CALIBRACION DE UN ESPECTROFOTOMETROY FOTOCOLORIMETROS PARA
LA ESTIMACION RAPIDA DE LA CONCENTRACION DE ESPERMATOZOIDES
' EN EL SEMEN DE BOVINOS

La determinacion rapida y exacta de
la concentracidn de espermatozoides
es indispensable cuando se trabaja
con semen, ya sea que éste se
emplee en forma experimental o para
la inseminacion artificial, sobre todo
si se toma en consideracion que la
concentracion de espermatozoides es
una de las caracteristicas mas varia-
bies en la evaluacion de una muestra
de semen {Hafs et al., 1958).

Dentro de los métodos que se han
utilizado para medir concentracion
espermatica se encuentran: estima-
cion de la muestra a simple vista,
utilizacién del hemacitometro, esper-
matocrito, métodos fotoeléctricos y
conteo electrénico.

La forma mas simple para determi-
nar la concentracion de espermato-
zoides es mediante el uso del hemaci-
tometro, sin embargo con esta técni-
ca se pierde mucho tiempo y es dificil
adaptarla a las condiciones de campo.

En los Ultimos afios se han desa-
rroflado diversas técnicas para la
determinaciéon de la concentraciéon de
espermatozoides, que se basan en la
densidad optica. Dichos métodos son
rapidos, bastante exactos y se adap-
tan facilmente a las condiciones de
campo.

En el ano 1938 Comstock vy Green
describieron el uso de un “fotoldbme-
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tro” como un método simple y exacto
para la determinacion rapida de la
concentracién de espermatozoides del
semen de borrego. Métodos similares
utilizando fotelémetros y colorimetros
se han empleado posteriormente para
estimar la concentracién en el semen
del perro (Foote y Boucher, 1964), vy
en el de los bovinos {(Willetty y
Buckner, 1951). :

La estimacién del numero de es-
permatozoides en el semen mediante
el uso de un espctrofotémetro y
fotocolorimetro estd basada en el
hecho de que a medida que el numero
de células espermaticas por mililitro
aumenta, la opacidad de la muestra
también aumenta, y por consiguiente
pasard menos luz a travées de la
solucién donde esté diluido el semen.
Mediante una dilucién adecuada de
las muestras de semen, la cantidad
de luz que pasa a través de ellas
puede ser medida cuantitativamente
por un espectrofotdmetro o colorime-
tro. Las lecturas de los aparatos a su
vez pueden ser relacionadas con el
nimeroc de espermatozoides en la
muestra, siempre y cuando dicho
parametro sea estimado previamente
mediante un conteo, similar al que se

utiliza para contar giébulos rojos
(Bratton, Foote y Shipman, 1956).
Con el método de la camara del

hemacitémetro se ha encontrado una
relacion altamente significativa entre
la cuenta espermatica v las lecturas



de la densidad o6ptica de las mismas
muestras de semen (Comstock vy
Green, 1939).

El objetivo del presente trabajo fue
evaluar y comparar la calibracién de
un espectrofotémetro y 3 colorimetros
para la determinaciéon rapida de la
concentracién de espermatozoides en
el semen bovino. Se calibraron 3
fotocolorimetros de baterias y un
espectrofoiémetro modelo Spectronic
20.

Para la determinacién de la con-
centracién de espermatozoides se uti-
lizd una camara de hemacitometro y
se siguié la técnica descrita por
Coffin (1953), y como diluyente para
el semen se utilizd el colorante rosa
de Bengala.

El procedimiento para obtener la
densidad Optica en el caso de los
fotocolorimetros es el siguiente: Se
prepara una solucién de citraio de
sodio al 2.9% ({(solucién base). Se
enciende el aparato y se deja calentar
por 10 minutos, después se ajusta
para que lea 0% de transmision; se
colocan 4 mi de la soluciéon base, con
la que se ajusta para que dé una
lectura de 100%.

Depués de la coleccién del semen,
se mezcla cuidadosamente el eyacula-
do invirtiendo el tubo 10 veces y se
extrae 0.1 mi del semen que se
deposita en el tubo con 7.9 ml de la
soluciénde citrato de sodio, lo cual nos
da una dilucién de 1:80. Estos 8 ml
proporcionan suficiente material para
que se puedan hacer las lecturas con
el hemacitometro y con el fotocolori-
metro utilizando la misma muestra del
semen y evitar asi errores en el
muestreo. De este Gltimo tubo se
toman 4 ml y se colocan a su vez en
un tubo especial del fotocolorimetro,
cuyas superficies externas deberan
estar perfectamente limpias y libres
de huellas digitales. Con la solucion
base del citrato de sodio se ajusta el
aparato para obtener 100% de trans-

misién, se retira esta solucién y se
inserta el tubo con la muestra de
semen. La lectura se toma cuando la
aguja del aparato se detiene por
primera vez. Se quita la muestra de
semen y se pone nuevamente ia
solucién base para comprobar que
haya 100% de transmisién de la luz;
si el instrumento no registra nueva-
mente el 100% de transmisién enton-
ces se debe ajustar el aparato y hacer:
oira lectura. En nuestro estudio se
tomaron dos lecturas, las cuales se
promediaron para el analisis estadisti-
co.

Con relacion al espectrofotometro,
éste se debe colocar en un lugar en el
que no le dé la luz solar, ni sufra
vibraciones, y debe calentarse por 10
minutos antes de usarse. Se procede
entonces a seleccionar la longitud de
onda deseada, la cual fue de 8630 en
nuestro estudio {como precaucion, se
debe asegurar el botén selector de la
longitud ‘de onda con un pedazo de
tela adhesiva).

El instrumento se debe ajustar
para gue con la solucién base de una
lectura de 100% de transmision y
para que reigistre 0% de transmision
sin solucién alguna. La superficie
exterior de los tubos se debe limpiar
perfectamente con papel especial para
limpiar lentes.

Para efectuar ia lectura del porcen-
taje de transmision, se toma 0.1 mi
del semen, se remueve el exceso de
la punta y parte externa de la pipeta
con un papel fino y se coloca en uno
de los tubos con 7.9 ml de Ia
solucién del citrato. La punta de la
pipeta con el semen se debe colocar
0.5 cm dentro del citrato y el semen
debe fluir por gravedad; cuando el
semen deja de fluir se enjuaga unas
tres veces la pipeta ¢on el citrato;
después se tapa el tubo y se invierte
cuidadosamente sin agitarlo, unas 5
veces, evitandose la salida del fiquido,
posteriormente ¢e procede a hacer la
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lectura como en el caso de los
colorimetros.

Para disminuir el margen de error,
en nuestro estudio los conteos he-
chos con la camara dei hemacitéme-
tro correspondiente a determinado
porcentaje de transmisién fueron pro-
mediados, utilizandose estas medias
para hacer el analisis de regresion,
para el cual se utilizaron 32 medias en
el caso del Spectronic 20 y para los
fotocolorimetros 26, 25 y 28 respecti-
mente.

Para obtener la densidad dptica se
realizé una.transformacién logaritmica
del porcentaje de transmisién y con-
vertirlo en una correlacion lineal y se
le rest a 2 para que dicha correlacidn
fuera positiva; (D= 2-log % transmi-
sién}.

Para la ecuacién de regresion se
siguié el método descrito por Spede-
cor y Cochran (1971), que fue Y= a
+,bx donde x, es la densidad 6ptica
y Y la lectura del hemacitdmetro.

Tomando en consideracién que la
obtenciéon de una determinada ecua-
cion no fue aplicable a los otros apa-
ratos, en el cuadro 1 se enlistaron
solamente parte de las lecturas obte-
nidas para que sirvan de ejemplo o
como base de comparacién para la
calibracién de otros aparatos.

CUADRO1
Lecturas del porcentaje de transmision,
transformaciones iogaritmicas y cuentas con el
hemacitémetro.

PORCENTAJE TRANSFORMACTON
TRANSKISION LOBARITMICA
{13 93]

CUENTA

MUESTRA 7
N2 HEW‘C!T?METRQ—
{
i

1778
1140
1610
1680
3030
1710
2250
170
3680
830
2210
. 1800
.25571 850

2.0 -
66.5 L17718

mom——
¥=6115 4214X-389.11

1 Solamente se presenta parte de la informacion
2 Millones de espermatozoldes por mililitro.
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Una vez obtenida la ecuacion, se
procedié a elaborar un cuadro en
donde a cada lectura del espectrofoté-
metro, se le da su valor en nimero de
espermatozoides por mililitro, de tal
forma que en cuanto se vea la lectura
del espectrofotémetro, se sabra la
concentracion de la muestra que se
evalia. Estos cuadros se elaboran
abarcando lecturas del 20 al 80. En el
cuadro 2 se encuentra parte de este
tipo de informacion que se obtuvo de
acuerdo a la ecuacién de regresion.

CUADRO 2
Concentracién de espermatozoldes que corresponden
a lecturas del espectrofotémetro

Lectura 1 Concentracion 2

0.0 388
203 3820
210 3756
215 3632
22.¢ 3632
2.5 3872
23,6 . 3514
235 3457
240 3401
24.5 3346
25,6 R
25.5 3240

.9 2048
46.5 2011
4.0 1879
415 1946
4z.q 1915
42,5 1883

8.0 763

1 Porcentaje de transmisidn del espectrofotémetro
2 Millones de espermatozoldes por milliitro.

En el cuadro 3 se muestran parte
de las lecturas obtenidas en los 4
aparatos que se calibraron y se
presentan con el objeto de poder
apreciar diferencias de lecturas entre
los diferentes aparatos.

Se puede observar que los valores
son bastante diferentes entre el es-
pectrofotdmetro y los colorimetros
ain cuando se trataba del mismo
eyaculado; por ejemplo en {a muestra
No. 3 del mismo cuadro, el semen a
probar dio una lectura de 29.0 en el
espectrofotOmetro mientras que en
los fotocolorimetros los valores fue-


http:4214X-389.31

ron de 52.0, 50.0 y 47.0%, con la
misma muestra de semen. ‘
Asimismo se aprecia que aunque
la diferencia entre los valores de
transmision de los 3 colorimetros es
menor, la variaciéon existente no nos
permite utilizar una misma ecuacion
para 2 o mas aparatos aunque éstos
sean de la misma marca, por lo que
es recomendable calibrarlos en forma
individual. Inclusive es conveniente
recalibrar los colorimetros por lo
menos cada 6 meses, sobre todo
cuando se utilizan constantemente a
nivel de campo. Para esta recalibra-
cion se ha estado utilizando un
procedimiento mas sencillo a base de
particulas de latex (Foote, 1968).
CUADRO 3

Lecturas obtenidas al callbrar un espectrofotémetro
y 3 fotocolorimetros

Mestra
HE

t £ € 7T ¥ & A S
Espectrofotdnetro Fotocolorimetros
i T2 3
21.% 43.0 43.0 40,0
25.% 47.5 6.0 a5.9
24.0 52.0 50.0 47,0
3.8 62.0 61.0 60.0
40.% 62.0 £2.0 61.0
43.0 52.¢ 2.0 80.6
49.5 L0 £9.0 86.0
43.0 86.0 66.0 2.8
53.0 .0 70,0 63.8
10 52.5 3.0 69.0 69.0
11 53.0 2.8 1.0 67.0
12 52.0 4.5 75.40 73.5
13 46,5 73.0 72.0 71.0
14 &30 78.0 7640 76.5
15 53,0 80.0 4.0 78.0

B o D B W M e

“w

1 S6lo se presenta parte de la Informaclén.

Aunque en la actualidad se reco-
mienda una longitud de onda de 550
nanoémetros por ser bastante sensitiva
(Foote, 1968; Foote, Arriola y Wall,
1978), lo verdaderamente importante
es utilizar la misma longitud de onda
en la calibracién y durante el trabajo
rutinario.

Finalmente se deberd poner espe-
cial cuidado en la calibracion de estos
aparatos, ya que aunque representan
una gran ayuda dentro del trabajo
rutinario de procesamiento del semen,
una calibracién errénea repercutira

posteriormente en la exactitud de la
estimacion de la concentracion de
semen de las muestras a probar.

SUMMARY

A procedure for the calibration of one
photometer and three colorimeters is
described. These were a spectrophoto
meter Bausch and Lomb model Spec-
tronic 20 and three battery operated
Cenco B-2 units.

A wave length of 630 nanometers
was used. Readings for the same
sperm concentration were quite diffe-
rent between Spectronic 20 and Cenco
units, although values among these
were similar.
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