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DESCRIPCION
Instrumento y método para congelar y almacenar évulos
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos para congelar y
almacenar 6vulos, como los 6vulos y los embriones de mamiferos, y un método de congelacion y almacenamiento
de 6vulos. En particular, la invencion se refiere a un instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos de
acuerdo con el preambulo de la reivindicacion 1 como se conoce por ejemplo por el documento de patente de
Alemania DE19720930 Al.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

La congelacion y el almacenamiento de embriones de mamiferos permiten la conservacion de material hereditario de
sistemas y variedades especificos. Es eficaz para preservar animales que estén al borde de la extincion y también
es util para tratamientos de fertilidad.

En la solicitud de patente de Japon publicada con nimero 2000-189155 (documento de patente 1) se propone un
método para congelar y almacenar embriones de mamiferos, los embriones u évulos de mamiferos se fijan a la
superficie interna de un recipiente de congelacion y almacenamiento, como una pajita congelada, una ampolla
congelada o un tubo congelado utilizando un liquido vitrificado en la cantidad minima suficiente para envolver los
embriones o los évulos de los mamiferos con él. El recipiente de congelacion y almacenamiento se sella y se enfria
rapidamente poniéndolo en contacto con nitrégeno liquido. En el método de descongelacion el recipiente de
congelaciéon y almacenamiento del método anterior se extrae del nitrégeno liquido y uno de sus extremos se abre.
Se inyecta liquido diluido entre 33 ° C y 39 ° C directamente en el recipiente para descongelar los embriones o los
ovulos de mamiferos y diluir el liquido vitrificado. Este método elimina la posibilidad de que los embriones o los
ovulos de los mamiferos resulten infectados de una enfermedad por virus o bacterias y es capaz de almacenarlos
con una gran tasa de supervivencia, descongelarlos y diluir el liquido vitrificado.

El solicitante propuso un instrumento de congelacién y almacenamiento de 6vulos como el divulgado en la solicitud
de patente de Japoén publicada con nimero 2002-315573 (documento de patente 2). El instrumento de congelacién y
almacenamiento de 6vulos incluye un cuerpo de un material resistente al frio, una banda hecha de un material
flexible transparente y resistente a nitrégeno liquido montado en un extremo del cuerpo para sujetar los évulos
fijados a ella y un elemento cilindrico hecho de un material resistente al frio, uno de cuyos extremos esta sellado. El
elemento cilindrico permite montar la banda que sujeta los 6vulos de forma que los envuelva y que se pueda
desprender después de montarla.

En la solicitud de patente de Japén publicada con nimero 2001-252293 (documento de patente 3) se propone una
herramienta para vitrificar évulos o embriones. La herramienta de vitrificacion tiene una parte tubular superfina
cilindrica y una parte de conexién, continuacién de la parte tubular superfina que se monta en la herramienta de
aspiraciéon y descarga. La distancia minima entre dos puntos opuestos de la superficie interna de la parte tubular
superfina perpendicularmente a la direccién longitudinal de la misma es menor que el doble del diametro externo
minimo de un 6vulo o de un embrién y mayor que el diametro maximo del mismo. Por lo tanto dos o méas 6vulos o
embriones no pueden estar a la vez en contacto sobre la superficie interna de la parte tubular superfina
perpendicular a la direccién longitudinal de la misma.

El método del documento de patente 1 es eficaz pero existe la necesidad de desarrollar un instrumento de
congelacién y almacenamiento que se pueda manipular con facilidad.

El instrumento del documento de patente 2 tiene la ventaja de recoger los évulos de forma muy facil pero hace que
entren en contacto con nitrégeno liquido directamente temiéndose por el efecto que esto pueda tener en los 6vulos.

La herramienta de vitrificacion del documento de patente 3 tiene el efecto de que los évulos se pueden enfriar
rapidamente porque los 6vulos se recogen y se enfrian dentro de la parte tubular superfina. Sin embargo, existe la
posibilidad de que las bacterias se introduzcan en la herramienta de vitrificacion cuando la pipeta con la que se han
recogido los évulos de la herramienta de vitrificacién se separa de ella. La herramienta de vitrificacién tiene otro
problema, que es el posible dafio que pueda sufrir la parte tubular superfina al sumergir la herramienta de
vitrificacion en el nitrégeno liquido. Otro problema de la herramienta de vitrificacion es que trabajar con ella resulta
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dificil porque hace falta introducir la parte tubular superfina en un cilindro externo de almacenamiento en presencia
del nitrégeno liquido.

Por lo tanto es un objetivo de la presente invencidn proporcionar un instrumento de congelacién y almacenamiento
de 6vulos y un método capaz de impedir la penetracion de bacterias mientras se realiza la congelacion (vitrificacién)
y almacenamiento del 6vulo en un deposito de nitrégeno liquido y de enfriar el 6vulo rapidamente sin que entre en
contacto directo con el nitrégeno liquido y de mantener el évulo en un estado estable dentro del depésito de
nitrégeno liquido,

DIVULGACION DE LA INVENCION

Para superar los problemas descritos anteriormente se facilita un instrumento de congelacion y almacenamiento de
ovulos que incluye un tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos de material resistente al nitrégeno liquido y
que se puede sellar térmicamente, un elemento de proteccidn cilindrico de metal de material resistente a nitrdgeno
liquido para proteger el tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos. El tubo de congelacién y almacenamiento
de dvulos incluye un cuerpo, una parte de pequefio diametro para almacenamiento de 6vulos que tiene un didmetro
externo menor que el del cuerpo y un diametro interno de entre 0,1 mm y 0,5 mm, una zona delantera que se puede
sellar térmicamente a la que se puede sellar térmicamente la parte de pequefio diametro por el lado delantero de
dicha parte de pequefio didmetro después de que se recoja el 6vulo en la parte de pequefio didmetro de
almacenamiento de Ovulos y una zona trasera que se puede sellar térmicamente a la que se puede sellar
térmicamente el cuerpo por su parte trasera después de que se recoja el 6vulo con la parte de pequefio diametro de
almacenamiento de o6vulos. El elemento de proteccion cilindrico tiene una parte tubular para acomodar la cara
delantera de la parte de pequefio didametro del tubo de congelacién y almacenamiento de Ovulos y una parte
semitubular para acomodar una zona de la parte de pequefio didmetro del tubo de congelacion y almacenamiento de
6vulos no acomodada en la parte tubular y una zona delantero del cuerpo.

Para superar los problemas descritos anteriormente se proporciona un instrumento de congelacion y
almacenamiento de 6vulos que incluye un tubo de congelacion y almacenamiento de Ovulos de un material
resistente al nitrégeno liquido y que se puede sellar térmicamente, un elemento de proteccion cilindrico de metal de
un material resistente al nitrogeno liquido y montado en el tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos para
proteger el tubo de congelacién y almacenamiento de dvulos. El tubo de congelacion y almacenamiento de évulos
incluye un cuerpo, una parte de pequefio diametro de almacenamiento de 6vulos con un didmetro externo menor
que el del cuerpo y con un diametro interno de entre 0,1 mm y 0,5 mm, una zona delantera que se puede sellar
térmicamente a la que se puede sellar térmicamente la parte de pequefio didmetro por su cara delantera después de
gue se recoja el évulo con la parte de pequefio diametro de almacenamiento de dvulos y una zona trasera que se
puede sellar térmicamente a la que se puede sellar térmicamente el cuerpo por su cara trasera después de que se
recoja el 6vulo con la parte de pequefio diametro de almacenamiento de 6vulos. El elemento de proteccion cilindrico
tiene una parte tubular para acomodar la cara delantera de la parte de pequefio diametro del tubo de congelacion y
almacenamiento de 6vulos, una parte semitubular dispuesta en el extremo trasero de la parte tubular para acomodar
una zona de la parte de pequefio diametro no acomodada en la parte tubular y una zona delantera del cuerpo y una
parte de sujecién situada en el extremo trasero de la parte semitubular para sujetar el cuerpo del tubo de
congelacién y almacenamiento de 6vulos. El elemento de proteccion cilindrico se puede deslizar hasta la parte
trasera del tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos para permitir que la parte de pequefio diametro quede
expuesta al exterior por el extremo delantero del elemento de proteccion cilindrico. El tubo de congelacién y
almacenamiento de évulos tiene una parte antideslizamiento para evitar que el elemento de proteccién cilindrico
deslice y se salga de la cara delantera del tubo de congelaciéon y almacenamiento de 6vulos del cuerpo o en la
proximidad del limite entre el cuerpo y la parte pequefio diametro.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 es una vista en perspectiva que muestra una realizaciéon del instrumento de congelacién y
almacenamiento de évulos de la presente invencion.

La figura 2 es una vista de perfil ampliada que muestra el tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos para el
instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos mostrado en la figura 1.

La figura 3 es una vista de perfil ampliada que muestra un elemento de proteccion para el tubo de congelacion y
almacenamiento de évulos para el instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos mostrado en la figura 1.
La figura 4 es una vista de seccién ampliada que muestra una herramienta de aspiracién para el tubo de congelacion
y almacenamiento de évulos para el instrumento de congelacién y almacenamiento de 6vulos mostrado en la figura
1.
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La figura 5 es una vista de perfil ampliada que muestra otro ejemplo de un tubo de congelacién y almacenamiento de
Ovulos para el instrumento de congelacion y almacenamiento de évulos de la presente invencion.

La figura 6 es una vista explicativa para ilustrar el manejo del instrumento de congelacién y almacenamiento de
6vulos de la presente invencion.

La figura 7 es una vista explicativa para ilustrar el manejo del instrumento de congelacién y almacenamiento de
6vulos de la presente invencion

La figura 8 es una vista explicativa para ilustrar el manejo del instrumento de congelaciéon y almacenamiento de
6vulos de la presente invencion.

La figura 9 es una vista en perspectiva que muestra otra realizacion del instrumento de congelacion y
almacenamiento de dvulos de la presente invencion.

La figura 10 es una vista ampliada que muestra un tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos para el
instrumento de congelacion y almacenamiento mostrado en la figura 9.

La figura 11 es una vista ampliada que muestra un elemento de proteccién cilindrico para el instrumento de
congelacién y almacenamiento de évulos mostrado en la figura 9.

La figura 12 es una vista de seccion ampliada que muestra el tubo de congelacion y almacenamiento de évulos
mostrado en la figura 10.

La figura 13 es una vista de seccion ampliada que muestra el elemento de proteccion cilindrico mostrado en la figura
11.

La figura 14 es una vista ampliada que muestra un filtro que constituye la herramienta de aspiracion de recogida de
Ovulos para el instrumento de congelacién y almacenamiento de 6vulos mostrado en la figura 9.

La figura 15 es una vista explicativa para ilustrar el manejo del instrumento de congelacion y almacenamiento de
Ovulos de la presente invencion.

La figura 16 es una vista explicativa para ilustrar el funcionamiento del instrumento de congelacién y
almacenamiento de dvulos de la presente invencion.

MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCION PREFERIDOS

A continuaciéon se describiran realizaciones del instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos de la
presente invencion haciendo referencia a las figuras.

La figura 1 es una vista en perspectiva que muestra una realizacién del instrumento de congelacion y
almacenamiento de 6vulos de la presente invencion. La figura 2 es una vista de perfil ampliada que muestra un tubo
de congelacion y almacenamiento de Ovulos para el instrumento de congelacion y almacenamiento de évulos
mostrado en la figura 1. La figura 3 es una vista de perfil ampliada que muestra un elemento de proteccion del tubo
de congelacion y almacenamiento de évulos para el instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos
mostrado en la figura 1. La figura 4 es una vista de seccion ampliada que muestra una herramienta de aspiracion
para el tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos para el instrumento de congelacién y almacenamiento de
ovulos mostrado en la figura 1. La figura 5 es una vista de perfil ampliada que muestra otro ejemplo de un tubo de
congelacién y almacenamiento de 6vulos para el instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos de la
presente invencion.

Las figuras 6, 7 y 8 son vistas explicativas para ilustrar el manejo del instrumento de congelacién y almacenamiento
de 6évulos de la presente invencion.

El instrumento de congelacién y almacenamiento de 6vulos 1 de la presente invencién tiene un tubo de congelacion
y almacenamiento de dvulos 2 de un material resistente a nitrégeno liquido y que se puede sellar térmicamente y un
elemento de proteccién cilindrico de metal 3 hecho de material resistente a nitrégeno liquido para proteger el tubo de
congelacion y almacenamiento de évulos 2. El tubo de congelaciéon y almacenamiento de 6vulos 2 tiene un cuerpo
21 y una parte de pequefio diametro 22 para almacenamiento de los 6vulos con un didmetro externo menor que el
del cuerpo 21 y con un didmetro interno de entre 0,1 mm y 0,5 mm y tiene una cara delantera que se puede sellar
térmicamente a la que se puede sellar térmicamente la parte de pequefio didmetro por una cara delantero de la
parte de pequefio didmetro 22 y una cara trasera que se puede sellar térmicamente a la que se puede sellar
térmicamente el cuerpo 21 por la parte trasera del mismo después de que se recoja un évulo con la parte de
pequefio didmetro 22. El elemento de proteccién cilindrico 3 tiene una parte tubular 31 para acomodar la cara
delantera de la parte de pequefio diametro 22 del tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 2 y una parte
semitubular 32 para acomodar una zona de la parte de pequefio didametro 22 del tubo de congelacién y
almacenamiento de évulos 2 no acomodada en la parte tubular 31 y una zona delantera 21a del cuerpo 21.

Resulta preferible que el instrumento de congelaciéon y almacenamiento de évulos 1 tenga una herramienta de
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aspiracion de recogida de évulos 4 con una zona delantera a la que se pueda conectar el extremo trasero del cuerpo
22 del tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos 2.

El instrumento de congelacién y almacenamiento de 6vulos 1 de esta realizacion tiene un tubo de congelacion y
almacenamiento de évulos 2, un elemento de proteccion cilindrico 3 y una herramienta de aspiracién para recogida
de 6vulos 4.

Como se muestra en las figuras 1y 2 el tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 2 tiene un cuerpo 21, una
parte de pequefio diametro de almacenamiento de 6vulos 22 con un diametro inferior al del cuerpo 21 y una zona
biselada 23 entre el cuerpo 21y la parte de pequefio diametro 22.

La longitud total del tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos es preferiblemente de entre 50 mm y 100 mm,
mas preferiblemente de entre 60 mm y 90 mm y aln mas preferiblemente de entre 70 mm y 80 mm. La longitud del
cuerpo 21 es preferiblemente de entre 20 mm y 70 mm y mas preferiblemente de entre 30 mm y 60 mm. El didmetro
interno del cuerpo 21 es preferiblemente de entre 1,0 mm y 3,0 mm y mas preferiblemente de entre 1,5 mmy 2,5
mm. El espesor del cuerpo 21 es preferiblemente de entre 50 um y 400 um y mas preferiblemente de entre 100 umy
300 pm. La longitud de la parte de pequefio didmetro 22 es preferiblemente de entre 20 mm y 50 mm y mas
preferiblemente de entre 30 mm y 40 mm.

El diametro interno de la parte de pequefio didmetro 22 es de entre 0,1 mm y 0,5 mm y preferiblemente de entre 0,1
mm y 0,3 mm. El espesor de la parte de pequefio didmetro 22 es preferiblemente de entre 10 pm y 300 pm y mas
preferiblemente de entre 25 um y 200 um. Resulta preferible que el espesor de la parte de pequefio didmetro 22 sea
menor que el del cuerpo 21. También hay una zona de transicién del diametro externo y del espesor en la parte
biselada 23. Mas especificamente en la zona biselada 23 el diametro externo, el diametro interno y el espesor se
reducen hacia la parte de pequefio diametro 22. La zona biselada 23 esta hecha para evitar que el tubo se doble por
el limite entre el cuerpo y la parte de pequefio diametro.

El cuerpo 21 tiene practicamente el mismo didmetro externo a lo largo de toda su longitud. La parte de pequefio
diametro 22 tiene también practicamente el mismo diametro externo en toda su longitud. Tanto el cuerpo como la
parte de pequefio diametro pueden tener un biselado suave hacia su extremo delantero.

El tubo 2 est4 hecho de material resistente a nitrégeno liquido y se puede sellar térmicamente. Se utilizaran las
siguientes resinas termoplasticas como material del tubo 2: poliéster (por ejemplo tereftalato de polietileno,
tereftalato de butileno), poliolefina (por ejemplo, polietileno, polietilieno de peso macromolecular ultraalto,
polipropileno, copolimero de propileno-etileno, copolimero de etileno-acetato de vinilo), resina de estireno (por
ejemplo, poliestireno, copolimero de metacrilato-estireno, copolimero de metacrilato-propileno, copolimero de
metacrilato-butileno-estireno) y poliamida (por ejemplo, nailon 6 y nailon 66).

El tubo 2 puede constar de una pluralidad de capas, preferiblemente para una capa interna del tubo se utiliza una
resina de alto sellado térmico. Por ejemplo, resulta preferible polietileno de bajo peso molecular, mas preferiblemente
polietileno de bajo peso molecular no estirado. La capa interna puede estar hecha solo en la zona que se puede
sellar térmicamente. Como material para la capa externa del tubo también es posible utilizar las resinas
termoplasticas descritas anteriormente y resinas de dificil sellado térmico como fluorocarburos y poliimidas. Como
resina de fluorocarburos es posible utilizar el politetrafluoretileno, copolimero de etileno-tetrafluoretileno, copolimero
de tetrafluoretileno-hexafluorpropileno y clorotrifluoretileno. Las poliimidas aromaticas resultan preferibles como
poliimida. Los materiales para la capa externa pueden estar estirados axial o biaxialmente.

La cara delantera del tubo 2 se puede sellar térmicamente y a ella se puede sellar térmicamente la parte de pequefio
didmetro 22 por la parte delantera del mismo y la cara trasera se puede sellar térmicamente a ella se puede sellar
térmicamente el cuerpo 21 por la cara trasera del mismo después de recoger el 6vulo con la parte de pequefio
diametro 22. En esta realizacion el tubo 2 se puede sellar térmicamente por cualquier zona del mismo. Sin embargo,
la zona que se puede sellar térmicamente no estéa limitada a esta estructura puesto que la zona que se puede sellar
térmicamente (zona de facil sellado), una zona fina que se va a sellar térmicamente, puede estar en la cara
delantera de la parte de pequefio diametro 21 y en la cara trasera del cuerpo 21. Ademas la capa interna hecha de
material que se puede sellar térmicamente puede estar en la cara delantera de la parte de pequefio diametro 22 y en
la cara trasera del cuerpo 21.

Como muestra la figura 5 un tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos 20 puede tener una parte con un
didmetro aumentado 24 en el extremo delantero del mismo. Resulta preferible que el didmetro de la parte de
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diametro aumentado 24 aumente gradualmente hacia el extremo delantero de la misma. Resulta preferible que la
longitud de la parte con diametro aumentado 24 sea de entre 0,5 mm y 3,0 mm. El diametro interno maximo de la
parte con didmetro aumentado 24 preferiblemente es de entre 1,5 y 10 veces mayor que el diametro interno de la
parte de pequefio diametro 22, mas preferiblemente de entre 2 y 7 veces mayor que el diametro interno de la parte
de pequefio diametro 22. La existencia de la parte con diametro aumentado facilita la recogida de évulos y reduce la
posibilidad de que la superficie del extremo delantero del tubo toque los 6vulos cuando se recoge el 6vulo y la
posibilidad de que dichos 6vulos se deterioren.

El elemento de proteccion cilindrico de metal 3 tiene una parte tubular 31 en la cara delantera del mismo y una parte
semitubular 32 en la cara trasera del mismo. La parte tubular 31 acomoda la cara delantera de la parte de pequefio
diametro 22 del tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos 2 y la parte semitubular 22 acomoda la zona de la
parte de pequefio diametro 22 no acomodada en la parte tubular 31 y la zona delantera 21a de la parte del cuerpo
21. La parte semitubular 32 puede disefiarse para acomodar casi todo el cuerpo 21.

El elemento de proteccién 3 protege el tubo 2 que ha recogido el 6vulo junto con el fluido vitrificado sin inhibir el
enfriamiento del évulo. Por lo tanto, el intervalo para el 6vulo recogido de la parte pequefio diametro 21 entre la
posicion central de la mismo y el extremo de ella queda ubicado dentro de los limites de la longitud de la parte
semitubular 32. Es decir, el elemento de proteccion 3 estd montado en el tubo 2 de manera que la parte de pequefio
diametro que acomoda el 6vulo recogido quede expuesta al exterior y pueda entrar en contacto facilmente con el
nitrégeno liquido. El elemento de proteccion 3 estd montado de manera que el extremo delantero del tubo 2 no
sobresalga mas alla del extremo delantero de la parte tubular 31. Por lo tanto, cuando el tubo en el que se ha
montado el elemento de proteccidon se introduce en un recipiente llenado con nitrégeno liquido por la parte de
pequefio diametro 22 el extremo delantero de la parte pequefio diametro no toca la superficie inferior del recipiente.
Por tanto, es posible impedir que el tubo 2 se doble por la parte de pequefio diametro o la parte biselada y por tanto
se evita que el tubo sufra dafios.

La longitud total del elemento de proteccion 3 es preferiblemente de entre 30 mm y 70 mm, mas preferiblemente de
entre 40 mm y 60 mm y adn mas preferiblemente de entre 45 mm y 55 mm. La longitud de la parte tubular 31
preferiblemente es de entre 10 mm y 40 mm, mas preferiblemente de entre 10 mm y 30 mm y ain mas
preferiblemente de entre 15 mm y 25 mm. El didmetro interno de la parte tubular 31 preferiblemente es de entre 2,0
mm y 4,0 mm y mas preferiblemente de entre 2,5 mm y 3,5 mm. Resulta preferible que la parte tubular sea circular
como se muestra en las figuras, pero la parte tubular puede ser eliptica o poligonal. El espesor de la parte tubular 31
preferiblemente es de entre 0,3 mmy 1,0 mm.

La longitud de la parte semicircular 32 preferiblemente es de entre 10 mm y 40 mm y mas preferiblemente de entre
25 mm y 35 mm. Resulta preferible que la longitud de la circunferencia interna de la parte semitubular sea de entre
1/ 3 y 2/3 mas pequefia que la longitud de la circunferencia interna de la parte tubular. Resulta preferible que el
cuerpo del tubo 2 se pueda acomodar en la parte semicircular 32 por la cara lateral de la parte semitubular 32, es
decir, que el tubo 2 se pueda montar en el elemento de protecciéon 3 no por la abertura del extremo de la parte
semitubular 32 sino por la abertura longitudinal axial de cara lateral del mismo. Resulta preferible que la parte
semitubular sea semicilindrica como se muestra en las figuras pero la parte tubular puede ser semieliptica o
semipoligonal.

El elemento de proteccion 3 esta hecho de metal. Como metal es posible utilizar acero inoxidable, aluminio, una
aleacion de aluminio, titanio y una aleacion de titanio. Ademas se puede utilizar una resina de alta gravedad
especifica. Como resina de alta gravedad especifica se puede utilizar una mezcla de materiales resinosos a la que
se puede afiadir polvo metélico. Puesto que el elemento de proteccién de metal tiene una alta conductividad térmica
es capaz de enfriar rapidamente el tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos acomodado en él y calentar
rapidamente el tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos cuando se descongela el 6vulo. Cuando se
introduce el elemento de proteccion de metal 3 en el depdsito de nitrégeno liquido no flota en él. Por lo tanto, el
elemento de proteccion de metal 3 se puede almacenar en el fondo del depdsito sin riesgos.

Resulta preferible que la parte semitubular 32 del elemento de proteccion cilindrico 3 tenga una parte de sujecion 33
para sujetar el cuerpo 31 del tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 2. Como muestra la figura 3 el
elemento de proteccién 3 de esta realizacion tiene una parte de sujecién 33 en el extremo trasero de la parte
semitubular 32. La parte de sujecidon 33 es de material plastico y semicilindrica. La parte de sujecion 33 sujeta el
tubo 2 guardando buen contacto con la superficie externa del cuerpo 31 del tubo 2. La parte de sujecion 33 sirve
como medio para evitar el movimiento del elemento de protecciéon 3 montado en el tubo 2.
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Como material para la parte de sujecién es posible utilizar caucho como silicona, latex y elastdémeros, poliuretano o
elastémero de poliuretano, elastobmero de poliamida y elastomero de estireno (por ejemplo SEBS).

El instrumento de congelacion y almacenamiento de évulos 1 de esta realizaciéon tiene una herramienta de
aspiracion de recogida 6vulos 4 con una parte de conexién 43 a la que se puede conectar el extremo trasero del
cuerpo 21 del tubo de congelacién y almacenamiento de évulos 2.

La herramienta de aspiracion de recogida de 6vulos 4 tiene un tubo externo 41, un empujador 42 que desliza por
dentro del tubo externo 41 guardando estanquidad y una parte de conexion 43 en el extremo delantero 41. En esta
herramienta de aspiracion 4 la parte de conexion 43 es un tubo elastico. El extremo delantero de la parte de
conexion puede conectarse, guardando estanquidad, con el extremo trasero del cuerpo 21 del tubo de congelacién y
almacenamiento de 6vulos 2. El extremo delantero del tubo externo 41 se monta en la cara trasera de la parte de
conexion 43 guardando estanquidad. El empujador 42 tiene una zona para manejo 44 hecha en el extremo trasero
del mismo. La herramienta de aspiracion 4 puede tener cualquier estructura con tal de que dicha herramienta de
aspiracion 4 se pueda conectar al extremo trasero del cuerpo 21 del tubo de congelacién y almacenamiento de
Ovulos guardando estanquidad y aspirar el évulo junto con el fluido vitrificado.

A continuacion se describira el método de la presente invencion de congelacion y almacenamiento de évulos. El
método de congelacion y almacenamiento de 6vulos se ejecuta utilizando el instrumento de congelacion y
almacenamiento de 6vulos descrito anteriormente.

A continuacion se describira el método de la presente invencidn para congelacion y almacenamiento de évulos que
se ejecuta con el instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos descrito anteriormente.

El método de almacenamiento incluye un paso de preparar un évulo cuyo fluido intracelular se haya sustituido por un
fluido en equilibrio y cuyo fluido extracelular se haya sustituido por fluido vitrificado, un paso de recoger el évulo con
la parte de pequefio diametro 22 del tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 2 junto con el fluido vitrificado,
un paso de sellar una cara del tubo de congelacion y almacenamiento de dvulos incluyendo sellar térmicamente una
cara del tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos por la zona delantera de la parte de pequefio didmetro 22
y sellar térmicamente la otra cara del tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 2 por una zona del cuerpo
21, un paso de montar el elemento de proteccion de metal 3 en el tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos
2 sellado y un paso de introducir el tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos 2, en el que se ha montado el
elemento de proteccion 3, en el depdsito de nitrégeno liquido.

Resulta preferible que el instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos utilizado para la ejecucion del
método de almacenamiento tenga una herramienta de aspiracion 4 de recogida de 6vulos con una parte de conexion
a la que se pueda conectar el extremo trasero del cuerpo 21 del tubo de congelacion y almacenamiento de évulos 2.

El método para almacenar que se ejecute incluye un paso de preparar un 6vulo cuyo fluido intracelular se haya
sustituido por un fluido en equilibrio y cuyo fluido extracelular se haya sustituido por fluido vitrificado, un paso de
preparar una unidad que incluya el tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 2 y la herramienta de
aspiracion 4 montada en el cuerpo 21 del tubo de congelacion y almacenamiento de évulos 2, un paso de recoger
los évulos con la parte de pequefio diametro 22 del tubo de congelaciéon y almacenamiento de évulos 2 junto con el
fluido vitrificado utilizando la herramienta de aspiracion 4, un paso de sellar el tubo de congelacion y
almacenamiento de 6vulos 2 incluyendo sellar térmicamente una cara del tubo de congelacion y almacenamiento de
6vulos 2 por una zona delantera de la parte de pequefio diametro 22 y sellar térmicamente el otro lado del tubo de
congelacién y almacenamiento de dvulos 2 por una zona del cuerpo 21 con la herramienta de aspiracion montada,
un paso de quitar la herramienta de aspiracion 4 del tubo de congelacion y almacenamiento de évulos 2, un paso de
montar el elemento de proteccion de metal 3 en el tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 2 sellado
térmicamente y un paso de introducir el tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos 2 en el que esta montado
el elemento de proteccion 3 en el deposito de nitrégeno liquido.

En particular el paso de sellar el tubo de congelacion y almacenamiento de évulos se realiza con la herramienta de
aspiracion montada en el tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos. Por lo tanto, resulta posible evitar que
las bacterias penetren en el tubo en el que se ha recogido el 6vulo.

A continuacién se describird el método de congelacién y almacenamiento de un évulo ejemplificando un caso en el
que el 6vulo se congela para almacenarlo.
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Inicialmente el 6vulo se recoge con la punta de una pipeta. Después se sustituye el fluido intracelular del évulo por
un fluido en equilibrio y luego se sustituye el fluido extracelular por fluido vitrificado.

A continuacion, como muestra la figura 6, se prepara una unidad que incluye el tubo de congelacién y
almacenamiento de 6vulos 2 y la herramienta de aspiracién 4 montada en el cuerpo del tubo de congelacién y
almacenamiento de dvulos. Luego la herramienta de aspiracion 4 se utiliza bajo un microscopio para recoger un
6vulo contenido en el fluido vitrificado dispuesto sobre una placa de Petri 50. El 6vulo 52 se recoge con la parte de
pequefio diametro 22 del tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 2 junto con el fluido vitrificado. Como se
muestra en la figura 7 resulta preferible recoger el évulo 52 conjuntamente con el fluido vitrificado con la parte de
pequefio diametro 22 dejando el 6vulo entre el centro de la parte de pequefio didmetro 22 del tubo de congelacion y
almacenamiento de 6évulos 2 y el extremo trasero (base) de la parte de pequefio didmetro 22. Seguidamente una
cara del tubo 2 se sella térmicamente por la zona delantera de la parte pequefio diametro 21 formando una zona
sellada 61a. Luego la otra cara del tubo 2 se sella térmicamente por la zona del cuerpo 22 formando una zona
sellada 61b. Asi el tubo 2 queda sellado por ambos extremos como se muestra en la figura 7.

Después, el tubo 2 se quita de la herramienta de aspiraciéon 4 y como muestra la figura 8 la cara delantera de la
parte de pequefio diametro 22 del tubo 2 se introduce en la parte tubular 31 del elemento de proteccion de metal 3.
A continuacion el elemento de proteccion 3 se monta en el tubo 2 con el cuerpo 21 del tubo 2 sujetado por la parte
de sujecion 33 de la parte semitubular 32. Finalmente el tubo 2 se coloca en el depdsito de nitrégeno liquido para
congelar y almacenar el évulo 52.

A continuacion se describird un instrumento de congelaciéon y almacenamiento de 6vulos de acuerdo con otra
realizacién de la presente invencion.

La figura 9 es una vista en perspectiva que muestra otra realizacion de un instrumento de congelacion y
almacenamiento de dvulos de la presente invencién. La figura 10 es una vista ampliada que muestra un tubo de
congelacién y almacenamiento de 6vulos para el instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos mostrado
en la figura 9. La figura 11 es una vista ampliada que muestra un elemento de proteccion cilindrico para usarlo con el
instrumento de congelacién y almacenamiento de dvulos de la figura 9. La figura 12 es una vista de seccion
ampliada que muestra el tubo de congelacién y almacenamiento de évulos de la figura 10. La figura 13 es una vista
en seccion ampliada que muestra el elemento de proteccion cilindrico de la figura 11.

Un instrumento de congelacién y almacenamiento de évulos 60 de la presente invencion tiene un tubo de
congelacién y almacenamiento de évulos 70 de un material resistente a nitrdgeno liquido y que se puede sellar
térmicamente y un elemento de proteccion cilindrico de metal 80 de material resistente al nitrégeno liquido y
montado en el tubo de congelacion y almacenamiento de évulos 70 para proteger el tubo de congelacion y
almacenamiento de 6vulos 70. El tubo de congelacién y almacenamiento de dvulos 70 tiene un cuerpo 71 y una
parte de pequefio diametro de almacenamiento de évulos 72 con un diametro externo menor que el del cuerpo 71y
con un diametro interno de entre 0,1 mm y 0,5 mm. El tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 70 tiene una
zona en su cara delantera que se puede sellar térmicamente a la que se puede sellar térmicamente la parte de
pequefio diametro 72 por el lado delantero de la parte de pequefio diametro 72 y una zona en su cara trasera que se
puede sellar térmicamente a la que se puede sellar térmicamente el cuerpo 71 por la cara trasera del cuerpo 71
después de que se haya recogido el évulo con la parte de pequefio didmetro 72. El elemento de proteccion cilindrico
80 tiene una parte tubular 81 para acomodar la cara delantera de la parte de pequefio diametro 72 del tubo de
congelacién y almacenamiento de 6vulos, una parte semitubular 82 dispuesta en el extremo trasero de la parte
tubular 81 para acomodar una zona de la parte de pequefio diametro 72 del tubo de congelacién y almacenamiento
de 6vulos 70 no acomodada en la parte tubular 81 y una zona delantera del cuerpo 71 y una parte de sujecion 33 en
un extremo trasero de la parte semitubular 82 para sujetar el cuerpo 71 del tubo de congelacién y almacenamiento
de 6vulos 70. El elemento de proteccién cilindrico 80 se puede deslizar hasta la cara trasera del tubo 70 para
permitir que la parte de pequefio diametro 72 quede expuesta al exterior por un extremo delantero del elemento de
proteccion cilindrico 80. Para evitar que el elemento de proteccién cilindrico 80 se salga del tubo de congelacién y
almacenamiento de évulos 70 también hay una parte antideslizamiento 74 en el cuerpo 71 del tubo de congelacion y
almacenamiento de 6vulos 70 o en la proximidad del limite entre el cuerpo 71y la parte de pequefio diametro 72.

Resulta preferible que el instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos 60 tenga una herramienta de
aspiracion de recogida de évulos 86 que incluya una parte de conexion 87 que se pueda conectar al extremo trasero
del cuerpo 71 o del tubo de congelacion y almacenamiento de évulos 70; un tubo 88 montado en la parte de
conexién directamente o indirectamente y una boquilla 89 montada en el tubo. La herramienta de aspiracion 4 para
recogida de 6vulos descrita de tipo jeringa se puede utilizar como herramienta de aspiracion.
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Como se muestra en la figura 9 el instrumento de congelacién y almacenamiento de évulos 60 de esta realizacién
tiene el tubo de congelacién y almacenamiento de évulos 70, el elemento de proteccion cilindrico 80 montado en el
tubo de congelacion y almacenamiento de évulos 70 y una herramienta de aspiracion de recogida de 6vulos 86.

El tubo de congelaciéon y almacenamiento de 6vulos 70 de esta realizacion es el mismo que el tubo de congelacion y
almacenamiento de Ovulos 2 de la estructura basica excepto que el cuerpo 71 del tubo tiene una parte
antideslizamiento 74. El instrumento de congelacion y almacenamiento de évulos 60 se describe a continuacién en
cuanto a estructuras distintas a las del tubo de congelacién y almacenamiento de évulos 2.

Como muestra la figura 9 el tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 70 tiene un cuerpo 71, una parte de
pequefio didmetro para almacenamiento de Ovulos 72 con un diametro menor que el del cuerpo 71, una parte
biselada 73 entre el cuerpo 74 y la parte de pequefio diametro para almacenamiento de 6vulos 72 biselada hacia el
extremo delantero de la parte de pequefio diametro 72 y la parte antideslizamiento 74 situada en las proximidades
del limite entre la parte biselada 73 y el extremo delantero del cuerpo 74.

Como muestra la figura 9 cuando la herramienta de aspiracién para recogida de dvulos descrita anteriormente de
tipo jeringa se utiliza para el tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos 70 la longitud total del tubo de
congelacién y almacenamiento de 6vulos 70 es preferiblemente de entre 50 mm y 100 mm. La longitud del cuerpo
71 es preferiblemente de entre 30 mm y 60 mm. El didmetro interno del cuerpo 71 es preferiblemente de entre 1,0
mm y 3,0 mm, mas preferiblemente de entre 1,6 mm y 1,8 mm. El espesor del cuerpo 71 es preferiblemente de entre
50 um y 400 um y mas preferiblemente de entre 100 pm y 300 um. La longitud de la parte de pequefio didmetro 72
es preferiblemente de entre 20 mm y 50 mm y mas preferiblemente de entre 30 mm y 40 mm.

Cuando la herramienta de aspiracién para recogida de évulos de tipo boquilla se utiliza para el tubo de congelacion y
almacenamiento de 6vulos 70 como muestra la figura 9. La longitud total del tubo de congelacion y almacenamiento
de o6vulos 70 es preferiblemente de entre 110 mm y 150 mm. La longitud del cuerpo 71 es preferiblemente de entre
80 mm y 115 mm. El diametro interno del cuerpo 71 es preferiblemente de entre 1,0 mm y 3,0 mm y mas
preferiblemente de entre 1,6 mm y 1,8 mm. El espesor del cuerpo 71 es preferiblemente de entre 50 um y 400 pum y
mas preferiblemente de entre 100 um y 300 um. La longitud de la parte de pequefio diametro 72 es preferiblemente
de entre 20 mm y 50 mm, méas preferiblemente de entre 30 mm y 40 mm. Si la herramienta de aspiracién para
recogida de 6vulos de tipo boquilla como en la figura 9 el instrumento de congelacion y almacenamiento de évulos
se utiliza de forma parecida a como se sujetaria un boligrafo. Por lo tanto, resulta preferible que la longitud total del
tubo 70 sea mayor que la del tubo para el que se utiliza una herramienta de aspiracion de recogida de évulos de tipo
jeringa.

Como muestran las figuras 9, 10 y 12 el cuerpo 71 tiene practicamente el mismo didmetro externo a lo largo de toda
su longitud excepto en la parte antideslizamiento 74. La parte de pequefio didmetro 72 también tiene practicamente
el mismo diametro externo a lo largo de toda su longitud. Tanto el cuerpo 71 como la parte de pequefio diametro 72
pueden estar biselados ligeramente hacia el extremo delantero de los mismos. En la realizacién de la presente
invencién la parte antideslizamiento estad situada en las proximidades del limite entre la parte biselada 73 y el
extremo delantero del cuerpo 71. En su lugar la parte antideslizamiento puede estar hecha en una zona del cuerpo
71 hacia atras con respecto al limite entre la parte biselada 73 y el extremo delantero del cuerpo 71.

El diametro interno del cuerpo 71 preferiblemente es de entre 1,5 mm y 2,0 mm, mas preferiblemente de entre 1,6
mm y 1,8 mm. El espesor del cuerpo 71 es preferiblemente de entre 10 um y 300 pm y mas preferiblemente de entre
25 um y 200 um. El diametro interno de la parte de pequefio diametro 72 es de entre 0,15 mm y 0,30 mm y
preferiblemente de entre 0,20 mm y 0,285 mm. El espesor de la parte pequefio diametro 72 es preferiblemente de
entre 10 um y 300 um y mas preferiblemente de entre 25 um y 200 um. Resulta preferible que el espesor de la parte
de pequefio didmetro 72 sea menor que el del cuerpo 71.

También hay una region de transicion del didmetro externo y del espesor de la parte biselada 73. Mas
especificamente en la parte biselada 73, el diametro externo, el diametro interno y el espesor del tubo 70 son
gradualmente mas pequefios hacia la parte de pequefio didmetro 72. La parte biselada sirve como medio para evitar
que el tubo se doble por el limite entre el cuerpo y la parte pequefio diametro.

Los materiales descritos anteriormente se utilizan preferiblemente para la fabricacion del tubo de congelaciéon y
almacenamiento de 6vulos. El tubo de congelacién y almacenamiento de évulos puede estar formado por varias
capas analogamente al tubo 2.
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La parte antideslizamiento 74 de esta realizacién es una parte con un diametro aumentado en el extremo delantero
del cuerpo 71 del tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos 70 y en la parte biselada 73. La parte de
didmetro aumentado 74 tiene un diametro que aumenta gradualmente desde el extremo delantero del cuerpo 71
hasta la parte biselada 73. El diametro externo de la parte de diametro aumentado 74 es mayor que el didametro
interno de la parte de sujecion 83 que se describirA mas adelante. Esta estructura evita que el elemento de
proteccion 80 se mueva hacia el extremo delantero del tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 70 después
de que la parte antideslizamiento 74 toca la parte de sujecién 83. Resulta preferible que el diametro externo de la
parte de diametro aumentado 74 sea menor que el didmetro interno del elemento de proteccion cilindrico 80. En esta
realizacion de la presente invencion la parte de didmetro aumentado es solidaria al tubo de almacenamiento pero la
parte antideslizamiento no necesita ser solidaria al tubo de congelacion y almacenamiento de évulos como en la
realizacion de la presente invencion sino que puede ser un elemento separado montado en el tubo de congelacion y
almacenamiento de évulos. Por ejemplo, se puede fijar un elemento anular al tubo de congelacion y almacenamiento
de 6vulos que constituya la parte antideslizamiento.

La parte antideslizamiento puede tener también cualquier configuracion mientras evite que la parte de sujecion 83 se
mueva hacia el extremo delantero del tubo de congelacion y almacenamiento de dvulos 70.

Resulta preferible graduar el tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos para comprobar la posicion de un
ovulo aspirado. Resulta preferible graduar el tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos a montar en la
herramienta de aspiracion de recogida de évulos de tipo jeringa en las posiciones correspondientes a 5 mm, 8 mm,
24 mmy 70 mm a partir del extremo delantero. Resulta preferible graduar el tubo de congelacion y almacenamiento
de Ovulos a montar en una herramienta de aspiracion de recogida de 6vulos de tipo boquilla en las posiciones
correspondientes a 5 mm, 8 mm, 24 mm y 100 mm a partir del extremo delantero. El tubo de almacenamiento de
Ovulos 2 descrito puede estar graduado.

Analogamente al tubo 2 el tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos tiene una zona en la cara delantera que
se puede sellar térmicamente a la que se puede sellar térmicamente la parte de pequefio diametro por la cara
delantera de la misma y una zona en la cara trasera que se puede sellar térmicamente a la que se puede sellar
térmicamente el cuerpo por la parte de atras del mismo después de que se recoja un 6vulo con la parte de pequefio
didmetro de almacenamiento de dvulos. En esta realizacion el tubo 70 puede estar sellado térmicamente en cada
zona del mismo, sin embargo la zona que se puede sellar térmicamente no esta limitada a esta estructura puesto
que la zona que se puede sellar térmicamente (zona de facil sellado), una zona fina que hay que sellar
térmicamente, puede estar en la cara delantera de la parte de pequefio diametro y en la cara trasera del cuerpo.
Como otro ejemplo de zona que se puede sellar térmicamente, puede existir una capa interna de material que se
puede sellar térmicamente en la cara delantera de la parte de pequefio didmetro y en la cara trasera del cuerpo.

A continuacion se describira el elemento de proteccion cilindrico 80.

La estructura basica del elemento de proteccién cilindrico 80 es casi la misma que la del elemento de proteccion
cilindrico descrito anteriormente excepto que la configuracion de la parte de sujecién 83 es diferente a la de la parte
de sujecién. A continuacién se describe el elemento de proteccién cilindrico 80 principalmente para estructuras del
mismo distintas a las del elemento proteccion cilindrico 3.

El elemento de proteccion cilindrico de metal 80 estd montado en el tubo de congelacién y almacenamiento de
ovulos 70. El elemento de proteccion 80 tiene una parte tubular 81 en la cara delantera del mismo, una parte
semitubular 82 en la cara trasera del mismo y la parte de sujecion 83 en la cara trasera de la parte semitubular 82.
La parte tubular 81 acomoda la cara delantera de la parte de pequefio diametro 72 del tubo de congelacion y
almacenamiento de 6vulos 70. La parte semitubular 82 acomoda la zona de la parte de pequefio didmetro 72 no
acomodada en la parte tubular 81 y la zona delantera del cuerpo 71. Resulta preferible que la parte tubular 81 y la
parte semitubular 82 tengan estructuras similares a las descritas anteriormente respectivamente.

La parte de sujecion 83 esta hecha por calafateado del extremo trasero de la parte semitubular 82 a lo largo de la
superficie externa del cuerpo 71 del tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 70. La parte de sujecion 83
esta montada en el cuerpo 71 del tubo 70 con la parte de sujeciéon 83 guardando buen contacto con el cuerpo 71
para sujetar la superficie externa del cuerpo 71 del tubo 70. Como muestra la figura 15 el elemento de proteccion
cilindrico 80 esta montado en el cuerpo 71 del tubo 70 de modo que el elemento proteccién cilindrico 80 se pueda
deslizar para permitir que la parte de pequefio diametro 72 del tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos 70
quede expuesta por el extremo delantero del elemento proteccion cilindrico 80. Mas especificamente la parte de
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sujecion 83 del elemento de proteccion 80 guarda buen contacto y sujeta el cuerpo 71 del tubo de congelacién y
almacenamiento de 6vulos 70 lo suficiente para que el elemento proteccion cilindrico 80 se pueda deslizar por el
cuerpo 71 del tubo de congelacion y almacenamiento de évulos 70. La parte de sujecion 83 puede tener una
estructura similar a la de la parte sujecion 33 descrita anteriormente. En esta realizacion, una parte de diametro
reducido 84 cuyo diametro disminuye gradualmente hacia el extremo trasero esta hecha entre la parte semitubular
82 y la parte de sujecién 83. Por lo tanto, como muestra la figura 16 la parte de diametro aumentado 74 y la parte de
diametro reducido 84 encajan una en otra con la parte tubular 81 del elemento de protecciéon cilindrico 80
acomodando la parte de pequefio diametro 72 del tubo 70 dentro de ellas. Consecuentemente el elemento de
proteccion 80 no puede moverse con facilidad hacia el lado trasero del tubo 70 que acomoda la parte pequefio
diametro 72.

El elemento de proteccidn cilindrico 80 sirve como medios para proteger el tubo 70 con el que se ha recogido el
ovulo conjuntamente con un fluido vitrificado sin inhibir el enfriamiento del 6vulo. Por lo tanto, cuando el elemento de
proteccion cilindrico 80 se monta en el tubo 70 el intervalo para el 6vulo recogido de la parte de pequefio didmetro
72 entre la posicion central de la misma y el extremo trasero queda ubicado dentro de los limites de la longitud de la
parte semitubular 82. Es decir, el elemento de proteccién 80, esta montado en el tubo 70 de manera que la parte de
pequefio diametro 72 que acomoda el évulo queda expuesta al exterior y puede entrar en contacto facilmente con el
nitrégeno liquido.

El elemento de proteccion 80 estd montado en el tubo 70 con su extremo delantero sin sobresalir mas alla del
extremo delantero de la parte tubular 81. Por lo tanto cuando el tubo 70 en el que se ha montado el elemento de
proteccién 80 se introduce en un recipiente lleno de nitrégeno liquido por la parte de pequefio diametro el extremo
delantero de la parte de pequefio didmetro no toca la superficie del fondo del recipiente. Por lo tanto, es posible
evitar que el tubo 2 se doble por la parte de pequefio didmetro o la parte biselada y por lo tanto evitar que el tubo
resulte dafiado.

La longitud total del elemento de proteccion 80 preferiblemente es de entre 20 mm y 70 mm, mas preferiblemente de
entre 30 mm y 50 mm y mas preferiblemente de entre 45 mm y 55 mm. La longitud de la parte tubular 81 es
preferiblemente de entre 5 mm y 40 mm, mas preferiblemente de entre 5 mm y 20 mm y aun mas preferiblemente de
entre 7 mm y 15 mm. El didametro interno de la parte tubular 81 es preferiblemente de entre 2,0 mm y 4,0 mm, mas
preferiblemente de entre 2,5 mm y 3,5 mm. Resulta preferible que la parte tubular sea cilindrica como muestran las
figuras, pero la parte tubular puede ser eliptica o poligonal. El espesor de la parte tubular 81 es preferiblemente de
entre 0,3 mmy 1,0 mm.

La longitud de la parte semitubular 82 es preferiblemente de entre 10 mm y 40 mm y mas preferiblemente de entre
25 mm y 35 mm. Resulta favorable que la circunferencia interna de la parte semitubular sea de entre 1/ 3 y 2/3
menor que la de la parte tubular. Resulta preferible que el cuerpo 71 del tubo 70 se pueda acomodar en la parte
semitubular 82 por la cara lateral de la parte semitubular 82. Es decir, que el tubo 70 se pueda montar no por la
abertura del extremo trasero de la parte semitubular 82 sino por una abertura axial en la cara lateral de la misma.
Resulta preferible que la parte semitubular sea semicilindrica como se muestra en las figuras pero la parte
semitubular 82 puede ser semieliptica o semipoligonal. Resulta preferible que el material del elemento proteccién
cilindrico 80 sea el mismo que el del elemento de proteccién 3. Resulta preferible que la longitud de la parte de
sujecion 83 sea de entre 1,5 mm y 3,5 mm. Resulta preferible que el didmetro interno de la parte de sujecién 83 sea
de entre 1,5 mmy 2,0 mm.

El instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos 60 tiene una parte de conexion 87 que se puede
conectar al extremo trasero del cuerpo 71 o del tubo de congelacién y almacenamiento de évulos 70, un tubo 88
montado en la parte de conexién 87 directamente o indirectamente y una herramienta de aspiracion de recogida de
ovulos 86 que tiene una boquilla 89 montada en el tubo 88. A la hora de utilizar la herramienta de aspiracion 86 de
tipo boquilla un operario aspira con la boquilla 89 para introducir los 6vulos en el tubo de congelacién y
almacenamiento de 6vulos 70.

Resulta preferible que el filtro 90 esté entre la parte de conexién 87 y el tubo 88.

Como se muestra en la figura 9 la herramienta de aspiracion 86 de esta realizacion tiene una parte de conexién
cilindrica 87, un filtro 90, que esta entre la parte de conexion 87 y un tubo 88, y tiene también una boquilla 89.

La parte de conexién 87 es un elemento cilindrico. La parte de conexién 87 esta configurada de modo que el cuerpo
71 del tubo de congelacién y almacenamiento de Ovulos 70 se monte en la parte conexiéon 87 por uno de sus
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extremos. En el otro extremo de la parte conexién 87 se puede montar un puerto 92 del filtro 90.

El filtro 90 tiene un cuerpo 91 en el que hay un disco de filtro 93 y el puerto 92 esta en la superficie delantera y
trasera de la zona del cuerpo 91. Resulta preferible que el filtro 93 no sea hermético pero si estanco. La parte de
conexién 87 se puede montar en un puerto 92. El tubo 88 se puede montar en el otro puerto 92.

Resulta preferible que el tubo 88 sea de material flexible como la silicona, cloruro de polivinilo y similares. Resulta
preferible que la longitud del tubo 88 sea tal que el instrumento de congelaciéon y almacenamiento de 6vulos se
pueda utilizar como se sujetaria un boligrafo con la boquilla 89 en la boca del operario.

A continuacion se describira el método de la presente invencion de congelacion y almacenamiento de évulos. El
método de congelacion y almacenamiento de 6vulos se ejecuta utilizando el instrumento de congelacion y
almacenamiento de 6vulos 60 descrito anteriormente. La figura 15 es una vista explicativa para ilustrar el manejo del
instrumento de congelacion y almacenamiento de dvulos de la presente invencion. La figura 16 es una vista
explicativa para ilustrar el manejo del instrumento de congelacién y almacenamiento de évulos de la presente
invencion.

El método de almacenamiento incluye un paso de preparar un 6vulo cuyo liquido intracelular se ha sustituido por un
fluido en equilibrio y cuyo fluido extracelular se ha sustituido por un fluido vitrificado, un paso de exponer la parte
pequefio diametro 72 del tubo 70 al exterior deslizando el elemento de proteccion cilindrico 80 hasta la cara trasera
del tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos 70, un paso de recoger el 6vulo con la parte de pequefio
didmetro 72 del tubo de congelacién y almacenamiento de dvulos 70 junto con el fluido vitrificado, un paso de sellar
el tubo de congelacién y almacenamiento de oOvulos incluyendo sellar térmicamente una cara del tubo de
congelaciéon y almacenamiento de évulos por una zona delantera de la parte de pequefio didmetro 72 por donde se
ha recogido el évulo y sellar térmicamente la otra cara del tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 70 por
una zona del cuerpo 71, un paso de acomodar la parte de pequefio didmetro 72 del tubo 70 en el elemento de
proteccion cilindrico 80 deslizando el elemento cilindrico 80 hasta la cara delantera del tubo de congelacion y
almacenamiento de 6vulos 70 después de que se haya sellado una cara del tubo de congelacion y almacenamiento
de 6vulos 70 o de que se hayan sellado tanto una cara del tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos como
una zona del cuerpo 71 y un paso de introducir el instrumento de congelacion y almacenamiento de évulos 60 en un
deposito de nitrogeno liquido.

Especificamente el método de almacenamiento incluye un paso de preparar un 6vulo cuyo fluido intracelular se ha
sustituido por un fluido en equilibrio y cuyo fluido extracelular se ha sustituido por un fluido vitrificado, un paso de
preparar una unidad que incluye un tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos 70 que constituye el
instrumento de congelacion y almacenamiento 60 y la herramienta de aspiracion 86 montada en el cuerpo 71 del
tubo de congelacién y almacenamiento de évulos 70, un paso de exponer la parte de pequefio diametro 72 del tubo
70 al exterior deslizando el elemento de proteccion cilindrico 80 del instrumento de congelacion y almacenamiento
de Ovulos 60 hasta la cara trasera del tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 70, un paso de recoger el
ovulo con la parte de pequefio diametro 72 del tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos 70 conjuntamente
con el fluido vitrificado haciendo funcionar la herramienta de aspiracion 86, un paso de sellar el tubo de congelacién
y almacenamiento de 6vulos incluyendo sellar térmicamente una cara del tubo de congelacion y almacenamiento de
ovulos 70 por una zona delantera de la parte de pequefio diametro 72 y sellando térmicamente la otra cara del tubo
de congelacion y almacenamiento de évulos 70 por una zona del cuerpo 71 con la herramienta de aspiracion 86
montada, un paso de acomodar la parte de pequefio diametro 72 del tubo 70 en el elemento de proteccion cilindrico
80 deslizando el elemento de protecciéon cilindrico 80 hasta la cara delantera del tubo de congelaciéon y
almacenamiento de évulos 70 después de que se haya sellado una cara del tubo de congelacion y almacenamiento
de 6vulos 70 o de que se hayan sellado tanto la cara del tubo de congelacion y almacenamiento de évulos 70 como
la zona del cuerpo 71, un paso de quitar la herramienta de aspiracion 86 del tubo de congelacion y almacenamiento
de évulos 70 y un paso de introducir el instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos, del que se ha
quitado la herramienta de aspiracion 86, en un depdsito de nitroégeno liquido.

El paso de sellar el tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos se ejecuta con la herramienta de aspiracion
montada. Por lo tanto, es posible evitar que las bacterias penetren en el tubo con el que se ha recogido el 6vulo.

A continuacion se describira el método de congelacién y almacenamiento de 6vulos ejemplificando el caso en el que
se ha congelado un évulo para almacenarlo. Inicialmente el évulo se recoge con la punta de una pipeta y se
sustituye el fluido intracelular del 6évulo por un fluido en equilibrio, luego se sustituye el fluido extracelular por un
fluido vitrificado.
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A continuacion, como muestra la figura 9, se prepara una unidad que incluye el tubo de congelaciéon y
almacenamiento de évulos 70 que constituye el instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos 60 y la
herramienta de aspiracion 86 montada en el cuerpo 71 del tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos 70.
Luego, como muestra la figura 15 el elemento de proteccion cilindrico 80 se desliza hacia el extremo trasero del tubo
de congelacion y almacenamiento de o6vulos 70 para exponer la parte pequefio diametro 72 al exterior.
Seguidamente, como muestra la figura 15, la herramienta de aspiracién 86 se maneja bajo un microscopio para
recoger un 6vulo 52 contenido en el fluido vitrificado colocado sobre una placa Petri 50. El 6vulo 52 se recoge con la
parte de pequefio diametro 72 del tubo de congelacién y almacenamiento de évulos 70 junto con el fluido vitrificado
51. Resulta preferible recoger el 6vulo conjuntamente con el fluido vitrificado con la parte de pequefio diametro 72
dejando el 6vulo 52 entre el centro de la parte de pequefio diametro 72 del tubo de congelaciéon y almacenamiento
de ovulos 70 y el extremo trasero (base) de la parte pequefio diametro 72. Luego, la otra cara del tubo se sella
térmicamente por la zona delantera de la parte de pequefio didmetro 72 formando una zona sellada 71a. A
continuacion la otra cara del tubo 70 se sella térmicamente conformando una zona sellada 71b. Asi, el tubo 70
queda sellado en el extremo delantero y trasero como muestra la figura 16. A continuacion como muestra la figura
16 el elemento de proteccion cilindrico 80 se desliza hacia el extremo delantero del tubo de congelacion y
almacenamiento de 6vulos 70 para acomodar la parte de pequefio diametro 72 del tubo 70 dentro del elemento de
proteccion cilindrico 80. Luego, el instrumento de congelacion y almacenamiento de évulos (el tubo de congelacion y
almacenamiento de 6vulos 70 y el elemento de proteccidn cilindrico 80) se quita de la herramienta de aspiracion 86
y se mete en el deposito de nitrégeno liquido para congelar y almacenar el 6vulos 52 en él.

Aplicabilidad industrial

El instrumento de congelacion y almacenamiento de évulos de la presente invencién incluye un tubo de congelacion
y almacenamiento de 6vulos de un material resistente a nitrégeno liquido y que se puede sellar térmicamente y un
elemento de proteccion cilindrico de un material resistente al nitrégeno liquido para proteger el tubo de congelacion y
almacenamiento de 6vulos. El tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos incluye un cuerpo, una parte de
pequefio diametro de almacenamiento de dvulos que tiene un diametro externo menor que el del cuerpo y un
diametro interno de entre 0,1 mm y 0,5 mm, una zona delantera que se puede sellar térmicamente a la que se puede
sellar la cara delantera de la parte de pequefio didmetro por la cara delantera de la parte de pequefio didmetro
después de que se recoja el 6vulo con la parte de pequefio diametro para recogida de 6vulos, una zona trasera que
se puede sellar térmicamente a la que se puede sellar térmicamente el cuerpo por la cara trasera después de que se
haya recogido el 6vulo con la parte de pequefio didmetro de almacenamiento de 6vulos. El elemento de proteccion
cilindrico tiene una parte tubular para acomodar la cara delantera de la parte de pequefio didmetro del tubo de
congelaciéon y almacenamiento de 6vulos y una parte semitubular para acomodar la zona de la parte de pequefio
diametro del tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos no acomodada en la parte tubular y la zona delantera
del cuerpo.

En esta estructura después de que se recoge el 6évulo con el tubo de almacenamiento ambos extremos del tubo se
pueden sellar térmicamente. Por lo tanto, es posible evitar la penetracidon de bacterias en el tubo mientras se hace el
almacenamiento de los évulos en el tubo y la vitrificacién. Ademas, aunque el tubo entre en contacto con el
nitrégeno liquido utilizado para la vitrificacion el 6vulo no entra en contacto directo con el nitrégeno liquido. Por otra
parte, puesto que el évulo se puede recoger con la parte de pequefio diametro del tubo el 6vulo se puede enfriar
rapidamente con el nitrégeno liquido. Asi el évulo se puede colocar sin riesgos Y vitrificado. Ademas, el elemento de
proteccion impide que el tubo sufra dafios sin impedir el enfriamiento del tubo cuando el tubo de recogida de 6vulos
se introduce en el deposito de nitrégeno liquido.

El instrumento de congelacion y almacenamiento de évulos de la presente invencién incluye un tubo de congelacion
y almacenamiento de évulos de material resistente al nitrégeno liquido y que se puede sellar térmicamente y un
elemento proteccion cilindrico de metal de material resistente al nitrégeno liquido y montado en el tubo de
congelacién y almacenamiento de 6vulos para proteger el tubo de congelacion y almacenamiento de évulos. El tubo
de congelacion y almacenamiento de dvulos tiene un cuerpo, una parte pequefio diametro de almacenamiento de
ovulos con un diametro externo menor que el del cuerpo y un didametro interno de entre 0,1 mm y 0,5 mm, una zona
delantera que se puede sellar térmicamente a la que la parte de pequefio diametro se puede sellar térmicamente por
la parte delantera de la parte de pequefio diametro después de que se recoja el 6vulo con la parte de pequefio
didametro para almacenamiento de évulos y una zona trasera que se puede sellar térmicamente a la que se puede
sellar térmicamente el cuerpo por la parte trasera del mismo después de que se haya recogido el évulo con la parte
de pequefio diametro para almacenamiento de dvulos. El elemento de proteccion cilindrico tiene una parte tubular
para acomodar la cara delantera de la parte de pequefio diametro del tubo de congelaciéon y almacenamiento de
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ovulos, una parte semitubular en el extremo trasero de la parte tubular para acomodar la zona de la parte de
pequefio diametro no acomodada en la parte tubular y una zona delantera del cuerpo y una parte sujecion en el
extremo trasero de la parte semitubular para sujetar el cuerpo del tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos.
El elemento de proteccion cilindrico se puede deslizar hasta la cara trasera del tubo de congelaciéon y
almacenamiento de 6vulos para permitir que la parte de pequefio diametro quede expuesta al exterior por el extremo
delantero del elemento de proteccién cilindrico. El tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos tiene una parte
antideslizamiento para evitar que el elemento de proteccién cilindrico deslice por la cara delantera del tubo de
congelacién y almacenamiento de dvulos del cuerpo o en las proximidades del limite entre el cuerpo y la pieza de
pequerio didmetro.

En esta estructura, después de que se recoja el évulo con el tubo de almacenamiento ambos extremos del tubo se
pueden sellar térmicamente. Por lo tanto, es posible evitar la penetracion de bacterias en el tubo mientras se
almacena el 6vulo o se hace la vitrificacion. Ademas, incluso aunque el tubo entre en contacto con nitrégeno liquido
el évulo no entra en contacto con el nitrégeno liquido directamente. Por otra parte, puesto que el 6vulo se puede
recoger con la parte de pequefio diametro del tubo el 6vulo se puede enfriar rApidamente con nitrégeno liquido. Asi,
el évulo se puede colocar sin riesgos y vitrificado. Ademas el elemento proteccion impide que el tubo sufra dafios sin
inhibir el enfriamiento del tubo cuando el tubo de recogida de 6vulos se introduce en el depdsito de nitrégeno liquido.
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REIVINDICACIONES

1. Instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos (1) que comprende un tubo de congelacion y
almacenamiento de 6vulos (2) de un material resistente al nitrégeno liquido y que se puede sellar térmicamente y un
elemento proteccion cilindrico (3) de material resistente al nitrégeno liquido para proteger dicho tubo de congelacién
y almacenamiento de 6vulos (2) caracterizado por que dicho tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos (2)
comprende un cuerpo (21) y una parte de pequefio diametro de almacenamiento de 6vulos (22) que tiene un
diametro externo menor que el del cuerpo y con un didmetro interno de 0,1 mm a 0,5 mm, una zona delantera que
se puede sellar térmicamente a la que se puede sellar térmicamente la parte de pequefio diametro por la cara
delantera de dicha parte de pequefio didmetro (22) después de que se haya recogido el dvulo con dicha parte de
pequefio diametro de almacenamiento de 6vulos y una zona trasera que se puede sellar térmicamente a la que se
puede sellar térmicamente dicho cuerpo (21) por la cara trasera del mismo después de que dicho 6vulo se haya
recogido con la parte de pequefio didmetro para almacenamiento de 6vulos (22), teniendo dicho elemento de
proteccién cilindrico (3) una parte tubular (31) para acomodar dicha cara delantera de dicha parte de pequefio
didmetro de dicho tubo de congelacion y almacenamiento de évulos (2) y una parte semitubular (32) para acomodar
una zona de la parte de pequefio didmetro (22) de dicho tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos no
acomodada en dicha parte tubular (31) y una zona delantera de dicho cuerpo (21).

2. Instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos (1) de acuerdo con la reivindicacion 1 que
comprende ademas una herramienta de aspiracion para recogida de évulos (4) que tiene una parte de conexion a la
gue se puede conectar un extremo trasero de dicho cuerpo (21) de dicho tubo de congelacién y almacenamiento de
ovulos (2)

3. Instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 donde
dicha parte semitubular (32) de dicho elemento de proteccién cilindrico (3) tiene una parte de sujecién (33) para
sujetar dicho cuerpo (21) de dicho tubo de congelacién y almacenamiento de évulos (1).

4. Método de congelacion y almacenamiento de 6vulos no humanos utilizando un instrumento para
congelacion y almacenamiento de 6vulos de acuerdo con una de las reivindicaciones 1-3 que comprende un paso de
preparar un 6vulo cuyo fluido intracelular se ha sustituido por un fluido en equilibrio y cuyo fluido extracelular se ha
sustituido por fluido vitrificado, un paso de recoger dicho évulo con dicha parte de pequefio diametro (22) de dicho
tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos (2) conjuntamente con dicho fluido vitrificado, un paso de sellar
dicho tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos (2) que incluye sellar térmicamente una cara de dicho tubo
de congelacién y almacenamiento de 6vulos (2) en una zona delantera de dicha parte de pequefio diametro (22) y
sellar térmicamente la otra cara de dicho tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos (2) en una zona de dicho
cuerpo (21), un paso de montar dicho elemento de proteccion de metal (3) de dicho tubo de congelacion y
almacenamiento de 6vulos (1) y un paso de introducir dicho tubo de congelacion y almacenamiento de évulos (2) en
el que se ha montado dicho elemento de proteccion (3) en un deposito de nitrégeno liquido.

5. Método de congelacion y almacenamiento de &vulos humanos para tratamientos de fertilidad
utilizando un instrumento de congelacion y almacenamiento de un évulo de acuerdo con una de las reivindicaciones
1-3 que comprende un paso de preparar un évulo cuyo fluido intracelular se ha sustituido por un fluido en equilibrio y
cuyo fluido extracelular se ha sustituido por fluido vitrificado, un paso de recoger dicho évulo con dicha parte de
pequefio didmetro (22) de dicho tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos (2) conjuntamente con dicho fluido
vitrificado, un paso de sellar dicho tubo de congelaciéon y almacenamiento de 6vulos (2) que incluye sellar
térmicamente una cara de dicho tubo de congelaciéon y almacenamiento de évulos (2) por una zona delantera de
dicha parte de pequefio didametro (22) y sellar térmicamente el otro lado de dicho tubo de congelacién y
almacenamiento de évulos (2) por una zona de dicho cuerpo (21), un paso de montar dicho elemento de proteccién
de metal (3) en dicho tubo de congelacion y almacenamiento de évulos sellado (1) y un paso de introducir el tubo de
congelaciéon y almacenamiento de 6vulos (2) en el que se ha montado dicho elemento de proteccion (3) en dicho
depdsito de nitrégeno liquido.

6. Método de congelacion y almacenamiento de un évulo de acuerdo con las reivindicaciones 4 o 5 que
comprende un paso de preparar una unidad que incluye dicho tubo de congelacion y almacenamiento de évulos (2)
y dicha herramienta de aspiracion (4) montada en el cuerpo (21) de dicho tubo de congelacion y almacenamiento de
6vulos (2), un paso de hacer funcionar dicha herramienta de aspiracién para recoger dicho 6vulo con dicha parte de
pequefio diametro (29) de dicho tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos (2) conjuntamente con dicho fluido
vitrificado donde dicho paso de sellar dicho tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos (2) incluye sellar
térmicamente un lado de un tubo de congelaciéon y almacenamiento de évulos (2) por una zona delantera de dicha

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2618329 T3

parte de pequefio diametro (22) y sellar térmicamente la otra cara de dicho tubo de congelacion y almacenamiento
de 6vulos (2) por una zona de dicho cuerpo (21) se realiza con dicha herramienta de aspiracién (4) montada en
dicho tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos (2), un paso de quitar dicha herramienta de aspiracién (4) de
dicho tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos (2) y un paso de introducir dicho tubo de congelacion y
almacenamiento de 6vulos (2) en el que se ha montado el elemento de proteccién (3) en un depésito de nitrégeno
liquido.

7. Instrumento de congelaciéon y almacenamiento de évulos de acuerdo con la reivindicacién 1 donde
dicho elemento cilindrico (3) estd montado en dicho tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos, dicha parte
semitubular (32) estd en el extremo trasero de la parte tubular (31) y dicho instrumento de congelacion y
almacenamiento de 6vulos comprende una parte de sujecion (33) en el extremo trasero de dicha parte semitubular
(32) para sujetar dicho cuerpo (21) de dicho tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos (2) y dicho elemento
de proteccion cilindrico (3) se puede deslizar hasta la cara trasera de dicho tubo de congelacion y almacenamiento
de Ovulos (2) para permitir que dicha parte de pequefio didmetro (22) quede expuesta al exterior por un extremo
delantero de dicho elemento proteccion cilindrico (3), teniendo dicho tubo de congelaciéon y almacenamiento de
ovulos (2) una parte antideslizamiento para evitar que el elemento de proteccién cilindrico (3) se salga de dicho tubo
de congelacion y almacenamiento de 6vulos (2), hecho en dicho cuerpo (21) o en la proximidad del limite entre dicho
cuerpo (21) y dicha parte de pequefio diametro (22).

8. Instrumento de congelacion y almacenamiento de dvulos de acuerdo con la reivindicacién 7 donde
dicha parte antideslizamiento (74) es una parte de didmetro aumentado formada en dicho cuerpo de dicho tubo de
congelacién y almacenamiento de 6vulos o en la proximidad del limite entre dicho cuerpo y dicha parte pequefio
diametro.

9. Instrumento de congelacién y almacenamiento de évulos de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8 que
ademas comprende una herramienta de aspiracion de recogida de 6vulos (86) que tiene una parte de conexion (87)
a la que se puede conectar un extremo trasero de dicho cuerpo (21) de dicho tubo de congelacién y almacenamiento
de 6vulos.

10. Instrumento de congelacion y almacenamiento de 6vulos de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8 que
comprende ademas una herramienta de aspiracion de recogida de 6vulos (86) que incluye una parte de conexion
que se puede conectar al extremo trasero de dicho cuerpo de dicho tubo de congelacion y almacenamiento de
Ovulos (2), un tubo montado en dicha parte de conexion directa o indirectamente y una boquilla montada en dicho
tubo (2).

11. Método de congelacion y almacenamiento de un 6vulo de acuerdo con las reivindicaciones 4 o 5 que
incluye un paso de exponer dicha parte de pequefio didmetro (22) de dicho tubo de congelacion y almacenamiento
de 6vulos (2) al exterior deslizando dicho elemento de proteccion cilindrico (3) hasta la cara trasera de dicho tubo de
congelacién y almacenamiento de dvulos (2) donde dicho paso de montar dicho elemento de proteccion cilindrico en
dicho tubo de congelacion y almacenamiento de évulos consiste en un paso de acomodar dicha parte de pequefio
didametro (22) de dicho tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos (2) en dicho elemento de proteccién
cilindrico (3) deslizando dicho elemento de proteccion cilindrico hasta la cara delantera de dicho tubo de congelacién
y almacenamiento de 6vulos después de que dicha cara de dicho tubo de congelaciéon y almacenamiento de évulos
esté sellado o de que dicha cara del tubo de congelacion y almacenamiento de dicho 6vulo y una zona de dicho
cuerpo estén selladas.

12. Método de congelacién y almacenamiento de oOvulos de acuerdo con la reivindicacion 11 que
comprende los pasos de preparar una unidad que incluye dicho tubo de congelacion y almacenamiento de 6vulos (2)
y dicha herramienta de aspiraciéon (4) montada en un cuerpo de dicho tubo de congelacién y almacenamiento de
Ovulos (2), hacer funcionar dicha herramienta de aspiracion para recoger dicho évulo con dicha parte pequefio
diametro (22) de dicho tubo de congelacion y almacenamiento de évulos (2) conjuntamente con dicho fluido
vitrificado, donde dicho paso de sellar dicho tubo de congelacién y almacenamiento de 6vulos (2) que incluye sellar
térmicamente una cara de dicho tubo de congelaciéon y almacenamiento de évulos (2) por una zona delantera de
dicha parte de pequefio diametro y sellar térmicamente la otra cara de dicho tubo de congelacion y almacenamiento
de 6vulos (2) por una zona de dicho cuerpo (22) se realiza con dicha herramienta de aspiracién (4) montada en
dicho tubo de congelacion y almacenamiento de dvulos (2), un paso de quitar dicha herramienta de aspiracién (4) de
dicho tubo de congelaciéon y almacenamiento de évulos (2) y donde en dicho paso de introducir dicho instrumento de
congelaciéon y almacenamiento de 6vulos en un depdsito de nitrégeno liquido se hace con dicho instrumento de
congelacién y almacenamiento de évulos que es el tubo de congelacién y almacenamiento de évulos (2) en el que
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se ha montado dicho elemento de proteccion (32).
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