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RESUMO

A caracterizacao dptica de materiais biolégicos é uma area de pesquisa que ganha cada vez mais
relevancia. Dentre suas diversas aplicacbes, hd a contagem de células e cdlculos de concentra-
¢oes de cromoéforos por meio do espalhamento Mie da luz e da absorcao dptica. Embasado nos
estudos de Prahl (1999), Doornbos et al. (1999), Dunn (2007), Wax e Backman (2010), dentre
outros, buscou-se utilizar a teoria Mie para o espalhamento de luz e a técnica Inverse Adding-
Doubling para modelagem e caracterizagdo dptica de amostras de sémen bovino e assim realizar
uma estimativa de concentracao espermatica destas. O presente trabalho focou a andlise das
propriedades dpticas na regido de eficiéncia maxima do espalhamento de luz para estas amostras,
que apresentaram pico de espalhamento em A = 452, 1nm, permitindo-a estimar a concentracdo
por meio do calculo da fracao de volume dos espermatozdides presentes nas amostras estudadas.

Palavras-chave: Espalhamento Mie. Coeficiente de Espalhamento. Sémen Bovino. Concentra-
cao Espermatica.



ABSTRACT

The optical characterization of biological materials is an increasingly relevant area of research.
Among its various applications, there is the counting of cells and calculation of chromophore
concentrations through Mie scattering of light and optical absorption. Based on the studies
done by Prahl (1999), Doornbos et al. (1999), Dunn (2007), Wax e Backman (2010), among
others, we sought to utilize Mie theory for light scattering and the Inverse Adding-Doubling
technique for modeling and optical characterization of bovine semen samples, in order to
estimate their sperm concentration. This study focused on the analysis of optical properties in
the region of maximum scattering efficiency for these samples, which exhibited a scattering
peak at A = 452.1nm, allowing the estimation of concentration through the calculation of the
volume fraction of spermatozoa present in the studied samples.

Keywords: Mie Scattering. Scattering Coefficient. Bovine Semen. Sperm Concentration.
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1 INTRODUCAO

A caracterizacao dptica de materiais biolégicos é uma drea de pesquisa em constante
evolucdo. Um dos principais métodos utilizados para estudar esses materiais é o espalhamento
de luz. Este método é baseado na interacao da luz com as particulas presentes na amostra,
permitindo a andlise da sua composi¢do e estrutura (OSHINA; SPIGULIS, 2021).

A teoria de Mie permite calcular o espalhamento de luz por particulas esféricas, o que
é altamente relevante para a contagem de células, uma vez que muitas células biolégicas, como
células sanguineas e células bacterianas, tém uma forma aproximadamente esférica (WAX;
BACKMAN, 2010). Ao considerar a teoria de Mie, é possivel obter informacdes precisas sobre
as caracteristicas de espalhamento da luz pelas células, como o padrao angular de espalhamento
e a intensidade do sinal espalhado. Esses dados podem ser analisados para identificar e contar
as células com alta precisdo (WAX; BACKMAN, 2010; PRAHL, 1999).

Além disso, a teoria de Mie oferece vantagens como ser aplicavel em uma ampla faixa
de tamanhos de particulas, ser ndo invasiva, e ser realizada em tempo real. A teoria de Mie
permite analisar o espalhamento de luz por particulas em diferentes intervalos de tamanho,
desde particulas pequenas, como bactérias, até particulas maiores, como células sanguineas e
espermaticas. Isso possibilita uma abordagem flexivel para a contagem de células, adaptando-se
a diferentes tipos de células e permitindo a andlise simultdnea de vérias populacdes celulares
em uma amostra (MOURANT et al., 1999).

O espalhamento de luz pode ser usado para determinar a concentracdo e tamanho de
particulas em solucdo, como células sanguineas e bactérias. Através da medigcdo do coeficiente
de espalhamento e do coeficiente de absor¢cdo da amostra, é possivel obter informa¢Ges sobre a
densidade e tamanho das particulas presentes (PRAHL, 1999). Além disso, o espalhamento
de luz também pode ser utilizado para estudar a estrutura e propriedades 6pticas de tecidos
biolégicos. Através de técnicas como a espectroscopia de refletancia difusa, é possivel obter
informacdes sobre a composicdo dos tecidos e o contetido de croméforos, como a melanina e a
hemoglobina (DOORNBOS et al., 1999).

Para a modelagem do espalhamento de luz em células bioldgicas, é possivel utilizar
modelos matematicos utilizando a teoria de Mie, que considera as células como esferas
homogéneas, com indice de refragdo fixo (DUNN, 2007). Apesar dos avangos na caracterizagdo
Optica de materiais bioldgicos, ainda existem desafios a serem superados. Um dos principais
desafios é a correcao das medicGes para os efeitos de espalhamento miltiplo, que podem distorcer
as informacdes obtidas. Além disso, a interpretacdo dos resultados pode ser complicada devido
a complexidade dos materiais bioldgicos e das interagdes envolvidas (OSHINA; SPIGULIS,
2021).

No entanto, mesmo com esses desafios, a caracterizacao dptica de materiais bioldgicos

continua sendo uma d4rea de grande interesse e importancia na pesquisa biomédica. O uso
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de técnicas de espalhamento de luz, combinado com outras técnicas 6pticas, pode fornecer
informacdes valiosas sobre a composicdo, estrutura e propriedades dpticas dos materiais
biolégicos, contribuindo para avangos em diagndstico, terapia e pesquisa (DOORNBOS et al.,
1999).

A contagem de células e particulas é uma técnica fundamental em muitas areas
de pesquisa, incluindo biologia, medicina, ecologia e engenharia. A contagem precisa de
espermatozoides é fundamental na avaliacdo da fertilidade masculina e para a realizacdo de
procedimentos de reproducao assistida, como a inseminagdo intrauterina e a fertilizacao in
vitro. Vdarios métodos de contagem de espermatozoides tém sido desenvolvidos ao longo dos
anos, cada um com suas préprias vantagens e desvantagens (BRITO et al., 2016).

Os métodos manuais de contagem de espermatozoides incluem a contagem visual
em microscopia 6ptica usando cdmaras de contagem como a cdmara de Neubauer (BRITO
et al., 2016) e o método Makler (MAYA et al., 2008), que utiliza uma cdmara de contagem
descartavel com uma grade de 10x10 quadrados. Esses métodos manuais sao amplamente
utilizados, porém podem ser tediosos e consomem tempo, além de estarem sujeitos a variagdes
no julgamento subjetivo do observador e na diluicado da amostra.

Além dos métodos manuais, ha também os computacionais.Os estudos de Brito et
al. (2016) e Prathalingam et al. (2006) trazem um comparativo de diferentes métodos de
contagem de células e cdlculos de concentracbes espermdticas. As técnicas mais avancadas
para determinacdo da concentragdo incluem andlise de imagens, citometria de fluxo e analises
com espectrofotémetros.

Observando os métodos de calculo de concentragdes, vemos o uso de algumas téc-
nicas épticas para tal. Um dos métodos de caracterizado dptica é o método inverse adding
doubling (IAD)(PRAHL, 1999). Ele é uma técnica numérica que tem sido amplamente utilizada
para caracterizacdo Optica de particulas e tecidos bioldgicos, e utiliza a teoria de Mie para
determinacdo dos parametros pticos de interesse. O IAD é baseado na andlise da luz que é
espalhada ou absorvida pelas amostras biolégicas, permitindo a determinagao das propriedades
Opticas dessas amostras. Essas propriedades, por sua vez, podem ser usadas para calcular a
concentracdo de células ou particulas presentes nas amostras, uma vez que as mesmas estao
relacionadas a distribuicdo e concentra¢do de cromdforos e agentes espalhadores (PRAHL,
1999; CORREIA; HANSELAER; MEURET, 2019). Neste trabalho, objetivou-se utilizar a teoria
do espalhamento Mie da luz para realizar a caracterizacdo 6ptica de amostras de sémen bovino

e, a partir disso, estimar a concentracao espermatica das mesmas.
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2 Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral realizar a caracterizagdo dptica de trés amostras
de sémen bovino, com concentracoes espermaticas desconhecidas. A partir disso, utilizando a
teoria de Mie para o espalhamento de particulas esféricas, buscou-se realizar a contagem de

células espermaticas.

2.1 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral do estudo foram estabelecidos os seguintes objetivos
especificos:

e Determinar as propriedades 6pticas das amostras através do método Inverse Adding
Doubling (IAD);

e Estabelecer uma correlacdo entre as caracteristicas Opticas obtidas e a concentracao
espermatica real das amostras de sémen bovino;

e Avaliar a influéncia do comprimento de onda da luz incidente, na precisao da contagem
de células espermaticas utilizando a teoria de Mie;

e Propor melhorias ou otimizagdes na técnica de contagem de células esperméticas utilizando

a teoria de Mie, visando aumentar a precisao e a eficiéncia do método.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Teoria de Mie para o Espalhamento

Em 1908, Gustav Mie publicou um estudo em que propds a solugcdo do espalhamento
da luz para particulas esféricas regulares, de qualquer tamanho (REIS, 2019). Neste caso,
particulas se referem a um agregado de componentes que constituem uma regiao com indice
de refragdo n,, diferente do indice de refracdo do meio que o cerca, n,,. A solugdo cldssica
deste problema, proposta por Mie é descrita por dois parametros:

e 1, a razdo entre o indice de refragdo das particulas n, e do meio n,,, que determina a
magnitude da diferenca entre os indices de refracao;

e x: um parametro de tamanho da particula com relagdo ao comprimento de onda da luz
incidente, definido como a razdo do comprimento da circunferéncia da esfera (particula

espalhadora, de raio a) e do comprimento de onda de luz no meio A/n,,, (PRAHL, 1999):

x =2ma/(Nny) (1)

Figura 1 — llustragao da se¢ao de choque efetiva para o espalhamento e drea egométrica real do aente
espalhador.

7 e
i
7 i
3 '~=-.., E
f I
A o. = QA
Area geométrica da Secio de choque
secao de choque efetiva

Fonte: Adaptado de Prahl e Jacques (1998)

A teoria de Mie com este calculo fornece algo chamado eficiéncia de espalhamento
(Qs), que relaciona a drea da secdo de choque efetiva do espalhamento, deifinida como oy,
com a Jrea real geométrica da particula espalhadora, A = wa? (PRAHL, 1999). A Figura 1

ilustra as grandezas presentes na equagdo 2
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Os = QSA (2)

Assim, o coeficiente de espalhamento i, pode ser obtio pelo produto da densidade de

volume das particulas espalhadoras, p, e da secao de choque efetiva de espalhamento, o,:

Hs = Ps - Os (3)

Entretanto, é possivel definir também a eficiéncia do espalhamento pelo pico de
espalhamento (onde a eficiéncia é méaxima). Neste caso, temos a area real geométrica da
particula espalhadora se aproximando da area de secao de choque efetiva do espalhamento, e
podemos definir o coeficiente de espalhamento (no pico de espalhamento) em termos da &rea
geométrica real do espalhador e da densidade de volume das particulas espalhadoras (PRAHL,
1999):

s = Aps (4)
Por outro lado, a densidade de volume das particulas espalhadoras e pode ser escrita
como:
o
e 5
P =17 ()
Onde f, é a fracdo de volume das particulas na amostra (volume de esferas por mm?)
e V. é o volume da particula espalhadora. Como estamos tratando estas particulas como esferas,

podemos reescrever a Equacao 5 como

Jo

s = (4/3)ra3 (6)
Onde a é o raio da esfera espalhadora. Observemos que f, é um parametro de con-
centracdo destas particulas na amostra, uma vez que retrata o volume das esferas espalhadoras

contida em 1 mm? da amostra.
Ainda, é possivel definir o coeficiente de espalhamento reduzido ,u;, que incorpora o
coeficiente de espalhamento e o fator de anisotropia ¢ do meio que, em breve definicdo, seria
a medida das direcoes possiveis que um féton pode percorrer apdés um tnico espalhamento.

Define-se o coeficiente de espalhamento reduzido (REIS, 2019):

/

ps = ps(1 = g) (7)
Por fim, relacionando as EquacGes 6, 7 e 4, podemos escrever a fragcdo de volume em

termos do coeficiente de espalhamento reduzido da forma:

fo= (4f3)ma* s (8)
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Neste sentido, u; representa a probabilidade de um féton ser espalhado de forma
isotrépica no meio. Ele é particularmente util quando se estda em um meio em que o espalhamento
prevalece sobre a absorcao.

Outra variavel éptica que a teoria de Mie permite determinar por estes parametros
é o livre caminho médio, que representa a distancia média percorrida pela luz antes de ser
espalhada ou absorvida. O comprimento de transporte de luz (L) (VO-DINH, 2003; PRAHL,

1999) pode ser calculado como:

1
T ©)

Quanto maior o valor de L, maior serd a profundidade em que a luz penetra no

L

meio antes de ser atenuada. Esse parametro é fundamental para entender a interacdo da luz
com o meio turbido e pode influenciar diversos fendmenos, como a propagacao da luz em
tecidos bioldgicos. Assim, os coeficientes de absorcao e espalhamento de um meio turbido
fornecem informacodes cruciais para o calculo do albedo e da profundidade de penetracdo da
luz. Esses parametros sdo fundamentais para entender a interacao da luz com o meio e podem

ser aplicados em uma ampla gama de dreas da Fisica aplicada a Biologia (PRAHL, 1999).

3.2 Sobre o Inverse adding doubling

O método IAD ¢ utilizado para resolver a equacdo de transferéncia radiativa em um
meio turbido, o que permite a determinagdo das propriedades pticas do meio (PRAHL, 1999).
Ele foi implementado e disponibilizado por Scott Prahl, permitindo calcular os parametros
de /1, € 11, a partir das medidas de refletancia (R) e transmitancia (T) de amostras tdrbidas.
Além destes parametros, o IAD proprociona outras varidveis de saida que permitem recuperar
os coeficientes (i, € is de uma fatia da amostra analisada, que sdo o albedo (a) e espessura
ptica (7).

O albedo representa a razdo entre o coeficiente de espalhamento e o coeficiente de
transporte (1u4-), que & a soma de i, e us (REIS, 2019), e representa o decréscimo de energia

por unidade de adrea da luz incidente, de forma que:

a = & — L (10)
Htr Ha + Hs

A espessura 6ptica é dada pelo produto da espessura da amostra investigada (d) e a

soma entre os coeficientes de absorcdo e espalhamento da mesma, de modo que

T=d- (:ua + ,us) (11)

Assim, podemos relacionar as Equagdes 10 e 11 (REIS, 2019; WELCH; GEMERT,
2011; PRAHL, 1999) e reescrever os coeficientes de absor¢do e espalhamento em fungdo do

albedo, da espessura dptica e da espessura da amostra da forma:
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a-T

po = 720 (13)

Tais calculos fornecem informacdoes valiosas e acerca das propriedades dpticas de
meios tlrbidos, e podem ser ajustados para os casos em que o espalhamento prevalece sobre a
absorcdo ou o contrario. Cada meio terd sua particularidade, e o método IAD permite uma
analise detalhada do mesmo, contribuindo para o avan¢o da pesquisa na area de caracterizacdo
Optica de materiais € amostras, sejam eles biolégicos ou sintéticos.

A literatura cientifica oferece uma variedade de estudos e referéncias que detalham o
método IAD e suas aplicacdes na determinacao das propriedades épticas de meios turbidos. Por
exemplo, Prahl (1999) disponibiliza tabula¢ées do coeficiente de extingdo molar da hemoglobina
em 4gua, um componente relevante em muitas amostras bioldgicas. Além disso, Reis (2019)
aborda a determinacao de parametros dpticos em meios turbidos por espectroscopia de
reflectdncia difusa, apresentando uma aplicagcdo especifica para materiais bioldgicos. Outro
estudo de interesse é o de Ferrara et al. (2015), que explora a determinacdo do indice de
refracao de meios turbidos usando o método IAD em conjunto com medidas de refletancia
difusa.

O método é baseado na adicao e subtracdo de solugbes analiticas da equacdo de
transferéncia radiativa, permitindo a determinacdo dos coeficientes de absorcao e espalhamento
reduzido da amostra analisada, com base na intensidade da luz que é transmitida, refletida ou
absorvida por ela. Para rodar o cédigo, sdo necessarios, como parametros de entrada, os dados
de refletdncia e transmitancia, a calibragdo da |dmpada, o fator de anisotropia (g) da amostra,
sua espessura, e seu indice de refracdo (REIS, 2019).

A espessura a ser adotada dependera da amostra e do tipo de material utilizado. Para
amostras liquidas, é recomendada andlise em cubetas de 1Imm de espessura (PRAHL, 1999).
Com relacdo ao indice de refracdo do meio, ele pode ser determinado experimentalmente ou
obtido através de estudos literarios.

Diferentes autores realizaram a analise morfoldgica destes espermatozdides. Dentre
estas analises, foi determinado o didmetro médio destas cabegas de aproximadamente 5um, com
indices de refragdo da cabega do espermatozdide e do liquido seminal (meio), respectivamente,
n.= 1,4 e n, = 1.35 (JIANG et al., 2019). Com isso, buscou-se relacionar as Equacdes 4 e 6

para determinar as concentracdes espermaticas das amostras analisadas.
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4 Materiais e Métodos

Neste trabalho, a andlise das propriedades dpticas se deu por meio de uma esfera
integradora, para medicoes de transmitancia e refletdncia das amostras de sémen bovino, e o
aparato experimental pode ser visto na Figura 2. As amostras foram cedidas pela Profa.Dra
Theresinha Inés de Assumpcao, professora da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Uberlandia. Para andlise pela esfera integradora foram utilizados:

e Esfera integradora, com didmetro de 2"contendo quatro portas, fabricada pela empresa
Thorlabs;

e Cubeta de vidro de Imm de espessura;

e Trés amostras de sémen bovino, com concentracdes desconhecidas;

e Fonte de luz SLS201L/M, com espectro de 360 - 2600 nm, da fabricante ThorLabs;

e Software para aquisicdo dos dados da Esfera integradora, SpectraSuite;

e Espectrometro Ocean Optics HR400 (200-1100nm)

e Seringa de ImL com agulha.

Figura 2 — Aparato experimental utilizado para medidas de refletdncia e transmitancia.

Pera-Intégradora *
-

Fonte: Autoria prépria.

Para a realizacdo do experimento, foram utilizadas duas portas da esfera integradora.

Na Figura 3 A, temos o posicionamento da amostra a frente da luz colimada, utilizada para
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captar os dados de transmitancia da amostra. Na Figura 3 B temos a medida da refletancia da
amostra, posicionada na porta oposta a primeira. Na Figura 2 é mostrado o posicionamento
da lampada e da esfera, tendo o espelho para direcionamento do feixe da fonte para a lente
colimadora e desta para a esfera integradora. Estas medidas foram realizadas para todas as
amostras de sémen bovino, que foram inseridas na cubeta pela seringa, tendo sido injetado
0,5mL para cada amostra. A esfera foi submetida a um procedimento de obstrucdo, no qual
sua entrada foi coberta por panos escuros, afim de evitar a penetracdo de qualquer luminacao
externa, garantindo que a intensidade de luz medida pela esfera fosse proveniente somente da
|lampada utilizada no experimento.

Ainda, para o processamento pelo IAD, foi necessario calibrar a esfera para o espectro
de referéncia da lampada, o que foi realizado da seguinte forma: primeiro, tampando a entrada da
esfera com panos pretos, impedindo a entrada de qualquer luz externa. No software SpectraSuite
foi implementada a funcdo "Dark”, o que exclui qualquer componente de insentidade luminosa
que ndo seja da fonte utilizada no experimento. Apds, foi implementada a fungdo "menos Dark”,
e retirado o pano, com a acubeta (vazia) posicionada a frente da porta de entrada, como
ilustrado na Figura 3 A, tendo assim somente o espectro da lampada medido pelo SpectraSuite.

De posse destes dados, foi rodado o cédigo IAD, através do cédigo em MATLAB, para
cada uma das amostras para obtencdo dos espectros de i, € ,ufs em funcdo dos comprimentos

de onda. O indice de refracdo utilizado foi pego da literatura, descrito no Capitulo 1.

Figura 3 — Esquema para medidas de transmitancia em A e refletdncia em B.

Fonte: Autoria prépria.
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5 ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Apds os procedimentos descritos no capitulo 4 foi rodado o cédigo IAD para as trés
amostras. Como um dos parametros de entrada era o indice de refrac3do, foi adotado o indice
de refracdo do meio descrito no Capitulo 2. Vale ressaltar que, no cddigo utilizado, o fator de
anisotropia é fixo de 0,9, por se tratar de uma amostra biolégica (PRAHL, 1999).

Posteriormente a estes processamentos, foi construido o grafico presente na Figura
4, utilizando o software OriginPro 8. E possivel observar neste grafico que a anélise em todo
espectro se torna complexa, uma vez que ha informacGes acerca de todo agente espalhador da
amostra. No grafico, estdo presentes informacoes com relagdo ao espalhamento proveniente
pela cabeca e cauda do espermatozdide. A queda do valor do coeficiente de espalhamento
indica uma maior dispercao dos tamanhos dos agentes espalhadores, enquanto que no pico
(A = 450nm), observa-se a regido onde essa dispersdo é menor, indicando que as particulas
possuem tamanhos mais uniformes, com relacdo a este comprimento de onda. Neste sentido,
esta regido indica o espalhamento da luz proveniente pela cabeca do espermatozoide, uma vez

que, morfologicamente, é sua estrutura mais uniforme.

Figura 4 — Grafico do coeficiente de espalhamento reduzido em funcdo do comprimento de onda entre

400 e 700nm.
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Fonte: Autoria prépria.

Sendo assim, a andlise se restringiu a regido onde a eficiéncia do espalhamento é
maxima: entre 445 e 465nm. Esta regido pode ser vista na Figura 5, adotando o comprimento

de onda A\ = 452,1 nm como comprimento de onda com eficiéncia maxima por ser a regido
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mais constante do pico de espalhamento. Com o auxilio do Origin, utilizou-se o leitor de dados
para encontrar os valores de comprimento de onda em que ocorreu a eficiéncia maxima do

espalhamento e os respectivos valores de coeficientes de espalhamento reduzido.

Figura 5 — Resultado experimental com foco na regido de eficiéncia maxima do espalhamento.

06 : : : : : : : : :
E—v]
- s2
s3]

g 0,4 1

' (mm

0.2 . , . .
445 450 455 460 465

r(nm)

Fonte: Autoria prépria.

Observa-se ainda com este zoom um alargamento no pico. Isso se deve ao fato de haver
dispersao nos tamanhos dos agentes espalhadores, podendo indicar também o espalhamento
proveniente por caudas que estejam enroladas e préximas as cabecas do espermatozdides, ou
até mesmo uma variacao no didmetro das mesmas.

De posse destes valores, e utilizando a Equagao 8 foram obtidos os valores das fragdes
de volume e estimativa de concentracGes de espalhadores presentes nas trés amostras utilizadas
(assumindo o didmetro de 5um para A = 450 nm), e que podem ser vistos na Tabela 1. Ainda, é
importante ressaltar que o processamento pelo IAD nos forneceu o coeficiente de espalhamento

reduzido e, por isso, utilizada a relagdo da Equacgdo 7

. . / . ~ ~ ~
Tabela 1 — Resultados experimentais de pi, e determinagdes das fragcdes de volume e as concentragdes

associadas.
Amostras  A(nm) g, (mm~T) fo Concentragdo (mm™—3)
Sq 4521 0,4671 0,12456 1.7x10°
Sy 452,1 0,3853 0,10275 1.4x10°
S3 452,1 0,3184 0,08491 1.3x10°

Afim de verificar a confiabilidade destes resultados, foi utilizado um simulador de

espalhamento Mie desenvolvido pela Virtual Photonics Technology - Beckman Laser Institute.
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Este simulador foi adotado em razdo dos parametros de entrada serem compativeis com os
dados que possuimos para este trabalho, e pela possibilidade de utilizar a concentragdo dada
pela fracdo de volume (que foi determinada experimentalmente). A Figura 6 é um print da
simulagdo rodada para a amostra Sq, onde as setas vermelhas indicam os parametros de entrada,
a seta preta indica o valor de H; para A = 452 nm e a seta laranja a concentracdo dada em
funcao da fracdo de volume inserida. Esta simulacao foi realizada pelos valores das fracdes de
volume obtidos experimentalmente para as trés amostras e o comparativo entre os valores de

/ . . . ~
I, experimentais e simulados estdo presentes na Tabela 2.

. ! . . /
Tabela 2 — Tabela comparativa dos valores de p, obtidos experimentalmente com os valores de i,
obtidos com o simulador, para cada fracdo de volume obtido experimentalmente.

Amostras i, (mm~") (Experimental) fo ti,(mm~1)(Simulador)

Sq 0,4671 0,12456 0,4719
Sy 0,3853 0,10275 0,3893
S3 0,3184 0,08491 0,3347

Figura 6 — Simulag¢do para fracdo de volume obtida para amostra S;. Em vermelho, as setas indicam
os parametros de entrada, que foram utilizados em todo o trabalho. A seta na cor preta
indica o valor de ,u; para A = 452nm. A seta em laranja indica o valor da concentracdo
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Fonte: Autoria prépria.

/ . . 7 .
Observamos que os valores de (i, obtidos experimentalmente e através do simulador se

encontram préximos, havendo divergéncias no segundo algarismo significativo para as amostras
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S; e Ss, e divergéncia no terceiro algarismo significativo para a amostra Sy. O fato de os valores
ainda estarem préximos nos permite inferir que a caracterizacdo dptica de sémen bovino pode
ser realizada na regido do azul, em A = 452nm. A diferencas observadas podem ser explicadas
pela série de aproximacoes realizadas para realizacdo do experimento, tais como o diametro
médio das particulas e os indices de refracao, que foram adotados através da revisdo de estudos
bibliogréficos.

Neste sentido, percebe-se a necessidade de realizar novos estudos acerca do espa-
lhamento de luz pelo sémen bovino, para uma melhor caracterizagdo éptica do mesmo, e
refinamento experimental para o uso destas propriedades para a determinacdo da concentracao
espermatica. Ainda assim, os resultados obtidos se mostram promissores, e pode servir como

uma base para futuros estudos nesta drea.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo abordou um método de caracterizagdo dptica e contagem de
espermatozdides de amostras de sémen bovino, utilizando a teoria de espalhamento Mie. Os
resultados obtidos se mostram satisfatérios quando a analise se restringe a um comprimento de
onda especifico, onde ocorre a eficiéncia de espalhamento maxima. Ainda é possivel melhorar
os resultados experimentais com outros procedimentos, como: determinacao experimental do
indice de refracdo das amostras obtidas, e do diametro médio das cabecas dos espermatozdides.
Ambos os fatores sdo fundamentais como parametros de entrada para o processamento dos
dados de transmitancia e refletancia pelo IAD e alteram significativamente os valores dos
coeficientes de espalhamento na amostra. A forma encontrada para minimizar estas diferencas
foi restringir a andlise na regido do pico de espalhamento e se mostrou experimentalmente
viavel.

Definir o comprimento de onda onde a eficiéncia do espalhamento é maxima possibilitou
uma estimativa para o calculo da concentracdo. Esta técnica pode ser util em futuros estudos
acerca de caracterizacdo Optica para sémens bovinos e, talvez, para humanos, permitindo um
novo método de quantificacdo relativamente rapido.

Em resumo, a técnica de espalhamento Mie de luz para sémen bovino se apresenta
como um método para contagem de células espermaticas em tempo real. Embora possua
algumas limitaces, ela se mostrou promissora em diferentes tipos de amostras. Com mais
estudos e pesquisa nesta area o uso do espalhamento Mie de luz mostra potencial para se
tornar uma ferramenta valiosa na contagem de células espermaticas. Futuramente, o uso do
espalhamento Mie para esta finalidade pode, talvez, se tornar (til para amostras de sémen

humano.
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