuviel Feuchtigkeit und sollte nicht mehr f0r die Kryofixation ver-
wendet werden.

Nur wenn das l,lanoneter (98) kelnen Druck anzeigt, darf der Deckel (l0l) ge-
gen den Uhrzeigersinn a@eschraubt werden. Falls bereits ein Kryogenbehilter
(68) eingesetzt it, nehmen Sie ihn heraus. Uberprtifen Sie den richtigen
Sitz des Dichtungsringes (90). Es rird empfohlen, das 0bertragen von Athan
oder halogenierten Kohlenrasserstoffen zunflchst mit einen leeren Behtlter
(68) zu Uben.

L;
100
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ACHIUNG: Der ilanipulator (59) steht unter Feder-Vorspannung. Er Offnet, wenn
die beiden Arm zusiutmengedrUckt werden und schlieBt beim Loslassen. Dle
belden blanken l,letatlpltttchen (9a) werden in die Rllle (75) eingefUhrt,
indEn die beiden Arrm des lhnipulators (69) zusanunengedriickt werden. Beim
Loslassen schnappen die Pl6ttchen in die Rille (75). Drehen Sie nun den
l.hnipulator um 90o, halten itm an den nicht leregtidten_glatten-Seiten und
hebeir Sle den Kryogenbehtlter so aus dern Yerfl0ssiger. Stellen Sie den Behel-
ter ln den offenln-Propan-Brenner und nelmn Sie dCn tilantpulator (69) heraus,
lndem Sie dessen Arme zusamendr0cken. Falls versehentlich kein Behtlter
(68) in den Uer.flUssiger eingesetzt wurde, oder falls er sidt nicht heraus-
iiehen leBt, gehen Sie weiter vor nach Punkt 2.7.3.3 VERICENDUNG DES SPEZIAL-
ENTSoRGUNGSBEHILTERS und setzen Sie anschlleBend hier fort. SchlieBen Sie
den Deckel (l0l) um Uhrzeigerstnn und das Ventil (99). Stellen Sie den
Entsorgungs6ehiiter in einen Abzug und Offnen Sie das Ventll (99) oder heben
Sie das Kryogen zur spdteren tliederverfl[ssigurp auf.

2.I .3.3 VERI{ENDUNG DES SPEZIAL.ENTSORGUNGSBEHALTERS

Der Speziat-EntsorgungsbehElter ( 102) wird ben6tigt, Henn:

a. vergessen wurde, den Behllter (68) vor dem Yerfl0ssigen nach 2.,|.2 einzu-
setien. In diesem Fall wird der komplette Behllter (,l02), besteherd aus
zrei konzentrischen R0hrchen mit elnem Kugelvotil am Boden, mit dem
l.hnipulator (69) in den UerflUssiger eingesetzt. Dr0cken Sie den BehElter
fest zum Boden des VerflUssigers (70), damit sich das Kugelventil (.l05)
am Boden 6ffnet, und das Kryogen in den Beh6lter flieBt. llit Propan ver-
fahren Sie weiter nach 2.7.3.1, mit anderen Kryogenen nach 2.7.3.2.

b. der Behelter (68) im Verftiissiger (70) festgefroren ist und sich nicht
herausziehen ltRt. Dies kann vorkmntn, wenn das &r6t vor dem VerflUssi-
qen nicht ausgehelzt wurde. In diesem Fall entfernen Sie die luBere HUlse
(tos) des SpeiialbehElters (,l02) von der inneren H0lse (lo4). Setzen Sie
die innere H0lse in den Behdlter (68) im Verfllissiger (70) ein, und drUcken
Sie ihn bis auf den Boden des VerflUssigers. Dabei 6ffnet, sich das Kugel-
ventil (,l05), und das Kryogen str6mt in dem Spezialbehfllter. Nehmen Sie
den Spezialbeh6lter nun wieder aus dem Verflilssiger heraus. Mit Propan
verfahren Sie reiter nach 2.1.3.1. mit anderen Kryogenen nach 2.1.3.2.

L* hlll
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2.2 VERI{ENDUNG DES INJEKTORS SH (13) FUR PRfiPARATSTIFTE

Zur Immersions-Kryofixation von Pr6paraten auf Stiften f0r dle anschlieBen-
de Kryo-Ultramikritomie (REICHERT-fl,i{G &frierschneide-EINRICHTUNG rc F 4 D)
oder iur Entrlsserung bei tiefen Temperaturen (cryo dehydration) d.h. Ge-

friersubstitution (REICHERT-,LIG Kryosubstitutionsgerflt CS-auto) oder G+
friertrocltnung, rird der InJektortr6ger SH (13).nach 2.2.3 am Basisgerflt
(1) befesttgt. Setzen Sie den Transferbehfllter (1.l3) mit einer Pinzette in
dt6 0ffnung-(l15) und fOllen Ste ihn mlt Lt€, indem Sie ihn mit einem Holz-
sttbchen (95) nadt unten drllclten. Prtlfen Sie, 6 sidt verflllssigtes Kryogen
im Beh6lter (68) befindet. Spannen Ste die Feder des InJektors, indem Sie
dte reiBe Hulse (107) mlt einer Hand halten und mit der anderen am schwarzen
Kunststoffgriff (108) ziehen, bis Sie ein Klicken h6ren und dle Federkraft
niCtrt nehr-spiiren. Hiben Sie den RahnBn (109) des InJektortrflgers (,l3) aus
der horizontalen Lage an, bis er in der vertikalen Position einrastet.
Setzen Sie den Injeltorstab (,106) mit dem Orientierungsbolzen (ll0) nadt vorn
in die 0ffnung dei Rafrmens (109) so ein, daB der Bolzen (110) in die zuge-
horige ttrte (itl) paBt. Zlehen Sle den Entriegelungsknopf (ll6) heras und
kiooen den Rahmen (109) rieder in die horizontale Lage. Klelnere Prflparate
kOhiren arrf den Stift (16) aufgebracht rerden. ttsr Stift (21) dier.rt zum Ein-
frieren von $rspensions-Hikrotropfen und kann NUR in Uerblndung mit den
neuen FC 4 D-spinnzangen-ihlter verrendet rerden, die ab 1986 ausgeliefert
werden. GrOBerb Pr6paiatbl6ckchen mit Durchmesser bis zu 3 m werden auf den

Sttft (17) gegeben, die Bohrurq in diesem Stift, isL atr Aufnalm von Fasern
vorgesdhen.-tm dle Haftung der- Priparate auf den Stiften beim Einfrieren
zu ierbessern, solltc eln-geeigneter Kryo-Klebstoff (20) (z.B.TISSUE-Td(,
Saccharose, Gelatine oder Blut-Plasma) verrendet rerden. Stecken Sie den
piioiiattriqer-Stift mit der Pinzette (l18) tn dle Anfnahmebohrung (117)) des
lnJlitorsta6es (tO6) und halten Sie dabei die reiBe Kunststoffhtilse (107) fest.

il3

115

13 108 106 107 117 109 66
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106

r08 106 107

116 71 113 66

Prufen Sie, ob der schwarze Deckel (71) ge6ffnet, d.h. das Licht durch das
Kryogen sichtbar ist. Heben Sie den Rahnpn (109) des Injektortr6gers vm der
hoiiiontalen Lage an, bis er in der yertikalen Position einrastet. Legen Sie
eine Hand auf den Deckel mit Glasfenster (66) und den Daumen der anderen Hand

auf den Ausl6seknopf (1121. Schieben Sie nun den Deckel auf die rechte Seite
des Instruments uni drUcken Sie den Ausl6seknopf (112), sobald der Deckel (66)
den Injektionsweg freigibt. lr{enn der Transferbehiilter (1!3) noch nicht mit
Lt€ gefiillt ist,-drUcken Ste iln mit dem Holzstflbchen (95) nadt unten. Halten
Sie die weiBe HUlse (107) mit einer Hand, ziehen Sie den Injektorstab (106)
nadr oben, bis die Spitze des PrEparats sich gerade Uber dem VerflUssiger (70) be-
findet. Ztehen Sie den Entriegelungsknopf (28) heraus und schwenken Sie den
InjektortrEger (.l3) so nadr rechts, bis der Injektorstab (106) 0ber dem Trans-
teiUenatter-(113) steht. Halten Sie.den schwarzen Kunststoffbeh8lter (.l08)
aischen Mtti,el--und Zeigefinger un0 driicken Sie mit dem Daunren auf den Ar.rsstoBer
(t14). Der Stift mit dem gefrorenen Pr6parat fetlt nun in den Transferbehdl-
ter (113). Der Beh6lter (ll3) mit dem Pr6parat im Ll€ kann nun mit einer Pin-
zette zur AnschluBpriiparation gebracht werden. Legen Sie den vorderen metalli-
schen Teil des Injektorstabs (106) zum Aufw6rmen und Trocknen auf eine Heiz-
platte. Schieben Sie den Deckel (66) nach links iiber den VerflUssiger, schwen-
ken Sie den Injektortr6ger (,l3) zurUck nadt links, bis er einrastet, und
vervenden Sie den zreiten Injektor fUr die nEchste Kryofixation. Nach Ab-
schluB der Kryo-Arbeit beseitigen Sie das Kryogen nach 2.1.3.
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2.3 VERI{ENDEN DES PINZETTEN-INJEKI0RS BG (22) (bare grid)

Zur Inmersionsfixation von Suspensionen (23) wird der InjektortrEger BG (22)
wie in 2.2.4 beschrieben am Basisger6t montiert. Hei I Athan das teuerste se-
kundare Kryogen ist, kann das zur Kryofixation mit dem Pinzetteninjektor-be-
nOiigte Voiuilen vor dem VerftUssigan-mit dem Verdr6ngungsk6rper (132) auf .

3 ml-reduziert werden.tlm das Vork[hlen des Preparates durch kaltes Gas minimal
ar halten, wird der Kryogenbeh6lter (58) kurz vor der eigentlichen Iniektion
mit dem itanipulator (74) in der nille (75) bis knapp unter den Deckel mit
Glasfenster (66) angehoben.
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Damit die Pinzette (l19) bei der Injektion nicht auf den Boden des Kryogenbe-
hiilters aufschl6gt, muB der Injektionsweg verkiirzt werden, werm der Kryogenbe-
behalter (68) angehoben ist. Dies wird bei Verwendung des langen (7 cm) Hand-
griffs (125) am EnOe des Injektors (.l23) erreicht. lhnn der Beh6lter bei der
kryofixation nicht angehoben wird, muB der kurze (3cm) Handgriff (126) auf das
Erde des Injektors (123) geschraubt werden, sonst taucltt das PrEparat bei
der Injektion nicht ins Kryogen ein. l'l6hlen Sie nun einen fiir lhr Pr6parat
geeigneten Trflger.

2.3.1 Zur Kryofixation von Suspensionen und anschlieBender UntersuchulS ,iq Kryo-
Elektronenmikroskop werden unbefilnte iletze mit Lochfolie nach AKIRA und
ADACHI +) verwendet. In beiden Fdllen sollten die Netze vor dem Aufbringen
der Suspension durch Beglimmen hydrophil gemcht werden.

2.3.2 Suspensionstropfen, die in kleinen selbstgemachten Draht6sen (25) eingefroren
wurden, k6nnen anschlieBend ltryo-substituiert werden.

2.3.3 FUr Gefrierbruch und Gefrier6tzung wird das Pr6parat anischen zrei Metall-
triigerplEttchen (2.B. BALZERS BUO 12054 T und BUO 12056 T) gebracht. Ein Pl6tt-
chen wird mit der Pinzette (1,l9) und den Schieber (,l20) fixiert, das aeite
wird aufgelegt und hElt durch Adhflsion.

2.3.4 KRYOFIXATION

Spannen Sie die Feder des Injektors dulgh Ziehen am Handgrlff (!?5).bzw. (126).
Sitzen Sie einen Objekttragei (2q,25,26) in die Pinzette BG (!19) ein qtld
klelnnen ihn mit dem-schieber (120) fest. Bringen Sie nun die Pinzette BG

(119) horizontaler InjektorbrUcke (1241 in die FUhrung (t2l) des Iniektors (123_)

und drehen Sie die Rindelschraube (122) fest. Ziehen Sie den Entriegelgngsknopf
(28) heraus und schwenken den Injektortriiger (22) nach rechts. Prtifen Sie,
ob das Kryogen nach 2 .1.2.1 oder 2.1.2.2 verf lUssigit, rurde und die angezeigte
Tenperatur knapp Uber dem Gefrierpunkt des Kryogen liegt. lelggwiss_ern Sie
sich, daB der ihnge Handgriff (125) am Ende des Injektors (.l23) befestigt ist.
Heben Sie den Kryogenbenelter (58) mit dem Manipulitor (74) in der nille (75)
an, bis er etwa buf fralber HOhe einrastet. In dieser Position liegt der obere
Rand des Behllters (68) gerade unter dem Deckel mit Glasfenster (66). Legen
Sie ein kleines StUck Filterpapier auf den schwarzen Deckel (7.l) und schie-
ben Sie den lhckel (66) Uber den VerflUssiger.

Schwenken Sie nun den InjelGortriger (22) nach links, bis er einrastet. Brin-
gen Sie den tuspensions-Mikrotropfen (ca 5 Ul) auf den ObjekttrEgel und ziehen
[berschusige FtUssigkeit mit einem Filterpapier ab. Heben Sie die Injektor-
briicke (124) bis zur vertikalen Position an. Legen Sie eine Hand auf den Deckel
und Daumen der anderen Hand auf den Ausl6seknopf (127').

Schieben Sie den Deckel (56) nach rechts und drUcken Sie den Ausl6seknopf,
sobald der Decket (65) den Injektionsreg freigibt. SchlieBen Sie die Klappe
(67) und schalten Sie die ZusatzkUhlung fUr den Kryotransfer mit der Taste
TF (129) und "GAS" (78) ein. Drticken Sie den Kryogenbeh6lter mit dem l,hnipulator
(741 ganz nach unten. PrUfen Sie, ob das gefrorene PrEparat so hoch Uber dem
tierftEssiger steht, daR der schwarze Deckel (71) mit dem Hozsttbchen (95)
geschlossen werden kann, ohne das PrEparat zu berUhren. Nehmen Sle den Halter
(tZS) oder (,126) mit einer Hand und drUcken Sie mit dem l,hnipulator (74) den

+)Fukami AKIRA und Koiche ADACHI:
Journal of Electrpn Microscopy, Vol 14, No. 2, 112-119 (,1965)
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2.4.

Schieber (120) nach oben, bis sich die Pinzette Offnet und das Prflparat auf
das Fitterpapier anf den schrarzen Deckel (71) fellt. UberschUssiges Kryogen
wird durch das Filterpapier abgesaugt. Spannen Sie die Feder des Injektors
durch Ziehen am Handgriff (125) oder (1261. Ziehen Sie den Entriegelungsknopf
(t16) und bringen Sie die InjektorbrUcke (124) in die horizontale Position.
Ziehen Sie den Entriegelungsknopf (28) heraus und schwenken Sie den Injektor-
trager nach rechts. Das PrEparat kann nach den Anweisungen der Hersteller
von-Krlotransfer-Einrichtunlen transferierL rerden. Schalten Sle nach dem

Kryotrinsfer die Taste (129) wieder aus und 0ffnen lle 9!e Klappg (qZ).
0finen Sie die Rindelschraube (122) und nehrmn Sie die Pinzette (119) heraus,
um sie fUr die n6chste Injektion zu rinnen und zu trocknen. Sandrich-?rep3-
rate und Priparate in Draht0sen werden unter Ll€ im TransferbehElter.(113)
Ubertragen. 

'Dieser 
BehElter wird zundchst mit einem HolzstHbchen (95) nach

unten gedrUckt und so mit LM gefUllt. Sandwich-Priiparate oder Draht0sen rer-
den mil einer vorgekUhlten Piniette in den Transferbeh6tter (113) gegeben
und k6nnen nun zur AnschluBprHparation transferiert werden.

70 113

ABSCHLUSS DER KRYO.ARBEIT

Nach AbschluB der Kryo-Arbeit wtrd das Kryogen nach 2.1.3. entsorgt und das
Gerat durch Driicken der Taste H (53) ausgeheizt. Schalten Sie den Hupton
durch DrUcken des groBen Anzeigenschalters (t30) aus.
Die Tenperatur des-VerflUssigers (70) steigrt nun langsam an: 9gi -70oC_beginnt
das Hup-signal noch einmal und der groBe Anzeigen-Schalter (130) DANGER

CRY0GEN EVAP0RATI0N blinkt. tbr Hup-Ton zeigit an, daB das Kryogen spEtestens jetzt
entsorgt werden muB; er lflBt sich durch DrUcken des groBen Anzeigen-Schalters
(130) ausschalten. Vergerissern Sie sich, daB das Kryogen-Reduzierventil am

Kryogenbeh6lter fest geschlossen ist. Die Heizung des Geriits schaltet sich
automatisch nach aei Stunden ab. Die Dauer des Arsheizvorgangs l6Bt sich
mit einem Schraubendreher am Potentiometer (96)) der RUckwand (2) einstellen.

Falls die automatische NachfUllungeinrichtung (10) benutzt wurde, heben Sie
diese aus dem ltswar (54) heraus und setzen den Stopfen (56) rieder ein.

'iltlilillllllilil!llllll
.IilIIlilllilt!!ilil!iltl

130 129 53
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r)
2l
3)
4)
s)
6)
7l
8)
e)

t0)
il)
12)
13)
14)
t5)
16)
171
t8)
1e)
20)
211
u|
zs)
241
zsl
26)
271
281
2el
30)
31)
32)
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42
43
u
45
45
47
48
49
50

3. LISTE DER BAUELEMENTE

BasisgerEt
R0ckrand
Spannungswah I scha I ter
elektrische SPannung
Lampenhalter
Fassung
Inbusschraube
0rientierungsnut
Stecker
automatl sche Nachfiil lei nrichtung
Vielfachstecker
Buchse
InjektortrEger SH

Sockel
Prtparat Block
Prdparat Stift
Prdparat Stift
Anti -Besch I agrtuch
Trlchter
Kryo-Klebstoff
Suspens ion-l{ikrotroPf en
Injeldortrdger BG

Suspension
Netz
Draht6se
Sandw ich-PrEparat
Montage-Platte
EntriegelungsknoPf
Klemhebel
Si I ikon-Schlauch
Kryogen- E i n I aR-Stutzen
Reduzier-Venti I
Kryogen-Behd lter
Po lyami d-Schlauch
ARIIAFLEX-Isol ierung
LN2-AuslaB
LN2-Ei nl aR
STERE0STAR Mikroskop
Mikroskoptrtger
Schrenkarm
Schraube
Achse
Inbusschraube
Gewlndebohrung
Offnung r,.
Fokussierknopf
Sclmaube
RflndelhU I se
Deckel
Schraube

5t)
szl
53)
54)
55)
s6)
571
s8)
5e)
60)
6t)
621
63)
64)
65)
6e1
671

,68)

Hauptschalter
Frontplatte
Heiztaste
Dewargef6B
Rol lenuntersatz
Deckel
Dichtungsring
Fl ansch
Schraubdeckel
Dichtungsring
Klermzange
Flansch
START.TaStE
RC-Taste
Drehknopf
Glasfenster
Klappe
Kryogen-ROhrchen
Itlanipulator
YerflUssiger
Scluarzer Deckel
Schalter L
Schl itz
l,lanipulator
Rille

69
70
71
72
73
74
75
76

)
)
)
)
)
)
)

77
78
79
80
8181)
821
83)
84
85
86
87

Digital-Anzeige
Knopf KRY0GEN
Knopf GAS
Sensor
FUI lstandsanzeige Dewar
FU I I standsanzei ge Verf I Ussi ger
AUS-Taste Hup-Signal DEI{AR

AUS-Taste Hup-Signal VerflUssiger
0ffnung
Dewar-Kanne
Metal lplatte
Propanbrenner
Basiszyl inder
Schraubdeckel
Dichtungsring
Venti I
Brennerkopf

Metal I pl dttchen
Holzstlbchen
Potentiometer
Entsorgungsbehii lter
Manometer
Venti I
AuslaB-Stutzen

88)
8e)
e0)
e1)
e2)
e3)
e4)
e5)
e6)
s7l
e8)
ee)
I 00)
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r01)
t02)
103)
r04)
105)
t06)
r07)
108)
r09)
il0)
111)
112)
r 13)
1r4)
115)
116)
1171
118)
Ir9)
120'l
121)
122)
1231
1241
1251
126)
1271
128)
1zel
130)
r31)
132)

Deckel
Spezla lbehElter
AuBere H0lse
Innere HOlse
Kugelventi I
Injektorstab
HUI se
Kunststoffgriff
Rahmen
Orientlerungsbol zen
Nut
Aus l6seknopf
TransferbehE I ter
AusstoBer
0ffnung
Entrlegelungsltnopf
Aufnahmebohrung
Pinzette
Plnzette BG

Schieber
Filhrung
Rtndelschraube
Injektor
InjektorbrUcke
Handgriff tang
Handgriff kurz
AuslOseknopf

TF-Taste
Anzeige Schalter
STOP-Taste
Verdrlngungsk6rper
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