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RESUMEN

La presente investigacion se enmarca en un ambito de especial interés en la actualidad, se
trata de alimentos probidticos que han sido identificados como reservorio de
microorganismos psicobioticos, capaces de influir en la salud del huésped mediante
distintos mecanismos fisioldgicos.

Con el fin de profundizar en esta &rea, y considerando la relevancia del tema propuesto, es
que fue planteado el objetivo de determinar en un alimento probidtico funcional del tipo
kéfir, la existencia de bacterias capaces de producir acidos grasos poliinsaturados omega-3,
los cuales también han sido ampliamente relacionados con la regulacion de diversas
alteraciones psicosomaticas. Para esto fue empleado el método de sales de tetrazolio por
crecimiento a baja temperatura. Colonias bacterianas de kéfir incubadas bajo condiciones
especificas arrojaron una variacion colorimétrica positiva, asociada a una modificacion en
la expresion de acidos grasos de membrana.

Por otra parte, se propuso establecer una relacién entre el consumo de kéfir con una mejoria
en los parametros de medicion del estrés académico, el cual fue evaluado utilizando el
inventario SISCO del Estrés Académico validado al contexto Bumangués. Se dispuso de
una muestra de 27 estudiantes universitarios de los cuales, al inicio y final de este estudio,
un total de 3 y 5 sujetos refirieron consumir kéfir respectivamente, resultando en un analisis

de tipo descriptivo acotado.



MARCO TEORICO

1. Probibticos

El termino probidtico es derivado del griego que significa “para la vida” y la primera
descripcion formal de probidtico fue proporcionada por Metchnikoff en 1908. Los
probidticos son definidos recurrentemente como un organismo Vvivo que cuando es
ingerido en adecuadas cantidades ejerce un efecto beneficioso para la salud. Estos
microorganismos una vez ingeridos, son capaces de colonizar y formar parte de la
microbiota intestinal (1).

Una vez que se establecen en el intestino, particularmente en el extremo distal del intestino
grueso, los probidticos juegan un papel critico en el mantenimiento de la condicion de
salud al crear un equilibrio microbiano, evitando la colonizacion y el sobre desarrollo de
microorganismos patégenos y asi previenen enfermedades (2,3). De esta forma es
posible comprender que los productos alimenticios que contienen probidticos entran, por
lo tanto, en la categoria de "alimentos funcionales", pues entregan beneficios para la salud
del consumidor, mas alla de los beneficios nutricionales del alimento que los contiene
(4).

Los probidticos son principalmente bacterias lacticas pertenecientes a los
géneros Lactobacillus o Bifidobacterium (5).

En Chile actualmente, 11 cepas probioticas estan siendo comercializadas en alimentos,

principalmente en productos lacteos, y formulas y alimentos infantiles. Se trata de

Lactobacillus casei CRL431, L. acidophilus NCFM, L.johnsonii NCC533 (Lal), L. acidophilus La5, L.



rhamnosus HNOO1 (DR20), L. rhamnosus GG, L. paracasei ST11, Bifidobacterium animalis spp.

lactis 430, B. animalis spp. lactis DN173 010, B. longum BB536 y de B. animalis spp. lactis Bb12 (5)

2. Psicobidticos

Los psicobioticos son definidos como microorganismos vivos, capaces de actuar como
vehiculos de administracion para compuestos neuroactivos y tienen el potencial para
comportarse como agentes psicotrépicos, pudiendo ser usados como estrategia terapéutica
en la prevencién y/o tratamiento de ciertas condiciones neuroldgicas y neurofisioldgicas
(6,7).

Este tipo de microorganismo tiene la capacidad de producir compuestos asociados con la
neurotransmision en los mamiferos, que al ser secretados en el lumen intestinal, pueden
inducir a las células epiteliales del intestino la produccion y liberacion de moléculas, que a
su vez modulan la sefializacién neural dentro del sistema nervioso entérico y, por
consiguiente, la funcion cerebral y el comportamiento del huésped (7).

Entre los principales compuestos del tipo neurotransmisores producidos y secretados por
bacterias se destacan:

i) Acido gamma-aminobutirico: (GABA): principal neurotransmisor inhibitorio en el
sistema nervioso central, regulando muchos procesos fisiolégicos y psicolégicos. Es
producido en el tracto gastrointestinal por bacterias probidticas del género Lactobacillus y
Bifidobacterium a partir del glutamato monosddico. La disfuncion en el sistema GABA
estad implicada en ansiedad y depresion (8).

ii) Serotonina (5-HT): monoamina bidgena sintetizada a partir del aminoacido esencial

triptéfano. Puede encontrarse en el sistema nervioso central en donde desempefia un papel



importante como neurotransmisor y en algunas estructuras periféricas como la mucosa
gastrointestinal, las plaquetas, vasos sanguineos, pulmones y el corazon. Puesto que no
atraviesa la barrera hematoencefalica, existe una clara distincion entre sus funciones
centrales y periféricas. En el sistema nervioso central (SNC) parece desempefiar un rol
importante en la regulacion de la memoria, el apetito, la ansiedad, el suefio, la depresion,
sistema cardiovascular, etc. En la periferia interviene en la contraccién y relajacion de las
células musculares lisas, en la agregacion plaguetaria y en la modulacion presinaptica de

la transmision en las neuronas auténomas (9).

iii) Catecolaminas: Epinefrina, Norepinefrina y Dopamina, son monoaminas secretadas
por la gldndula adrenal. Son importantes neurotransmisores en el sistema nervioso
simpatico, en donde ejercen efectos metabdlicos y cardiovasculares por estimulacion de
receptores adrenérgicos en una amplia variedad de células (10).

iv) Acetilcolina: La acetilcolina es un neurotransmisor que presenta un amplio rango de
acciones en el organismo; sus acciones muscarinicas fundamentales son la actividad
depresora del sistema cardiovascular y la actividad vasodilatadora en areas vasculares
periféricas. Estimula el nervio vago y el sistema nervioso parasimpatico. Entre sus acciones
nicotinicas mas relevantes se encuentran la actividad estimulante del mdsculo esquelético,

los ganglios auténomos y la médula adrenal (11).



3. Endocrinologia microbiana

Lyte y Cryan han revisado el concepto de endocrinologia microbiana referido al estudio
de la capacidad de los microorganismos para producir moléculas quimicas del tipo
neuroquimicos. La microbiota intestinal es capaz de formar neuroquimicos a partir de
sustratos presentes en los alimentos, responder a los componentes neuroactivos presentes
en el alimento mismo, o responder a los neuroquimicos secretados en el intestino por los
componentes del sistema nervioso entérico del huésped (7).

Las sustancias neurogquimicas producidas por la microbiota intestinal, tienen dos vias de
accion mediante las cuales influir en su receptor:

i) Pueden ser absorbidas desde el intestino a la circulacion portal

if) Pueden interactuar directamente con los receptores del sistema nervioso entérico

que inerva la longitud completa del tracto gastrointestinal (TGI).

El resultado de cualquiera de las dos vias en el cerebro, puede culminar en una
alteracion de la conducta o alteracién cognitiva. De esta forma se ha podido establecer que
aquellos microorganismos que forman parte del microbioma humano y que son capaces de
producir neurotransmisores, pueden tener un papel importante en la salud mental y

funcionamiento del sistema nervioso central (SNC).



TABLA 1 Principales neurotransmisores producidos por microorganismos psicobioticos

Microorganismo psicobiotico Neurotransmisor
Escherichia
Bacillus o
Norepinefrina

Saccharomyces
Candida
Streptococcus .

o Serotonina
Escherichia
Enterococcus
Bacillus Serratia Dopamina
Lactobacillus Brevis Acido y-aminobutirico

La Tabla 1 indica los de microorganismos psicobidticos presentes en la microbiota
intestinal y los componentes neuroactivos que son capaces de producir. Estos intervienen
en las respuestas del eje intestino-cerebro, lo que demuestra la estrecha relacion entre este

eje y la microbiota, y su destacado papel a nivel cognitivo (12).

4. Eje microbiota-intestino-cerebro: actividad antidepresiva y ansiolitica

El eje microbiota-intestino-cerebro se refiere a la ruta de sefializacion bioquimica que
relaciona el TGI con el sistema nervioso, y la adecuada funcion del cerebro (12).
Especificamente, el eje intestino-cerebro (o cerebro-intestino) es el nombre que reciben el
conjunto de vias de comunicacién entre estos 6rganos. En una conexion de tipo

bidireccional, el sistema nervioso central envia informacion al intestino por vias
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anatomicas, como el nervio vago o mediante mediadores solubles, entre ellos hormonas,
neurotransmisores y citoquinas. Asimismo, cambios generados a nivel intestinal pueden
modular la funcidn central utilizando similares estrategias de comunicacion (13, 14).

Evaluaciones pre clinicas en roedores sugieren que ciertos psicobidticos poseen actividad
antidepresiva o ansiolitica, los efectos a nivel cognitivo pueden ser mediados por la via del

nervio vago, la espina dorsal o el sistema neuroendocrino.

Existe evidencia emergente que da cuenta de la capacidad que poseen los microorganismos
psicobioticos presentes en la microbiota del intestino de alterar procesos cognitivos y
emocionales, demostrando alivio en los sintomas de depresion a traves del eje cerebro-

intestino (12,7)

5. Sistema inmune y eje hipotalamico-pituitario-adrenal

La modulacién del sistema inmunoldgico por el SNC est4d mediada por una red compleja
bidireccional de sefiales entre el SNC, el endocrino y el inmunolégico (15). El sistema
neuroendocrino hace referencia al eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), el cual
desempefia un importante papel en el mantenimiento de la homeostasis del estrés. El
hipotalamo controla la secrecion de la hormona corticotropina (ACTH) de la hipdfisis
anterior, que a su vez estimula la secrecion de glucocorticoides de la corteza suprarrenal
(16).

Las alteraciones en la actividad del eje HPA pueden presentarse con signos y sintomas de
la deficiencia o exceso de glucocorticoides (17).

Las células del sistema inmunoldgico son capaces de producir muchos de los mediadores

producidos por el tejido nervioso. Por ejemplo, la interleucina 1 (IL-1) provoca la sintesis
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de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) por el hipotalamo, induciéndose por
consiguiente la sintesis de mas hormonas del estrés, la desregulacion del sistema
inmunitario y un aumento de la actividad del eje HPA (15).

Los psicobidticos son capaces de elevar las citoquinas antiinflamatorias como la
interleucina 10 (IL-10), disminuir las citoquinas pro inflamatorias y suprimir la actividad
del eje HPA, lo que se traduce en una disminucion de los niveles de estrés. Y a su
vez, es sabido que el estrés y el eje HPA pueden influenciar la composicion de la

microbiota intestinal (12).

6. Kéfir, un alimento probiético funcional, potencial fuente de

microorganismos psicobidticos

El kéfir es un alimento lacteo fermentado que estd formado por un consorcio de
microorganismos del tipo bacteria acido lacticas (BAL), bacterias acido acéticas y
levaduras (18), combinados con aminoacidos, azlcares hidrolizados y diferentes tipos
de &cidos grasos en una matriz de polisacaridos (19). El principal polisacarido es el
kefiran, que comprende cantidades iguales de glucosa y galactosa (20).

Los granulos de kéfir son pequefios, duros, de forma irregular, de color blanco amarillento
que varian en didmetro de 3 a 35 mm, con la apariencia de coliflores en miniatura (19).

La composicion del kéfir varia segin diferentes factores como el tipo de leche, la
composicién microbioldgica de los granulos de kéfir y su cultivo (21). Ademas ciertos
factores influyen en el grado de acidificacion durante la produccion, tales como el tamafio

del grano de la inoculacion, la agitacion y la temperatura de incubacién (22).
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Los principales productos formados durante la fermentacion son acido lactico, dioxido de
carbono (CO2) y alcohol (23). El £-acido lactico es el &cido organico mas abundante
después de la fermentacion y se deriva de aproximadamente el 25% de la lactosa
original en la leche. Las cantidades de etanol y CO2 producido durante la fermentacion
de kefir dependen de las condiciones de produccién (18). En lo que se refiere al contenido
mineral, kéfir es una buena fuente de calcio, magnesio y fdésforo (23). Por otra parte, la
actividad enzimaética de los microorganismos en el kéfir produce vitaminas, aminoacidos
esenciales y la hidrdlisis de lactosa y acidos grasos (21-23).

Durante la fermentacion de la leche en la elaboracion de kéfir las proteinas existentes en la
leche se degradan a unidades de aminoacidos facilitando la digestion y absorcion (23) en
el humano, a la vez que se producen cambios en el perfil de aminoacidos que dan lugar a
un aumento en los niveles de treonina, serina, alanina, lisina y amoniaco (23, 24) y la
aparicion de otros aminodcidos, tales como valina, isoleucina, metionina, fenilalanina y
triptéfano (25, 23). Este ultimo es de gran interés dado que es de importancia clave en el

sistema nervioso, al ser precursor de serotonina (12).

7. Acidos grasos poliinsaturados (AGPI) omega-3 y alteraciones psicosomaticas

Los &cidos grasos poliinsaturados omega-3 son componentes dietarios esenciales para la
formacion y el adecuado funcionamiento del cerebro humano (26). La ingesta deficiente de
ellos, produce diversas disfunciones en la neurotransmision, lo que puede ser una de las

causas de diversos trastornos psiquiatricos (27).
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Estos participan en multiples procesos fisiologicos, donde cumplen un rol estructural en los
fosfolipidos de las membranas celulares y son sustratos para la sintesis de diversos
mediadores fisiologicos.

El primer exponente de los acidos grasos omega-3 es el acido a-linolénico, el cual se puede
transformar en &cido eicosapentaenoico (EPA) y posteriormente en &cido
docosahexaenoico (DHA) (28). Aunque el acido o-linolénico se puede convertir en sus
metabolitos de longitud de cadena mas larga, la tasa de conversion en los seres humanos es
muy baja, resultando en un estimado de 2 a 10% de a-linolénico que puede ser convertido a

DHA o EPA (29).

La evidencia mas convincente para los efectos beneficiosos de los AGPI omega-3 se
encuentra en los trastornos del estado de animo. (29).

Sus efectos sobre la dindmica de la membrana neuronal y por lo tanto sobre el receptor,
transportador y funcion de neurotransmisor, es profunda. Si no estan disponibles, ellos
seran reemplazados por &cidos grasos no esenciales, cambiando el comportamiento de
moléculas fosfolipidicas, afectando las estructuras terciarias y cuaternarias de membrana

unidas a receptor y asociadas a neurotransmisores. (30)

La deficiencia de AGPI ®3 se asocia con un aumento de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH) y contribuye a la hiperactividad del eje HPA (31). Ademas, son
capaces de antagonizar la accion de efecto proinflamatorio de la Prostaglandina E2 (PGE2),
la cual es convertida a partir del &cido araquidonico (AA) y se relaciona con el desarrollo
de la depresion a través de sus acciones en la inmunomodulacion (26). E1 AA ®6 es el

principal sustrato para PGE2, y se sabe que el tratamiento con EPA puede competir con
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AA, reduciendo asi la sintesis de dicha prostaglandina. Estudios indicaron que los &cidos
grasos w3 disminuyen los niveles de citoquinas proinflamatorias, y mejoran el de IL-10,
una citoquina antiinflamatoria (26).

Por otra parte, los &cidos grasos esenciales son precursores de eicosanoides, los cuales
realizan numerosas funciones de regulacion en el cerebro y a lo largo del resto del cuerpo,
en particular de la regulacion de las respuestas inmunes e inflamatorias. (30)

La sintesis de AGPI w3 por bacterias dependeria no solo del microorganismo sino también
de las condiciones ambientales en las que se desarrollan. No obstante, la produccion bajo
condiciones de crecimiento controladas permite obtener productos consistentes y
reproducibles. Se ha sugerido que la sintesis de AGPI es una consecuencia de la adaptacion
necesaria para contrarrestar el efecto de las adversas condiciones ambientales sobre la

fluidez de la membrana (32).

8. Estrés: fisiologia del estrés

Clasicamente el estrés se define como una amenaza a la homeostasis, frente a la cual el
organismo, para sobrevivir, reacciona con un gran numero de respuestas adaptativas que
implican la activacién del sistema nervioso simpatico (SNS) y el eje HPA (29), y
una supresion en el sistema inmune, las cuales pueden resultar en el desarrollo de

enfermedades psicosomaticas (33).

La activacion del sistema nervioso autbnomo ocurre cuando un estresor es percibido, los
organos que son estimulados por tejidos nerviosos reciben un exceso de hormonas de

estrés; estas hormonas estimulan la funcion del érgano e incrementan su tasa metabolica;

14



cuando los 6rganos no tienen la oportunidad de relajarse, podrian iniciar las disfunciones.

(34)

La activacion del eje HPA con liberacion de la hormona corticotropica (ACTH),
estimula las glandulas adrenales y libera una enorme cantidad de hormonas sobre todo
catecolaminas (adrenalina) y glucocorticoides como el cortisol (34). Esta reaccion al estrés
estd modulada en su intensidad y su duracion por el feedback de los glucocorticoides al
nivel del hipocampo. Siendo las neuronas hipocampicas muy sensibles al exceso o a la
insuficiencia de glucocorticoides, la variacion de la eficacia de este sistema de freno
deberia dar cuenta de las diferencias individuales de reactividad al estrés. La reciprocidad
de las interacciones entre el sistema inmunitario y el SNC, a través de la combinacién
citoquinas- glucocorticoides, constituye otro elemento regulador cuyo funcionamiento
alterado puede dar origen a patologias como las enfermedades autoinmunes (27).

El estrés aumenta la vulnerabilidad a infecciones, enfermedades autoinmunes y
gastrointestinales, sindrome de fatiga cronica, enfermedades cronicas como la diabetes, o

diversas alteraciones cognitivas (34).

9. Estrés Académico

La incorporacion a la universidad constituye una experiencia estresante que implica
afrontar cambios importantes en la forma de enfocar el aprendizaje y el estudio, y
en muchos casos, también en la esfera personal. Factores que podrian aumentar el
riesgo de que los estudiantes de nuevo acceso a la universidad generen sintomatologia

clinica (35,36).
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El término estrés académico ha sido definido por diversos autores. En palabras de Barraza
(2005) “es aquel que padecen los alumnos de educacion media superior y superior y que
tiene como fuente exclusiva a Estresores relacionados con las actividades que van a
desarrollar en el ambito escolar”.

Por su parte el investigador Garcia Mufioz (2004) considera que “El estrés académico
propiamente dicho apuntaria a aquellos procesos cognitivos y afectivos por lo que el
estudiante experimenta el impacto de los Estresores académicos. Seria, pues, la percepcion

subjetiva del estrés”.

Por Gltimo, la definicion acufiada por Barraza en el afio 2006 es la mas completa y
considera al mismo como: “un proceso sistémico, de cardcter adaptativo y

esencialmente psicoldgico, que se presenta:

Cuando el alumno se ve sometido, en contextos escolares, a una serie de demandas
que, bajo la valoracion del propio alumno son considerados Estresores (input):
Cuando estos Estresores provocan un desequilibrio sistémico (situacion estresante)
gue se manifiesta en una serie de sintomas (indicadores de desequilibrio); y

Cuando este desequilibrio obliga al alumno a realizar acciones de afrontamiento

(output) para restaurar el equilibrio sistémico” (37).
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Figura 1: Representacion del modelo sistémico cognoscitivista para el estudio del

estrés académico (37).

La lectura del modelo grafico inicia del lado izquierdo superior y tiene la siguiente
I6gica de exposicion: el entorno plantea al individuo una serie de demandas o exigencias.
La persona somete estas demandas a un proceso de valoracion. Si considera que las

demandas desbordan sus recursos las valora como estresores.

Dichos estresores se constituyen en el input que entra al sistema y provoca un
desequilibrio sistémico en la relacion persona- entorno. Ese desequilibrio da paso a un
segundo proceso de valoracion de la capacidad de afrontar la situacion estresante,
determinando la mejor forma de enfrentarla. El sistema responde con estrategias de
afrontamiento (output) a las demandas del entorno. Una vez aplicadas estas estrategias de

afrontamiento, en caso de ser exitosas, el sistema recupera su equilibrio sistémico; si no lo

17



son, el sistema realiza un tercer proceso de valoracién que lo conduce a un ajuste de las

estrategias para lograr el éxito esperado (37).

Teniendo en cuenta los multiples beneficios que se han atribuido a lo largo del tiempo al
consumo de kéfir, gracias a sus destacadas cualidades como fuente de microorganismos
psicobioticos, capaces de modular el sistema inmune y nervioso; y considerando ademas la
posible produccion de acidos grasos poliinsaturados omega-3 por parte de sus bacterias, los
cuales tienen un papel importante en la respuesta inflamatoria al estrés, es que resulta en un
hecho de gran interés el consumo de este fermentado lacteo. Debido a esto, se decidié
realizar el presente estudio, con el fin de ahondar aun mas en el tema propuesto, en la

relacién kéfir-estrés, y produccion de acidos grasos omega-3.
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HIPOTESIS

El consumo de kéfir conteniendo bacterias capaces de producir acidos grasos del tipo
poliinsaturados omega-3, puede asociarse con una mejoria en las respuestas emocionales,

conductuales y/o sintomaéticas producidas por el estrés académico.

OBJETIVOS GENERALES

- Determinar en el kéfir la existencia de microorganismos productores de acidos grasos
poliinsaturados omega-3.
- Establecer una relacién entre el consumo de kéfir con una mejoria en los parametros de

medicion del estrés académico en una poblacion de estudiantes universitarios.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la respuesta adaptativa de las bacterias de kéfir al ser expuestas a distintas
temperaturas.

- Relacionar tedricamente la adaptacion de las bacterias bajo condiciones especificas con
la capacidad de éstas de producir acidos grasos poliinsaturados omega 3.

- Describir y estudiar la respuesta al estrés académico de una poblacion de estudiantes

universitarios.
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METODOLOGIA

1. DESCRIPCION DEL ESTUDIO

El presente trabajo se divide en dos partes. En primer lugar corresponde a un estudio de
tipo experimental, utilizando material bioldgico proveniente de un alimento del tipo
fermentado lacteo. A su vez se realiz6 un estudio observacional de tipo descriptivo
orientado a un grupo de estudiantes que cursan primer afio de la carrera de Nutricion y

Dietética de la Universidad de Valparaiso.

2. PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE KEFIR Y AISLAMIENTO DE

MICROORGANISMOS PSICOBIOTICOS DESDE EL FERMENTADO LACTEO

Para el aislamiento de los microorganismos, se utilizd kéfir de granulo pequefio
perteneciente al Laboratorio de Biotecnologia Microbiana de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Valparaiso. Para elaborar el fermentado lacteo, se coloco los granulos de
kéfir en un recipiente de vidrio transparente, al cual se agregé 50 ml de leche 26% materia
grasa como fuente de nutrientes. Una vez juntos los granulos con la leche, se tapo el
recipiente con papel alusa, el cual tenia pequefios orificios para conservar la entrada y
salida de aire, con el fin de mantener vivos los granulos. Este recipiente de vidrio se
mantuvo a temperatura ambiente durante 48 horas, periodo tras el cual se obtuvo el
fermentado de kéfir. Para separar el fermentado de los granulos, se dispuso el contenido del
recipiente en un colador, tras lo cual, los granulos de kéfir fueron ubicados en otro

recipiente con leche para producir mas fermentado. Para disminuir el riesgo de
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contaminacion microbioldgica, es que todos estos procesos se realizaron en recipientes
esterilizados por autoclave y bajo el area del mechero.

Los microorganismos se aislaron en medio de cultivo solido de Agar Nutritivo para el
crecimiento de bacterias heterdtrofas viables con incubacion a 37°C. Se esperaba obtener

colonias puras para la etapa de screening de deteccion de microorganismos psicobioticos.

2.1. SCREENING DE BACTERIAS PSICOBIOTICAS: METODO DE DETECCION DE

PRODUCCION DE ACIDOS GRASOS OMEGA-3 POR SALES DE TETRAZOLIO

Para determinar la existencia de microorganismos productores de &cidos grasos del tipo
omega-3 en kéfir, se utilizd el método de sales de tetrazolio por crecimiento a baja
temperatura (15°C) (38). Para esto se sembr6 el fermentado lacteo de kéfir en tres
diluciones (DO, D1, D2) en nueve placas petri conteniendo un medio de cultivo Agar
Leche con cloruro de trifenil tetrazolio al 0,1% (TTC). El objetivo de agregar el cloruro de
tetrazolio al medio de cultivo, fue el de observar un posible cambio en la coloracion de las
colonias bacterianas, desde un rosa claro hasta rojo intenso a baja temperatura (15°C), lo
que indica la reduccion de TTC a TF. Tres de las placas fueron sembradas con una dilucion
DO, es decir, que fueron sembrados 100 ul directamente del fermentado lacteo de kéfir.
Otras tres placas con dilucién D1; esta dilucion se prepar6é mezclando 900 ul de cloruro de
sodio al 0,85% con 100 ul de fermentado lacteo de kéfir; una vez juntos ambos elementos
se mezclaron en agitador vortex aproximadamente por 10 segundos y de alli se extrajeron
100 ul de muestra. Las otras tres placas contenian una dilucion D2, la cual se obtuvo tras
mezclar en agitador vortex 900 ul de cloruro de sodio al 0,85% més 100 ul de D1; de ésta

mezcla se sustrajeron 100 ul de D2. Tras ser sembradas con las distintas diluciones, tres de
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las placas fueron colocadas en estufa a 37°C. (D0, D1 y D2), otras tres fueron ubicadas en
refrigerador a 15°C (DO, D1 y D2), y las ultimas tres placas fueron ubicadas a 37° C (DO,
D1y D2), y tras un periodo de 16 horas fueron trasladadas a refrigerador a 15° C.

Al cabo de los respectivos tiempos de incubacion se registré el cambio de color a un rojo

palido o fuerte producto de la formacion de formazan (TF).

ESQUEMA 1: FORMACION DE TF A PARTIR DE TTC

Fermentado
lacteo de kéfir

+TTC A

Elaborado a T°
ambiente

(20-25° C)

Incubacion a Incubacién a
37°C 15°C

24 horas ‘I 24 horas ‘I
TTC

TTCaTF

Presencia de
coloracion

Posterior al trabajo realizado exponiendo las placas a diferentes temperaturas, se llevé a

Ausencia de
coloracién

cabo el proceso de picado de bacterias a partir de las placas de Agar Leche mas TTC ya
sembradas con fermentado lacteo de kéfir. Se seleccionaron tres colonias de cada placa, lo
que otorg6 un total de 27 colonias picadas y resembradas en una nueva placa de Agar
Leche con TTC al 0,1%. Esta placa fue ubicada en estufa a 37° C por 24 horas, periodo tras

el cual se ubicé en refrigerador a 15 C. Lo que se esperaba al realizar este nuevo sembrado,
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era observar a partir de colonias aisladas los cambios generados por la variacién de
temperatura, en la capacidad o incapacidad de las bacterias de kéfir de reducir TTC a TF, a
baja temperatura (15° C).

Finalmente, a modo de corroborar el cambio en la expresion de acidos grasos al exponer
las colonias bacterianas a una baja temperatura, es que se elaboro kéfir en refrigerador a
15°C. El proceso de fermentacion tuvo una duracion de 48 horas, periodo tras el cual se
extrajo 2500 ul de fermentado lacteo. Este se mezclé con 100 ul de agua destilada y se
agrego TTC al 0,1%. Adicionalmente, se realizé el mismo procedimiento con una muestra

de kéfir elaborado a temperatura ambiente que tuvo una fermentacion de 48 horas.

ESQUEMA 2: PROCESO DE ELABORACION DE FERMENTADO LACTEO DE

KEFIR A DISTINTAS TEMPERATURAS

Granulos de kéfir +
Leche 26%MG

Conservacion
24-48 horas
| 1
20-25°C 15°C
Obtencion de Obtencion de
fermentado lacteo a fermentado lacteo a
T ambiente baja T°

Inoculacién en

placas de Agar Inoculacién en tubos
Milk+TTC 0,1% y +TTCO0,1%
tubo + TTC 0,1%
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3. ANALISIS DEL EFECTO DEL CONSUMO DE UN ALIMENTO PROBIOTICO

FUNCIONAL EN UNA POBLACION DE ESTUDIANTES

3.1 DEFINICION DE POBLACION Y SUJETOS DE ESTUDIO

Estudiantes entre 18 y 30 afios que cursan primer afio de la carrera de Nutricion y Dietética
en la Universidad de Valparaiso, V Region.

Para el estudio se selecciond una muestra dirigida por conveniencia con un total de 33
estudiantes. Los mismos son alumnos regulares de la Universidad de Valparaiso, Facultad
de Quimica y Farmacia, que se encontraban en primer afio en el periodo correspondiente a
septiembre-diciembre de 2015.

Criterios de inclusién:

e Edad: 18-30 afios
e Cursar 1° afio de la carrera de Nutricion y Dietética de la Universidad de Valparaiso.

Criterios de exclusién:

e Sujetos con diagnostico actual de alguna patologia gastrointestinal, tales como
Sindrome de Intestino Irritable, Colitis Ulcerosa o Enfermedad de Crohn.

e Sujetos con reseccion de alguna porcion intestinal.

e Sujetos que hayan sido sometidos a cirugia bariatrica.

e Sujetos con tratamiento farmacoldgico que altere la microbiota intestinal y el correcto
funcionamiento del TGI (antidcidos, laxantes, antibidticos).

e Mujeres en periodo gestacional o de lactancia.

e Sujetos que sigan dietas restrictivas (vegetarianos, veganos, entre otros).
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3.2 EDUCACION RESPECTO DE LA ELABORACION Y BENEFICIOS DEL

CONSUMO DE UN ALIMENTO PROBIOTICO DEL TIPO KEFIR

La poblacion de estudio asistié a una intervencion educativa respecto de un alimento
probidtico funcional casero del tipo kéfir, con el fin de otorgar una informacion completa
y detallada de los beneficios de su consumo, correcta técnica de manipulacion de los
granulos y produccion de fermentado lacteo, la cual fue realizada durante un periodo de
clases en la Facultad de Farmacia de la Universidad.

Ademas, se respald6 la informacion haciendo entrega de una version modificada de la
“Guia alimentaria de elaboracion y seguridad microbioldgica del kéfir” (39) en formato
impreso.

El objetivo de dicha intervencion fue netamente educativo, por lo tanto, no se establecié
una cantidad ni frecuencia de kéfir a consumir, tampoco se dividi6 a los alumnos en grupo

consumidor y no consumidor.

3.3 SEGUIMIENTO DE LOS SUJETOS Y RECOLECCION DE DATOS: VARIABLES

A ANALIZAR

Se aplicaron dos encuestas; una disefiada con el fin de recabar antecedentes de los sujetos
respecto a distintas variables y a criterios de inclusién y exclusion; y la segunda,
orientada a obtener informacion de los alumnos que se encontraran consumiendo Kkéfir,
respecto a la cantidad ingerida y frecuencia.

La primera encuesta fue aplicada durante el segundo semestre académico de la Universidad

y se constituyd de diez preguntas. Al cabo de cuatro semanas, se realizd la segunda
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encuesta la cual se constituy6 de un total de cuatro preguntas con sus posibles respuestas
respecto del consumo de kéfir durante el tiempo de estudio.

Esta permiti6 dividir a los sujetos en un grupo de consumidores y otro de no consumidores,
ademas de diferenciarlos por tiempo de consumo, frecuencia y cantidad, para luego incluir
estos datos en los resultados. Para la aplicacion de estas encuestas se asistié en periodo
de clases de los alumnos en la Facultad de Farmacia de la Universidad los dias que
fueron estipulados.

Las variables que se obtuvieron para ser incluidas en este estudio fueron: edad, género,
embarazo o lactancia, patologia digestiva, estado patoldgico cronico, terapia farmacologica,
seguimiento de dieta restrictiva, consumo de kéfir, consumo de alimento probidtico y/o
suplemento de omega-3, y dieta saludable y variada.

Ademas se obtuvieron las siguientes variables en el grupo consumidor de kéfir: tiempo de
consumo (menor a 1 semana hasta mayor a 6 semanas), frecuencia de consumo (menos de

una vez a la semana hasta 2 o mas veces al dia) y cantidad consumida.
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Variables encuesta para participacion en proyecto de tesis: consumo de kéfir

Variable

Clasificacion

Categorias

Consumo de kéfir

Cualitativa, nominal, dicotdbmica

Si

No

Tiempo de consumo

Cuantitativa, discreta

Menos de 1 semana
Entre 1 y 2 semanas
Entre 2 y 3 semanas
Entre 3 y 4 semanas

Mas de 4 semanas

Frecuencia de consumo

Cuantitativa, discreta

2 0 mas veces al dia
1 vez al dia

De 4 a 6 veces por
semana

De 2 a 3 veces por
semana

1 vez por semana

Menos de 1 vez por
semana

Cantidad consumida

Cuantitativa, continua

Una taza (200cc)
Media taza (100cc)
Mas de una taza ¢cuanto?

Menos de una taza
jcuanto?
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4. MEDICION DE PARAMETROS PSICOLOGICOS EN UNA POBLACION DE

ESTUDIANTES SOMETIDA A ESTRES ACADEMICO

Teniendo en cuenta que la incorporacion a la Universidad constituye una experiencia
estresante que implica afrontar cambios importantes, es que se determind realizar el estudio
en alumnos que ingresaron a la carrera de Nutricion y Dietética durante el presente afio.
Para evaluar el nivel de estrés presentado en los estudiantes, se utilizo el Inventario SISCO
del Estrés Académico, validado al contexto Bumangués (40), el cual estd destinado a
conocer las caracteristicas del estrés que suelen acompariar a los estudiantes de educacién
media superior, superior y de postgrados durante sus estudios, y tiene el objetivo de medir
el nivel de estrés académico. El test validado al contexto Bumangués presenta una
confiabilidad por mitades de 0,804 y una confiabilidad alfa de Cronbach de 0,861, es decir,
que los niveles de confiabilidad pueden ser valorados como buenos.

El inventario fue administrado de forma colectiva en las aulas donde los alumnos reciben
sus clases, y el tiempo utilizado por los estudiantes para responder el test en su totalidad
fluctu6 entre 10 y 15 minutos. Este fue respondido al inicio y al final del estudio por los
alumnos, tanto por los que consumieron kéfir como por los que no lo hicieron, e
independiente de las variables obtenidas.

Este inventario es autodescriptivo y se le puede definir como un autoinforme que
proporciona un sujeto sobre si mismo o sobre distintos aspectos de su funcionamiento,
basandose en su auto-observacion (41).

El cuestionario utilizado se disefi6 a partir de las variables de estudio relacionadas con el

estrés: Estrés Autopercibido, Estresores, Sintomas y Estrategias de Afrontamiento.
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De cada variable se derivan los items, por lo que el instrumento se compone de cuatro
apartados con un total de 37 items, con preguntas de tipo cerrada simple y cerradas con
maultiples respuestas, los cuales estan distribuidos de la siguiente manera:

Un item de filtro que en términos dicotomicos (si-no), permite determinar si el
encuestado se ha sentido sometido a situaciones de preocupacion o angustia. Si la
respuesta a esta pregunta es “no”, se da por terminado el inventario.

Diez items que en un escalamiento tipo Likert, de cinco valores categoriales (nunca, rara
vez, algunas veces, casi siempre y siempre), permiten identificar la frecuencia en que las
demandas del entorno son valoradas como estimulos estresores.

Dieciocho items que en un escalamiento tipo Likert, de cinco valores categoriales (nunca,
rara vez, algunas veces, casi siempre y siempre), permiten identificar la frecuencia con
que se presentan los sintomas o reacciones al estimulo estresor.

Ocho items que en un escalamiento tipo Likert, de cinco valores categoriales (nunca, rara
vez, algunas veces, casi siempre y siempre), permiten identificar la frecuencia de uso de
las estrategias de afrontamiento.

Teniendo en cuenta que (1) es poco y (5) mucho y donde 1 es NUNCA, 2 es RARA VEZ, 3
ALGUNAS VECES, 4 CASI SIEMPRE y 5 SIEMPRE, se sumé el puntaje adquirido por
items y tambien por la totalidad del test, lo que permitio clasificar el nivel de estrés por

dimensiones (estresores, sintomas y estrategias de afrontamiento), y por puntaje total.

) Algunas .. .
Indicador Nunca Rara vez g Casi siempre Siempre
veces
Valor 1 punto 2 puntos 3 puntos 4 puntos 5 puntos
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A continuacion se presentan los baremos de calificacion para el Inventario en su totalidad y

para cada una de las dimensiones. Estos baremos se disefiaron acorde a la aplicacion final

del cuestionario, ya que la escala original no contaba con ello (Barraza, 2006). La forma de

calificacion del Inventario es de orden sumativo, ya que es una escala Likert.

Puntuacion Total:

Clasificacion Puntuacion Directa
BAJO 0-79
MEDIO BAJO 80-87
MEDIO 88
MEDIO ALTO 89-97
ALTO 98-180

Dimensién Estresores:

Clasificacion Puntuacion Directa
BAJO 0-23
MEDIO BAJO 23-25
MEDIO 26
MEDIO ALTO 27-28
ALTO 29-50
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Dimensién Sintomas:

Clasificacion Puntuacion Directa
BAJO 0-33

MEDIO BAJO 34-38
MEDIO 39

MEDIO ALTO 40-44
ALTO 45-90

Dimension Estrategias de Afrontamiento:

Clasificacion Puntuacion Directa
BAJO 0-16

MEDIO BAJO 17-18
MEDIO 19

MEDIO ALTO 20-21
ALTO 22-40
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5. ANALISIS DE DATOS

El tipo de estadistica utilizada en el presente estudio fue de carécter descriptivo.

Los resultados obtenidos correspondieron a variables del tipo cuantitativas y cualitativas, las
cuales fueron ordenadas y expresadas mediante distintas representaciones gréficas. Ademas se
obtuvieron medidas de tendencia central tales como media y moda para distintas variables.

La distribucion de los resultados de las variables seleccionadas de encuesta inicial fue
expresada en porcentajes y representada a través de graficos.

Los datos correspondientes al nivel de estrés académico fueron organizados en tablas
comparativas para cada dimension del inventario SISCO, evidenciando los resultados
obtenidos para ambos tiempos de medicién.

Tanto la tabulacion como el andlisis de los datos fueron realizados utilizando el programa

computacional Microsoft Office Excel 2013.
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RESULTADOS

1. OBTENCION DE BACTERIAS PSICOBIOTICAS DESDE KEFIR. RESULTADOS
DE LABORATORIO: CULTIVO DE BACTERIAS Y REDUCCION DE CLORURO DE

TRIFENIL TETRAZOLIO A TRIFENIL FORMAZAN

Posterior a la siembra de fermentado lacteo de kéfir en las distintas diluciones, y de ser
incubadas por 96 horas a las temperaturas propuestas, se logré observar un resultado
evidente en relacion a la cantidad de bacterias viables en las placas sembradas y coloracion

positiva de éstas.

Figura 1. Placas incubadas a
15°C (D0, D1, D2). Coloracion

positiva en colonias bacterianas

(Fig.1)

Figura 2. Placas incubadas a
37°C, trasladadas luego a 15°C
(DO, D1, D2). Coloracion
positiva en colonias bacterianas
de DOy D1

(Fig. 2)
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El hallazgo mas atrayente obtenido a partir de dichos resultados, fue que las placas que
mostraron mayor desarrollo y potentes cambios en la coloracién, correspondieron a las que
estuvieron a una temperatura de 15 C, seguidas de dos placas que de manera inicial
estuvieron expuestas a 37'C, las cuales no habian presentado cambios en la coloracién hasta
que fueron trasladadas a 15°C. Es importante destacar que de las placas que inicialmente
fueron expuestas a 37°C, la que presentd una mayor cantidad de colonias reductoras de
TTC, fue la que contenia una dilucién DO, mientras que la placa con dilucion D1 present6
el crecimiento de dos colonias capaces de reducir TTC y demostrar cambios en su
coloracion.

Las placas incubadas a 37" C. al cabo de 24 horas presentaban un difuso crecimiento

bacteriano sin coloracion, y luego de 96 horas mantuvieron similares caracteristicas.

Figura 3. Variacion colorimétrica en
colonias bacterianas de kéfir.

(A) Colonias bacterianas de kefir
incubadas a 15°C. Se observa una
colonia bacteriana incapaz de reaccionar
para la prueba de TTC a baja
temperatura, y dos colonias que
reaccionaron colorimétricamente a la
misma prueba.

(B) Placa de Agar Leche conteniendo
colonias bacterianas de kéfir incubadas
a 15°C luego de permanecer a 37°C. Se
observa variacién colorimétrica positiva

en la mayoria de colonias viables.
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Luego de seleccionar tres colonias de cada una de las nueve placas sembradas con distintas
diluciones de fermentado lacteo y ser resembradas en una nueva placa, se observo que tras
24 horas de permanecer a 37'C no se evidencié ningn cambio de coloracién en las
colonias picadas; sin embargo, una vez trasladadas a baja temperatura y de permanecer por
48 horas a 15 C, se pudo observar cambios patentes e indiscutibles en relacién a la tincion e
intensidad de ésta en algunas colonias. Las colonias aisladas que reflejaron cambios en su
coloracion fueron (de izquierda a derecha Figura. 4).

Tercera fila:

- D1ais°C
- D1ais°C
- D1ais°C
- D0al15°C
- DO0al5°C
- D0al15°C

Cuarta fila:

- DO0de37-15°C
- DO0de37-15°C
- DO0de37-15°C
- D2al5°C
- D2al5°C
- D2al5°C

(Fig. 4)

Respecto de la elaboracion de fermentado lacteo de kéfir a distintas temperaturas, se pudo
observar un cambio de coloracién en el fermentado de kéfir que se mantuvo a 15°C
durante proceso de elaboracion, en contraste con una ausencia de reaccion a la prueba de

TTC en el fermentado de kéfir elaborado a temperatura ambiente (Figura. 5).
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(Fig. 6)

Figura 5.

(A) Fermentado lacteo de kéfir elaborado a 15°C + TTC al
0,1% (P/V). Presento coloracion rojiza tenue en un tiempo
de 60 minutos a T° ambiente.

(B) Fermentado lacteo de kéfir elaborado a temperatura
ambiente (20-25°C) + TTC al 0,1% (P/V). Ausencia en

variacion colorimétrica tras ser expuesto a T° ambiente.

(Fig. 5)

Figura 6. Adicional a esto, se prepar6 una mezcla de
fermentado lacteo de kéfir elaborado a 15°C + TTC al 0,1%
(P/V), y fue incubado en estufa a 37°C. Luego de 2 horas la
variacion colorimétrica fue evidente, y al cabo de 24 horas

el color rojo se intensifico.
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2. RESULTADOS ENCUESTA DE VARIABLES Y CRITERIOS DE

INCLUSION/EXCLUSION PARA PARTICIPACION EN PROYECTO DE TESIS

Se aplico a los alumnos una encuesta de caracter inicial para determinar el cumplimiento de
criterios de inclusion y con el fin de determinar distintas variables.

El total de alumnos encuestados fue de 33, lo que equivale a un 70% del total de alumnos
del curso (47 alumnos).

Las edades de los estudiantes encuestados oscilaron entre los 18 y 29 afios de edad, con una
moda de 18 afios y una media de 19 afios. El grupo etario més prevalente correspondio al de
18 afios con un puntaje de 36,2% del total de los sujetos de estudio.

De acuerdo a la distribucion por género, se observa que el sexo femenino representa un
97%, mientras que el sexo masculino es equivalente sélo a un 3% (1 alumno) de la
poblacion, por lo tanto la distribucion de esta variable no fue uniforme.

Un total de 5 alumnos, equivalente al 15,1% de la poblacién de estudio, padecia de
sindrome de intestino irritable. EI hecho de sufrir esta patologia es parte de los criterios de
exclusion del estudio, por lo tanto, los sujetos que respondieron de forma positiva a este
item no se incluyeron de forma directa en la evaluacion del estrés académico.

Se decidio distinguir entre los alumnos que seguian algin tipo de dieta restrictiva, como
vegetariana 0 vegana, ya que esto podria influir en los resultados, por la eliminacion de
grupos de alimentos de la dieta, lo que conlleva a un déficit de ciertos nutrientes esenciales.
Ademas, estos alumnos podian ser reticentes a consumir algin tipo de derivado lacteo.
Hubo un alumno (3%) que indicd seguir algln tipo de dieta restrictiva, el cual no fue

considerado como parte directa del estudio.
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El consumo de kéfir fue una de las variantes mas significativas, ya que esta relacionado
directamente con el objetivo de este estudio, mediante el cual se pretende establecer una
relacion entre el consumo de kéfir con una mejoria en los parametros de medicion del estrés

académico.

Del total de 33 alumnos que respondieron la encuesta de inicio, cuatro de ellos, equivalente
a un 12,1% consumian kéfir. Sin embargo, uno de estos alumnos no cumplia con los

criterios de inclusion, por lo tanto no fue incluido en estos resultados posteriores.

GRAFICO 1: Namero de alumnos v/s consumo de kéfir

LI
mNO

El consumo de alimentos probioticos y/o de suplementos de omega-3, al igual que el
consumo de kéfir, es de especial interés en este estudio. EI consumo de alimentos
probioticos de forma sostenida puede contribuir a mantener una flora bacteriana saludable,
mientras que el consumo adecuado de AGPI w-3 se asocia a un equilibrio en la produccion
de hormonas del estrés, y procesos de neurotransmision optimos. Un total de cuatro

alumnos (12,1%) afirmaron consumir alimentos probidticos del tipo bebida lactea.
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GRAFICO 2: Numero de alumnos v/s consumo de alimentos probi6ticos
y/o suplementos de w-3

12%

SI
NO

88%

Una dieta saludable y variada, compuesta por todos los grupos alimenticios, es fundamental
para mantener una flora bacteriana saludable. Esta dieta debe estar compuesta de alimentos
del tipo prebidticos, los cuales proporcionan fuentes de carbono especificas para bacterias
probidticas residentes en los intestinos y que favorecen la proliferacion selectiva de las
mismas (42). Esto quiere decir que el consumo de kéfir o de alimentos probidticos, y una

dieta saludable y rica en prebidticos, son variables complementarias.

Un 66,6% de los alumnos indico seguir una dieta saludable y variada (reducida en grasas
saturadas y azucares simples, rica en fibra, vitaminas y minerales) versus un 33,3% que

refirid no cumplir con este criterio.
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GRAFICO 3: N° de alumnos v/s seguimiento de dieta saludable y variada

L
ENO

Del universo total de 33 alumnos encuestados inicialmente, 27 de ellos, equivalente a un
82%, cumplio con las variables definidas como criterios de inclusion, mientras que 6
alumnos, equivalente a un 18% del total no cumplieron con los criterios de inclusion, por lo

tanto, no se incluyeron de forma directa en el estudio.

3. MEDICION DEL NIVEL DE ESTRES ACADEMICO EN ESTUDIANTES DE LA
FACULTAD DE FARMACIA: APLICACION DE INVENTARIO SISCO VALIDADO

AL CONTEXTO BUMANGUES

3.1 CLASIFICACION SEGUN PRESENCIA DE ESTRES ACADEMICO EN

ESTUDIANTES UNIVERSITARIOS

De los 33 alumnos que respondieron la encuesta inicial, 6 fueron excluidos ya que no
cumplian con los criterios de inclusién, por lo que finalmente el estudio considerd un total
de 27 estudiantes.

De este universo, segun los inventarios aplicados al inicio y al final del estudio, el 100%

evidencio estrés académico, segiin manifestacion de preocupacion y/o angustia.
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3.2 CLASIFICACION DEL NIVEL DE ESTRES ACADEMICO EN ESTUDIANTES DE

LA FACULTAD DE FARMACIA

La clasificacion del nivel de estrés académico segin puntaje total en los estudiantes de
primer afio, arrojo que un 65% y un 59,2% de los encuestados, presentaron respectivamente
un nivel de estés académico alto en las mediciones realizadas al inicio y final del estudio
(tabla 1).

TABLA 1: Clasificacion del nivel de estrés académico segln puntaje total y
consumo de kéfir

Primera medicién Segunda medicion
Nivel de N° de Alumnos | Consumidores | N°de Alumnos | Consumidores

Estrés N=27 (%) de kefir N=27 (%) de kéfir
Bajo 5(18,5) 0 3 (11,1) 0
Medio Bajo 0 (0) 0 0 (0) 0
Medio 0(0) 0 1 (3,7) 0
Medio Alto 5 (18,5) 2 7 (25,9) 2
Alto 17 (65,3) 1 16 (59,2) 3

Para la clasificacion segun puntaje total, de los tres alumnos que indicaron consumir kéfir
al inicio del estudio, dos de ellos presentaron un nivel medio-alto de estrés académico, y
uno de ellos un nivel alto de estrés académico. Luego de cuatro semanas, al concluir el
estudio, un total de cinco alumnos indicaron estar consumiendo kéfir, de los cuales, dos
presentaron un nivel medio-alto y tres de ellos un nivel alto de estrés académico en la

segunda medicion.
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Dentro del puntaje total, el nivel de estrés académico se diferencia ademas por puntajes
obtenidos para cada una de las dimensiones, estresores, sintomas, y estrategias de
afrontamiento, por lo cual se destaca a continuacion la clasificacion de éste para cada una
de las dimensiones mencionadas con el fin de conocer como se distribuyo el nivel de estrées

académico en los estudiantes.

3.2.1 CLASIFICACION DEL NIVEL DE ESTRES ACADEMICO SEGUN DIMENSION

ESTRESORES

Con respecto a esta dimension, se clasifico el estrés académico presentado por los
estudiantes en cuanto a factores o estimulos del &mbito educativo que significaron presion o
sobrecarga para ellos.

En la tabla 2 se observa la clasificacion del nivel de estrés académico en los 27 alumnos,
segun la dimension estresores en la primera y segunda medicion.

TABLA 2: Clasificacion del nivel de estrés académico segun dimensién estresores y
consumo de kéfir

Nivel de Primera medicién Segunda medicion
Estrés:
dimensidn N° de Alumnos Consumidores | N° de Alumnos | Consumidores
estresores N=27 (%) de kéfir N=27 (%) de kéfir
Bajo 4 (14,8) 0 3(11,1) 1
Medio Bajo 0 (0) 0 0 (0) 0
Medio 1(3,7) 1 2 (7,4) 1
Medio Alto 3(11,1) 0 6 (22,2) 1
Alto 19 (70,3) 2 16 (59,2) 2
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Para la clasificacion del estrés académico segun dimension estresores, de los tres alumnos
que indicaron consumir kéfir al inicio del estudio, uno de ellos presento un nivel medio de
estrés académico, y los otros dos un nivel alto de estrés académico en relacion a la cantidad
de variables que percibieron como estimulos estresores.

Segun los resultados correspondientes a la segunda medicion, un total de tres alumnos
manifesto un bajo nivel de estrés académico para la dimension estresores, uno de los cuales
era consumidor de kéfir. Los deméas consumidores variaron entre un nivel medio de estrés
académico a un nivel alto para esta dimension.

A continuacién, la tabla 3 detalla los estresores que resultaron ser mas prevalentes en el
nivel de estrés de los alumnos de primer afio en ambas mediciones.

TABLA 3: Estresores mas prevalentes

Estimulo estresor Puntaje medio obtenido

“Sobrecarga de tareas y trabajos escolares” 3,75

“Evaluaciones de los profesores (examenes,

. . . . 3,68
ensayos, trabajos de investigacion, etc.)

“Temor a equivocarse en las respuestas” 3,5
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3.2.2 CLASIFICACION DEL NIVEL DE ESTRES ACADEMICO SEGUN DIMENSION
SINTOMAS

Teniendo en cuenta las manifestaciones del estudiante frente al estrés academico, se
clasificd el nivel de estrés presentado por los estudiantes en cuanto a sintomatologia
presentada.

En la tabla 4 se observa la clasificacion del nivel estrés acadéemico en los 27 alumnos,

segun la dimension sintomas en la primera y segunda medicion.

TABLA 4: Clasificacion del nivel de estrés académico segtin dimension sintomas y
consumo de kéfir

Nivel de Primera medicion Segunda medicion
Estrés:
dimensién N° de Alumnos Consumidores | N° de Alumnos | Consumidores
Sintomas N=27 (%) de kéfir N=27 (%) de kéfir
Bajo 3(11,1) 0 2(7,4) 0
Medio Bajo 1(3,7) 0 0(0) 0
Medio 1(3,7) 0 1(3,7) 0
Medio Alto 4(4,8) 1 6 (22,2) 1
Alto 18 (66,6) 2 18 (66,6) 4

Para la clasificacion segn dimension sintomas, de los tres alumnos que indicaron consumir
kéfir, uno de ellos presentd un nivel medio alto de estrés académico, y los otros dos un
nivel alto de estrés académico en relacion a la cantidad de sintomas que manifiestan e

intensidad de éstos, en momentos que perciben situaciones estresantes para ellos.
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Respecto de la segunda medicion, de un total de cinco alumnos que indicaron estar
consumiendo kéfir, uno presenté un nivel medio alto de estrés académico para esta
dimension, los otros cuatro un nivel alto.

En relacion a los sintomas asociados al estrés académico, la tabla 5 resume cuales fueron
los méas prevalentes en la poblacion estudiada.

TABLA 5: Sintomas mas prevalentes

Sintomas Puntaje medio obtenido
“Mayor necesidad de dormir” 3,8
“Ansiedad” 3,3
“Problemas de concentracion” 3,1

3.2.3 CLASIFICACION DEL NIVEL DE ESTRES ACADEMICO SEGUN DIMENSION
AFRONTAMIENTO

En esta dimensién se midio el nivel de estrés acadéemico presentado por los alumnos en
cuanto a aquellos procesos que se desarrollan para manejar los estresores percibidos. Los

resultados se detallan en la tabla 6.

45




TABLA 6: Clasificacion del nivel de estrés académico segun dimensién afrontamiento y

consumo de kéfir

Primera medicion Segunda medicion
Nivel de
Estrés: N° de Alumnos | Consumidores | N°de Alumnos | Consumidores
dimension N=27 (%) de kéfir N=27 (%) de kéfir
afrontamiento
Bajo 1(3,7) 0 2(7,4) 0
Medio Bajo 2(7,4) 0 2 (7,4) 0
Medio 2(7,4) 0 1(3,7) 0
Medio Alto 3(11,1) 1 4 (14,8) 0
Alto 19 (70,3) 2 18 (66,6) 5

Para la clasificacion segun dimensién afrontamiento, de los tres alumnos que indicaron

consumir kéfir al inicio del estudio, uno de ellos presentd un nivel medio alto de estrés

académico, y los otros dos un nivel alto de estrés académico en relacion a la cantidad de

estrategias que utilizan para afrontar las situaciones que estan percibiendo como

estresantes, y la regularidad con que utilizan dichas estrategias; es decir, que buscan

alternativas para restablecer su equilibrio sistémico.

Respecto de la segunda medicién, los cinco alumnos que indicaron estar consumiendo kéfir

al final del estudio, presentaron un nivel de estrés académico alto en la segunda medicién

para la categoria de estrategias de afrontamiento.
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En relacion a como los alumnos enfrentan el estrés académico, se evaluaron las estrategias

que ellos establecieron para enfrentar los estresores percibidos. Los resultados se muestran

en latabla7.
TABLA 7: Estrategias de afrontamiento mas prevalentes
Estrategias de afrontamiento Puntaje medio obtenido
“Elaboracion de un plan y ejecucion de sus 371
tareas” ’
“Defender sus ideas sin dafiar a otros” 3,53
“Cambio de actividades” 2,93

4. ESTUDIO DE CASOS DE ALUMNOS CONSUMIDORES DE KEFIR Y

RESULTADOS DE INVENTARIO SISCO

Dado el reducido nimero de alumnos que resultaron ser consumidores de kéfir al inicio y
final del presente estudio, los cuales correspondieron a muestras de dos y cinco alumnos
respectivamente, es que se detallan a continuacion cada uno los casos. Estos son parte de
los 27 alumnos que cumplieron con los criterios de inclusion al inicio del estudio.

Con el fin de obtener una mayor cantidad de datos de dichos alumnos, es que se
adicionaron variables que podrian influir de cierta manera en los resultados obtenidos a

través de la aplicacion del inventario SISCO del estres académico.
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CASON°1

DESCRIPCION: Estudiante de sexo femenino.

ORIGEN: Vive junto a su familia en la quinta region.
EDAD: Nacida el 12 de diciembre de 1991, 23 afios.

NACIMIENTO: Parto normal.

LACTANCIA: Recibio lactancia materna hasta los 6 meses, y se le incorporé la
alimentacion complementaria a partir de la misma edad.

ESTILO DE VIDA Y SALUD: Persona aparentemente sana, padece rinitis alérgica sin

tratamiento farmacologico. Realiza actividad fisica de 2 a 3 veces por semana, con una
duracion de 30 minutos por vez. No presenta habito de tabaquismo y refiere consumir
bebidas alcoholicas de manera ocasional con una frecuencia promedio de 2 veces al mes.
Refiere ademas, dormir entre 6 a 9 horas diarias.

DIETA: La alumna refiere tener una dieta saludable y variada (reducida en grasas saturadas
y azucares simples, rica en fibra, vitaminas y minerales).

Promedio de kilocalorias diarias consumidas: 1750Kcal/dia

Promedio del consumo diario de fibra dietética: 13g /dia

Promedio de volumen de liquidos diarios ingeridos: 900 ml/dia

CARGA ACADEMICA: Cursa durante el presente semestre un total de 6 ramos de carrera,

y su promedio de notas correspondiente al primer semestre de 2015 es de 5.9, el cual es

optimo en relacion al promedio general del curso (5.1).
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CONSUMO DE KEFIR: Segun encuesta inicial aplicada en el mes de septiembre, la

alumna no consumia kéfir. Al finalizar el estudio, tras realizar la segunda encuesta en el
mes de noviembre, refirio estar consumiendo kéfir desde hace 3 a 4 semanas, 1 vez al dia la

cantidad de 1 taza (200cc).

RESULTADOS DEL NIVEL DE ESTRES ACADEMICO

Primera medicion Segunda medicion

CASO 1 8 de octubre de 2015 13 de noviembre de 2015

PUNTOS | CATEGORIA | PUNTOS | CATEGORIA

Estresores 31 ALTO 27 MEDIO-ALTO
Sintomas 64 ALTO 45 ALTO
et | m | aw | s | owm
Puntaje total 124 ALTO 97 MEDIO-ALTO
CONSUMO KEFIR NO SI
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CASO N° 2

DESCRIPCION: Estudiante de sexo femenino.

ORIGEN: No vive junto a su familia en la quinta regién por motivos de estudio.
EDAD: Nacida el 4 de agosto de 1995, 20 afios.

NACIMIENTO: Parto normal.

LACTANCIA: Recibié lactancia materna hasta los 18 meses, y se le incorpord la
alimentacion complementaria a partir de los 6 meses de edad.

ESTILO DE VIDA Y SALUD: Persona aparentemente sana, sin antecedentes de patologias

cronicas. Realiza actividad fisica 3 veces por semana, con una duracion de 90 minutos por
vez. No presenta habito de tabaquismo y refiere consumir bebidas alcoholicas de manera
ocasional con una frecuencia promedio de 4 veces al mes. Refiere ademas, dormir 5 horas
diarias.

DIETA: La alumna refiere tener una dieta saludable y variada (reducida en grasas saturadas
y azucares simples, rica en fibra, vitaminas y minerales).

Promedio de kilocalorias diarias consumidas: 1480 Kcal/dia

Promedio del consumo diario de fibra dietética: 189 /dia

Promedio de volumen de liquidos diarios ingeridos: 1500 ml/dia

CARGA ACADEMICA: Cursa durante el presente semestre un total de 5 ramos de carrera,

y su promedio de notas correspondiente al primer semestre de 2015 es de 5.4, el cual es

Optimo, pues se encuentra por sobre el promedio general del curso (5.1).
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CONSUMO DE KEFIR: Segun encuesta inicial aplicada en el mes de septiembre, la

alumna consumia keéfir. Al finalizar el estudio, tras realizar la segunda encuesta en el mes

de noviembre, refirio seguir consumiendo kéfir, 1 vez al dia la cantidad de 1 taza (200cc),

desde hace 6 semanas.

RESULTADOS DEL NIVEL DE ESTRES ACADEMICO

Primera medicién

Segunda medicion

CASO 2 15 de octubre de 2015 12 de noviembre de 2015
PUNTOS | CATEGORIA | PUNTOS | CATEGORIA
Estresores 36 ALTO 35 ALTO
Sintomas 63 ALTO 57 ALTO
Gegne | m | mm | @ |
Puntaje total 122 ALTO 114 ALTO
CONSUMO KEFIR Sl Sl
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CASO N° 3

DESCRIPCION: Estudiante de sexo femenino.

ORIGEN: Vive junto a su familia en la quinta region.
EDAD: Nacida el 24 de marzo de 1995, 20 afos.

NACIMIENTO: Parto normal.

LACTANCIA: Recibié lactancia materna hasta los 12 meses, y se le incorpord la
alimentacion complementaria a partir de la misma edad.

ESTIO DE VIDA Y SALUD: Persona aparentemente sana, sin antecedentes de patologias

cronicas. Realiza actividad fisica 2 veces por semana, con una duracién de 180 minutos por
vez. No presenta habito de tabaquismo y refiere consumir bebidas alcoholicas de manera
ocasional con una frecuencia promedio de 2 veces al mes. Refiere ademas, dormir 6,5 horas
diarias.

DIETA: La alumna refiere tener una dieta saludable y variada (reducida en grasas saturadas
y azucares simples, rica en fibra, vitaminas y minerales).

Promedio de kilocalorias diarias consumidas: 1820 Kcal/dia

Promedio del consumo diario de fibra dietética: 199 /dia

Promedio de volumen de liquidos diarios ingeridos: 1400 ml/dia

CARGA ACADEMICA: Cursa durante el presente semestre un total de 5 ramos de carrera,

y su promedio de notas correspondiente al primer semestre de 2015 es de 4.4, el cual es

deficiente, comparado con el promedio general del curso (5.1).
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CONSUMO DE KEFIR: Segun encuesta inicial aplicada en el mes de septiembre, la

alumna consumia keéfir. Al finalizar el estudio, tras realizar la segunda encuesta en el mes
de noviembre, refirié seguir consumiendo kefir, 1 vez al dia la cantidad de media taza
(100cc), desde hace 8 semanas.

RESULTADOS DEL NIVEL DE ESTRES ACADEMICO

Primera medicion Segunda medicion

CASO 3 8 de octubre de 2015 4 de noviembre de 2015

PUNTOS | CATEGORIA | PUNTOS | CATEGORIA

Estresores 26 MEDIO 22 BAJO
Sintomas 43 ALTO 41 MEDIO-ALTO
:;gi;?j‘snfg 21 MEDIO-ALTO 26 ALTO
Puntaje total 93 MEDIO-ALTO 89 MEDIO-ALTO
CONSUMO KEFIR S SI
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CASON° 4

DESCRIPCION: Estudiante de sexo femenino.

ORIGEN: Vive junto a su familia en la quinta region.
EDAD: Nacida el 3 de octubre de 1995, 20 afios.

NACIMIENTO: Parto normal.

LACTANCIA: Recibi6 lactancia materna hasta los 4 meses, y se le incorporé la
alimentacion complementaria a partir de los 6 meses de edad.

ESTILO DE VIDA Y SALUD: Persona aparentemente sana, sin antecedentes de patologias

cronicas. Realiza actividad fisica 2 veces por semana, con una duracion de 60 minutos por
vez. No presenta habito de tabaquismo y refiere consumir bebidas alcoholicas de manera
ocasional con una frecuencia de 3 veces al mes. Refiere ademas, dormir entre 5 y 6 horas
diarias.

DIETA: La alumna refiere tener una dieta saludable y variada (reducida en grasas saturadas
y azucares simples, rica en fibra, vitaminas y minerales).

Promedio de kilocalorias diarias consumidas: 1600 Kcal/dia

Promedio del consumo diario de fibra dietética: 11g/dia

Promedio de volumen de liquidos diarios ingeridos: 1200 ml/dia

CARGA ACADEMICA: Cursa durante el presente semestre un total de 6 ramos de carrera,

y su promedio de notas correspondiente al primer semestre de 2015 es de 5.3, el cual es

Optimo ya que se encuentra por sobre el promedio general del curso (5.1).
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CONSUMO DE KEFIR: Segun encuesta inicial aplicada en el mes de septiembre, la

alumna consumia keéfir. Al finalizar el estudio, tras realizar la segunda encuesta en el mes
de noviembre, refirié seguir consumiendo kefir, 1 vez al dia la cantidad de media taza
(100cc), desde hace 8 semanas.

RESULTADOS DEL NIVEL DE ESTRES ACADEMICO

Primera medicion Segunda medicion

CASO 4 8 de octubre de 2015 5 de noviembre de 2015

PUNTOS | CATEGORIA | PUNTOS | CATEGORIA

Estresores 31 ALTO 31 ALTO
Sintomas 42 MEDIO-ALTO 45 ALTO
Gegme | = | mm | w | wm
Puntaje total 95 MEDIO-ALTO 100 ALTO
CONSUMO KEFIR Sl Sl
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CASO N°5

DESCRIPCION: Estudiante de sexo femenino.

ORIGEN: Vive junto a su familia en la quinta region.
EDAD: Nacida el 10 de enero de 1997, 18 afios.

NACIMIENTO: Parto normal.

LACTANCIA: Recibio lactancia materna hasta los 6 meses, y se le incorporé la
alimentacion complementaria a partir de la misma edad.

ESTILO DE VIDA Y SALUD: Persona aparentemente sana, sin antecedentes de patologias

cronicas. Realiza actividad fisica 2 veces por semana, con una duracién de 30 minutos por
vez. No presenta habito de tabaquismo y refiere consumir bebidas alcoholicas de manera
ocasional con una frecuencia promedio de 2 veces al mes. Refiere ademas, dormir 6 horas
diarias.

DIETA: La alumna refiere tener una dieta saludable y variada (reducida en grasas saturadas
y azucares simples, rica en fibra, vitaminas y minerales).

Promedio de kilocalorias diarias consumidas: 1700 Kcal/dia

Promedio del consumo diario de fibra dietética: 15 g /dia

Promedio de volumen de liquidos diarios ingeridos: 1050 ml/dia

CARGA ACADEMICA: Cursa durante el presente semestre un total de 6 ramos de carrera,

y su promedio de notas correspondiente al primer semestre de 2015 es de 5.9, el cual es

optimo al ser comparado con el promedio general del curso (5.1).
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CONSUMO DE KEFIR: Segun encuesta inicial aplicada en el mes de septiembre, la

alumna no consumia kéfir. Al finalizar el estudio, tras realizar la segunda encuesta en el
mes de noviembre, refiri0 estar consumiendo kéfir desde hace 2 semanas, de manera
ocasional (menos de 1 vez a la semana) la cantidad de una taza (200cc).

RESULTADOS DEL NIVEL DE ESTRES ACADEMICO

Primera medicion Segunda medicion

CASO 5 8 de octubre de 2015 5 de noviembre de 2015

PUNTOS | CATEGORIA | PUNTOS | CATEGORIA

Estresores 31 ALTO 26 MEDIO
Sintomas 51 ALTO 54 ALTO
Estrategias de 25 ALTO 27 ALTO
afrontamiento
Puntaje total 107 ALTO 107 ALTO
CONSUMO DE
KEFIR NO S|
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DISCUSION

1. AISLAMIENTO Y DETECCION DE BACTERIAS PSICOBIOTICAS DESDE KEFIR:
MEDIANTE LA TECNICA DE REDUCCION DE CLORURO DE TRIFENIL

TETRAZOLIO A TRIFENIL FORMAZAN

Para la obtencion de bacterias que fueron sometidas a estudio, se sembro el fermentado
lacteo de kéfir en un medio de cultivo Agar Leche, cuya formulacion permite la
enumeracion de bacterias viables desde leche y otros productos lacteos. Este medio de
cultivo esta compuesto por casaminoacidos, extracto de levadura, D-glucosa, leche
desnatada en polvo y agar, lo que otorga un pH final de 7,2 +/- 0,2 (43). En este estudio,
para la deteccidn de bacterias productoras, el medio de cultivo fue suplementado ademas
con trifenil tetrazolio (TTC) en una concentracion de 0,1 % (P/VOL) para la deteccion de
cambios en la sintesis de acidos grasos que forman parte de la membrana celular de las
bacterias aisladas. Las sales de cloruro de tetrazolio han sido usadas clasicamente para
cuantificar la actividad metabdlica de microorganismos en ambientes naturales. EI TTC es
reducido por enzimas deshidrogenasas presente en el sistema trasportador de electrones de
microorganismos aerobicos, facultativos y anaerdbicos que permanecen viables. La sal de
tetrazolio es incolora, pero cuando es reducida a formazan por accion del metabolismo
microbiano, forma un color rojo brillante. Esto ocurre dado que el TTC compite con el
NAD" y NADP™ por los electrones que pasan entre la ubiquinona y el citocromo b en la
cadena de transporte de electrones. Como TTC es un aceptor de electrones, se reduce a un
formazan de color rojo que puede ser detectado colorimétricamente. (Velegraki y

Logotheti, 1998) (44).
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Si bien es cierto, la formacion de formazan por la actividad de la cadena de transporte de
electrones puede ser considerada presente en todas las bacterias metabdlicamente activas,
se ha sugerido que la presencia de la enzima o5 desaturasa que forma parte de las vias de
sintesis de acidos grasos y una forma de deshidrogenasa responsable de la reduccion de
acido linoleico a acido araquidonico (AA), estaria participando en la reducciéon de TTC a
TF en células que no presentan actividad en la cadena de transporte de electrones (Zhu et
al., 2004) (38). Este método ha sido empleado para detectar bacterias marinas que usan esta
enzima para producir acidos grasos poliinsaturados w-3, como EPA, convirtiendo &cido
eicosatetraenoico (ETA) en acido eicosapentaenoico (EPA) (Ratledge, 2001) (45).

Los resultados obtenidos en este estudio, muestran que las bacterias aisladas a partir de
kéfir, cuando fueron sometidas a la prueba de cloruro de trifenil tetrazolio a distintas
temperaturas, arrojaron un cambio de coloracion. Esta variacion colorimétrica al estar
relacionada con la presencia de la enzima a5 desaturasa, caracterizaria a las bacterias del
kéfir como posibles productoras de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, acido
araquidonico y acido eicosapentaenoico.

Cabe destacar que dicho cambio de coloracion, ocurrio cuando las colonias fueron
incubadas directamente a 15°C, lo que implica que el metabolismo bacteriano se ve
reducido y la membrana citoplasmatica requiere sintetizar acidos grasos que le permitan
mantener su fluidez y por tanto funcionalidad y estabilidad a esa temperatura. Lo mismo
ocurrio para las diluciones DO y D1, que fueron incubadas a 15 °C luego de haber sido
incubadas a 37°C, temperatura a la cual no hubo reaccion positiva. De manera interesante
también se observé que las mismas colonias del microorganismo aislado al ser incubadas a
37°C no produjeron una coloracion roja debido a la produccion de formazan.
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Posiblemente los resultados obtenidos indican que la reduccién de tetrazolio en las
bacterias aisladas es especifica y dependiente de la enzima a5 desaturasa. Por esta razon se
sugieren estudios futuros destinados a constatar la presencia y actividad de esta enzima.

Los resultados obtenidos pueden explicarse por la adaptacion de la membrana mediante
modificaciones estructurales a través de cambios en el grado de saturacion de acidos grasos
para preservar la fluidez de membrana. Esta adaptacion puede implicar isomerizacion
cis/trans, cambios en el grado de saturacion/insaturacion y las relaciones de
aumento/disminucién de la longitud de cadena entre los &cidos grasos. La respuesta
adaptativa al estrés por temperaturas bajas se ha reportado en bacterias acido lacticas,
mostrando que esta varia entre especies y en relacion con las condiciones de temperatura
(Cao-Hoang et al, 2008) (46).

Por ejemplo, la razon entre acidos grasos insaturados y saturados es inversamente
correlacionada con la temperatura de crecimiento. Se ha observado un incremento en los
acidos grasos palmitico C16:0 y linoleico w-6 C18:2 en Lactobacillus acidophilus
creciendo a baja temperatura (Ferndndez Murga et al., 2000). La concentracién del &cido
graso oleico C18:1 aument0 en respuesta a la baja temperatura en L. plantarum. En
contraste, la fraccion de &cido graso oleico C18:1 disminuyo en respuesta a la congelacion
en estreptococos lacticos, y el secado por pulverizacion en L. acidophilus. Una alta
concentracion de ciclopropil nonadecanodico cycC19:0 favorece la criotolerancia en L.
bulgaricus, L. helveticus y L. acidophilus ya que actta sobre la fluidez de membrana (47).
Tales descubrimientos hallados en bacterias acido lacticas, son de especial importancia en
el presente estudio, ya que nos permite relacionar dichas adaptaciones de membrana con lo

que podria ocurrir en los generos bacterianos que se encuentran en el kéfir: L. plantarum
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(Witthuhn, Shoeman, & Britz, 2005), L. acidophilus (Kok-Tas, Ekinci & Guzel-Seydim,
2012), L. bulgaricus (Yuksekdag et al. 2004) y L. helveticus (Kok-Tas, et al., 2012) (21);
caracterizando su respuesta como microorganismos capaces de producir acidos grasos del
tipo poliinsaturado con el fin de mantener la fluidez de membrana a baja temperatura.

Para determinar la naturaleza quimica de los cambios ocurridos en la produccién vy
composicion de acidos grasos en las bacterias aisladas, se sugieren estudios futuros que
mediante cromatografia de gases y espectrometria de masas, permitan identificar el tipo de

acidos grasos sintetizados durante bajas temperaturas de incubacion.

1.1 PRODUCCION BACTERIANA DE ACIDOS GRASOS

Segun los resultados obtenidos tras la produccion de fermentado lacteo de kéfir a 15°C se
puede considerar que la produccién de kéfir debiese ser a baja temperatura, en reemplazo
de la produccion a temperatura ambiente o0 a 37 °C, con el objetivo de adicionar una fuente
de acidos grasos esenciales poliinsaturados a la dieta habitual de la poblacion.

Los descubrimientos anteriormente expuestos constituyen un hecho de gran importancia
para nuevos estudios futuros que relacionen las bacterias del kéfir como productoras de
AGPI al controlar la temperatura de crecimiento de éstas. No obstante, existen distintas
variables que se deben investigar, que pueden relacionarse con la produccion de AGPl y la
cantidad que se produce, como son el pH, el oxigeno y la variabilidad en la calidad de la

leche usada durante el proceso fermentativo para producir kéfir.
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2. EVALUACION DEL EFECTO DEL CONSUMO DE KEFIR EN UNA POBLACION

DE ESTUDIANTES SOMETIDA A ESTRES ACADEMICO

A partir de los resultados obtenidos tras la aplicacion del inventario SISCO a los 27
estudiantes de primer afio participantes del estudio, se observé que la totalidad de alumnos
presentaron estrés académico en ambas mediciones llevadas a cabo durante el segundo
semestre 2015. Ademas, los resultados arrojaron que mas de la mitad de los estudiantes
presentaron un nivel de estrés alto en ambas mediciones, y s6lo un 18,5% y un 11,1%
presentaron un nivel bajo de estrés académico en la primera y segunda medicion
respectivamente. ESto se encuentra en concordancia con lo expuesto en un estudio
realizado en la Universidad de los Lagos en Osorno-Chile, en el cual se observé que del
total de los alumnos, el 98,4% sefiala haber presentado estrés académico durante el
semestre, sefialando la mayoria de los alumnos niveles altos de estrés académico (48).

Es importante recalcar ademas, que el 96% de los alumnos del presente estudio,
correspondid al sexo femenino, por lo que se ratifica el nivel alto de estrés observado,
ya que se ha visto que el estrés aparece como un fenémeno frecuente en los estudiantes
del area de la salud especialmente en mujeres (49).

Ademas, se corrobora el hecho de que la incorporacién a la universidad constituye una
experiencia estresante que implica afrontar cambios importantes en la forma de enfocar
el aprendizaje y el estudio, y en muchos casos, también en la esfera personal. Factores
gue podrian aumentar el riesgo de que los estudiantes de nuevo acceso a la universidad
generen sintomatologia clinica (27). Esto puede ser comparado con un estudio realizado

en la Universidad de los Andes en Santiago-Chile, en el cual se compard cursos de
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primero a séptimo afio de medicina, observandose que el primer afio tiene
significativamente mayor prevalencia de estrés (50).

Es importante ademés tener en consideracion, que los estudios superiores coinciden
con una etapa de la vida en la que el estudiante debe enfrentarse a muchos cambios.
Especificamente el ingreso a la universidad coincide con el proceso de separacion de la
familia, la incorporacién al mercado laboral y la incorporacion a un medio poco
habitual (49).

Para la dimension estresores, los items en que se obtuvo mayor puntaje promedio
fueron “sobrecarga de tareas y trabajos escolares”, “evaluaciones de los profesores” y
“temor a equivocarse en las respuestas”. Al ser comparado con lo observado en el
estudio realizado en la Universidad de Los Lagos, Chile, existe una semejanza en los
dos primeros items, en relacion a los estresores mas prevalentes presentados en los
resultados de este estudio.

Para la dimensién sintomas, los items en que se obtuvo mayor puntaje promedio fueron
“mayor necesidad de dormir”, “ansiedad” y ‘“problemas de concentracion”. En
comparacion con el mismo estudio anteriormente mencionado, Sse observa una
coincidencia en dos de los sintomas mas prevalentes. Este es un aspecto importante,
yaque la somnolencia podria explicar problemas de desempefio: desconcentracion,
desinterés, olvido, desatencion, falta de agilidad mental y vigor fisico, factores que pueden
generar problemas de desempefio académico (48).

Finalmente, para la dimension estrategias de afrontamiento, los items en que se obtuvo
mayor puntaje promedio fueron “elaboraciéon de un plan y ejecucidén de sus tareas”,

“defender sus ideas sin dafar a otros” y “cambio de actividades”. Estas pueden ser
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valoradas como positivas segun se plantea en un estudio realizado en la Universidad
nacional autbnoma de Mexico, en el cual se califica como negativas las estrategias de
afrontamiento centradas en la evitacion como el distanciamiento social, el pensamiento
magico y la autocritica. En contraste, los que utilizan estrategias de solucion de
problemas, reinterpretacion positiva, apoyo social y expresion de la emocion, responden
de una manera adaptativa y por consiguiente reducen los efectos del estrés en su salud

fisica y mental (51).

21 VARIABLES Y NIVEL DE ESTRES ACADEMICO EN ALUMNOS

CONSUMIDORES DE KEFIR

Considerando los resultados expuestos correspondientes a las estudiantes consumidoras de
kéfir a lo largo del estudio, las variables que se recabaron durante el mismo y la literatura
estudiada, se puede decir que son multiples los factores que pueden influir directa o
indirectamente en el nivel de estrés, tales como la situacion personal afectiva, aspectos
bioldgicos-salud, la situacion en el hogar, y el quehacer académico en general, ademas de
problemas educativos, pérdidas afectivas, los problemas personales y los familiares (52).

Es importante ademéas destacar, que en este estudio se evalud solo el nivel de estrés
académico, sin embargo existen distintos tipos de estrés que pueden influir en el individuo
y tener una relacion indirecta con los puntajes arrojados por el inventario SISCO, entre los
cuales se encuentran el estrés amoroso y marital, estrés sexual, estrés familiar, estrés por
duelo, estrés médico, estrés ocupacional, estrés académico, entre otros. (Barraza, 2005)

(37).
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Por otra parte, la cantidad, frecuencia y tiempo de consumo de kéfir, también influiria en la
respuesta al estrés, cabe mencionar que no se establecio una dosis de kéfir a consumir ya
que se esperaba describir mediante los datos obtenidos, la cantidad y frecuencia habitual
en que se ingirio el fermentado lacteo y la posible relacion que tendria su consumo con la
respuesta al estrés académico. Sin embargo, teniendo en cuenta las distintas variables que
podrian tener una influencia en los niveles de estrés académico, se dificultd la posibilidad
de observar los efectos del consumo de kéfir en relacion a dicho estrés.

Se pudo observar que las alumnas que presentaron disminucion en los niveles de estrés
académico, consumieron entre media y una taza de kéfir, por un periodo promedio de 5
semanas diariamente, mientras que una de la alumnas, la cual mantuvo sin modificacién el
nivel de estrés segun puntaje total, consumio el fermentado lacteo de manera ocasional por
un periodo de 2 semanas. Ademas, presentd un aumento en los niveles de estrés académico
a pesar de que tuvo un consumo constante y diario de media taza de kéfir, consumo que
fue de las mismas caracteristicas que el presentado por una de las alumnas en que se
observo una disminucion en los niveles de estrés académico. Esto corrobora lo descrito
anteriormente en relacion a las distintas variables que no fueron controladas en este
estudio y que pueden afectar el estrés percibido por los alumnos.

Es relevante ademas agregar, que la alumna que presentd los mayores puntajes para las
dimensiones estresores, sintomas y para el puntaje total en ambas mediciones, corresponde
a quien vive alejada de su ndcleo familiar, lo que se asemeja a lo descrito en un estudio
realizado en la Universidad intercontinental en México, que declara que la tendencia
general indica que los estudiantes que viven fuera de la familia (con amigos o solos)

podrian tener niveles de estrés académico mas altos que aquellos que adn viven en familia
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(49); sin embargo, a pesar de que presentd los niveles de estrés académico mas altos en
comparacion con las demas consumidoras, éstos disminuyeron a lo largo del estudio,
tiempo que fue coincidente con su consumo de kéfir.

Por ultimo, se destaca a una de las alumnas, que obtuvo los puntajes méas bajos de estrés
académico para las dimensiones estresores, sintomas y puntaje total, incluso variando de
categoria para la dimensidn estresores de un nivel medio a bajo en el periodo de 4 semanas
del estudio, la cual refirio un consumo de media taza (100c) de fermentado lacteo, de
manera constante por un periodo de 8 semanas, lo que podria explicarse por el prolongado
tiempo de consumo, posiblemente asociado a diversas variables favorables.

A pesar de que los resultados obtenidos son avalados por la bibliografia ya mencionada, no
fue posible realizar un analisis estadistico, por lo que no se puede afirmar que el aumento o
la disminucion en los niveles de estrés académico estén relacionados con el consumo de
kéfir.

La hipotesis planteada “el consumo de kéfir conteniendo bacterias capaces de producir
acidos grasos del tipo poliinsaturados omega-3, puede asociarse con una mejoria en las
respuestas emocionales, conductuales y/o sintométicas producidas por el estrés académico”
no ha podido ser aceptada ni refutada. Esto, ya que a pesar que se logré evidenciar la
produccién de AGPI a baja temperatura por bacterias de kéfir, no se pudo comprobar que
estos fueran del tipo omega 3. Ademas, no se logro establecer una relacion del consumo de
kéfir con el nivel de estrés académico en los alumnos que participaron del estudio, debido
a que el disefio del estudio y el tamafio de la muestra no fueron acordes al tipo de analisis

requerido.
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CONCLUSIONES

- Laincubacién a 15°C de bacterias del género Lactobacillus aisladas desde una muestra
de kéfir, genera una reaccioén positiva a la produccién de &cidos grasos del tipo
poliinsaturados, los cuales son de especial interés, al estar implicados en el correcto
funcionamiento del sistema nervioso central.

- Utilizando el método de sales de tetrazolio, la reaccion fue positiva para colonias
bacterianas de kéfir incubadas a 15°C (DO, D1 y D2), y para colonias bacterianas que
fueron incubadas a 15°C tras permanecer a 37°C (DO y D1).

- La elaboracién de fermentado lacteo de kéfir a baja temperatura, se relaciond con una
variacion en la expresion del perfil de &cidos de grasos de membrana, por lo tanto, se
establece un beneficio adicional al realizar dicho procedimiento a un temperatura
controlada de 15°C

- En este estudio fue posible establecer que el estrés académico en una poblacion de 27
estudiantes universitarios fue de un 100%, en donde el 96% de la poblacion
corresponde al género femenino.

- La ansiedad, problemas de concentraciéon y necesidad de dormir, fueron los sintomas
mas prevalentes presentados por los estudiantes.

- De la poblacion estudiada, sélo 3 de 27 individuos indicaron ser consumidores de kéfir
al inicio del estudio, mientras que al finalizar el estudio 5 de 27 declararon ser

consumidores de este producto.
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El nivel de estrés académico (segun puntaje total) presentado en promedio por las
alumnas consumidoras de kéfir, al inicio y final del estudio fue respectivamente de
103,3 puntos, y de 101,4 puntos que corresponden a la categoria de estrés académico
alto.

No fue posible establecer una relacion entre el consumo de kéfir con una mejoria en los
parametros de medicion del estrés académico en la poblacién estudiada dado al

reducido tamafio muestral obtenido.
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LIMITACIONES

El tamafio de la muestra de alumnos consumidores de kéfir que se logré obtener en este
estudio, no fue suficiente para poder realizar un analisis estadistico adecuado que
permitiera relacionar las variables consumo de kéfir y estrés académico, como fue
propuesto en la hipotesis planteada, resultando en un analisis descriptivo acotado.

Para lograr establecer una relacion entre consumo de kéfir y nivel de estrés académico,
se debiera seleccionar una muestra de estudiantes consumidores de kéfir versus una
muestra de no consumidores, pudiendo asi comparar la respuesta al estrés obtenida para
ambos grupos. Ademas, seria de gran interés realizar un estudio clinico controlado,
donde se establezca una dosis especifica de fermentado lacteo a consumir versus un
grupo placebo. Sin embargo, el presente estudio no fue planteado de dicha manera con
el fin de resguardar la inocuidad alimentaria y la bioética.

El presente estudio fue referido a dos lineas de trabajo que diferian ampliamente entre
si. Una de ellas correspondid a trabajo experimental de tipo microbioldgico, mientras
que la segunda parte correspondid a trabajo descriptivo ligado a la psicologia. Pretender
relacionar ambas areas conlleva una mayor dificultad ya que precisa de un
planteamiento metodologico distinto y un mayor tiempo destinado a la realizacion del

estudio.
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ANEXOS

1) Encuesta criterios de Inclusion-Exclusion y variables.

2) Encuesta Consumo de Keéfir

3) Consentimiento Informado

4) Inventario SISCO del Estrés Académico, validado al contexto Bumangués

5) Guia alimentaria de elaboracion y seguridad microbiologica “Kéfir de leche”
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ENCUESTA PARA PARTICIPACION EN PROYECTO DE TESIS

Requisitos: Cursar primer afio de la carrera de Nutricion y Dietética de la Universidad de

Valparaiso.

Edad: anos.

Sexo (Marque con una X)

Universidad

- deValparaiso
CHILE

Femenino

Masculino

En caso de ser de sexo femenino, usted, /estd embarazada o en periodo de lactancia?

(Marqgue con una X)

Sl

NO

Padece alguna de estas patologias y/o condiciones (Marque con una X)

Sindrome de Intestino Irritable

Colitis Ulcerosa

Enfermedad de Crohn

Reseccion intestinal

Cirugia Bariatrica

Padece alguna patologia crénica (Marque con una X)

Sl

¢Cual?

NO
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Se encuentra cursando terapia farmacolégica con alquno de estos medicamentos

(Margue con una X)

Antibibticos

Laxantes

Anticidos
NO

¢Usted sigue algun tipo de dieta restrictiva? (vegana, vegetariana, entre otras) (Marque con una

X)

Sl NO

¢Usted consume kéfir? (Marque con una X)

Sl NO

Consume algun otro alimento probidtico o suplemento de omega-3 (Marque con una X)

SI ¢Cual? NO

¢Usted considera gque sigue una dieta saludable y variada? (Entiéndase reducida en grasas

saturadas y azUcares simples, rica en fibra, vitaminas y minerales)

Sl NO

Muchas Gracias

Firma del alumno
78



& Universidad
* J ,

Ny deValparaiso

- CHILE

ENCUESTA PARTICIPACION EN PROYECTO DE TESIS

“Evaluacion del kéfir en su efecto psicobiotico en una poblacion
de estudiantes universitarios”

Responda las siguientes preguntas marcando con una X

¢Consumid usted kéfir en el ultimo tiempo?

Sl NO

Si su respuesta es SI continle con la siguiente pregunta

¢Por cuéanto tiempo lo consumig?

Menos de 1 semana

Entre 1 y 2 semanas

Entre 2 y 3 semanas

Entre 3 y 4 semanas

Mas de 4 semanas ¢ Cuénto tiempo?

¢Con que frecuencia consumié Keéfir?

2 0 mas veces al dia

1 vez al dia

De 4 a 6 veces por semana

De 2 a 3 veces por semana

1 vez por semana

Ocasionalmente (menos de 1 vez a la semana)

79



¢Qué cantidad de Kéfir consumio por vez?

Una taza (200cc)

Media taza (100cc)

Mas de una taza ¢ Cuanto?
Menos de una taza ¢ Cuanto?

Muchas Gracias

Firma del alumno
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*
JgA Universidad
My deValparaiso
CHILE Comité de Bioética para la Investigacion
Facultad de Farmacia

Version MAYO 2014

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Estimado(a) Alumno(a):
Le invitamos a participar en un estudio para optar al Titulo de Profesional Nutricionista. grado académico
de Licenciado de Nufricion y Dietética. desarrollado por Maria Victoria Gonzalez, Rut 18.256.907-0 y

Carla Habash. Rut 18.357.670-4. dirigido por el Profesor Alejandro Dinamarca Tapia.

El estudio se titula “Evaluacion del Kéfir en su efecto psicobidtico en una poblacion de estudiantes universitarios”
v su objetivo es verificar posible efecto psicobiotico de alimento probiodtico Kéfir en una poblacion de

estudiantes de la Universidad de Valparaiso.

Su participacion es voluntaria y puede elegir ser o no ser parte del estudio. de modo que si se niega a
participar seguird recibiendo la misma atencion que hasta ahora. De igual forma. si usted acepta

participar, puede retirarse en cualquier momento que estime conveniente, sin problemas ni sanciones.

Durante el estudio se aplicaran dos encuestas, ademas de un inventario, al inicio y al término de la
investigacion. Sus datos seran identificados por medio de sus iniciales, de manera que toda la informacion
recopilada al respecto serd estrictamente confidencial. Asimismo. es importante destacar que su
participacion es gratuita y ninguno de los miembros del equipo en este estudio recibird dinero ni

compensaciones por ello. El estudio tiene una duracion aproximada de 2 meses.

Formulario de consentimiento informado:

Yo, Rut . con fecha / / . declaro que

me ha sido leida y he leido la informacién proporcionada, he podido aclarar mis dudas y mis preguntas
han sido contestadas satisfactoriamente. Autorizo voluntariamente para que se utilice la informacion

solicitada anteriormente.

ACEPTO

Av. Gran Bretafia 1093, Playa Ancha, Valparaiso Fono: +56 (32) 250 8416

www.uv.cl
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INVENTARIO SISCO

MNombre: Edad:

Programa: Fecha:

Lea atentamente las siguientes recomendaciones.

a. Responda de manera honesta e individual.

b. Lea cada item o pregunta y responda en la casilla que se encuentra enfrente.

c. Seleccione una respuesta e indiquela con una X, segtn corresponda. Teniendo en cuenta
que (1) es poco y (5) mucho, donde 1 ES NUNCA, 2 ES RARA VEZ, 3 ES ALGUNAS
VECES, 4 ES CASI SIEMPRE Y 5 ES SIEMPRE.

d. Recuerde seleccionar y responder solo una respuesta por items.

1. En el transcurso de este semestre jha tenido momentos en los cuales se ha sentido

preocupado o angustiado?

Sl

NO

NOTA: En caso de seleccionar la alternativa  “no”, el cuestionario se da por concluido, en caso de

seleccionar fa alternativa “si”, pasar a la pregunia nimeroe dos v continuar con el resto de las preguntas.

II. Indique con qué frecuencia le inquietaron las siguientes situaciones:

(1) () 3) (4) (5)
NUNCA RARA VEEL | ALGUNAS CASI SIEMPR
VECES SIEMPRE E

1. Competencia académica con los

companeros del grupo
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2. Sobrecarga de tareas y trabajos

escolares

3. La personalidad del profesor

4. Evaluaciones de los profesores
(exdmenes, ensayos, trabajos  de

investigacion, etc.)

5. El tipo de trabajo que piden los
profesores (consulta de temas, ensayos,

mapas conceptuales, etc.)

6. “No” entender los temas que se

abordan en clase

7. Temor a equivocarse en las respuestas

8. Participacién en clase (responder a

preguntas, exposiciones, etc.)

9. Tiempo limitado para hacer el trabajo

10. Olvidar completamente la
informacion sobre un tema especifico

(quices, parciales, exposiciones.)

[II. Indique con qué frecuencia tuvo las siguientes reacciones fisicas, psicologicas y

comportamentales, cuando estaba preocupado o ansioso.

(1)
NUNCA

(2)
RARA VEZ

[E]]
ALGUNAS
VECES

(4)
CASI
SIEMPRE

5
SIEMPR
E

1. Trastornos en el sueno (dificultades al

dormir o pesadillas)

[t

. Fatiga crdnica (cansancio permanente)

. Dolores de cabeza

L

4. Problemas digestivos (dolor

abdominal, diarrea o estrenimiento)

83



5. Rascar la piel, morder las unas, frotar

las manos o los brazos.

6. Mayor necesidad de dormir

7. Incapacidad de relajarse

8. Ansiedad

9. Desesperacion

10. Problemas de concentracion

11. Sentimientos de agresividad

12. Aumento en la irmtabilidad

13. Aumento de Conflictos

14. Aislamiento Social

15. Desgano para realizar las labores

académicas

16. Aumento o reduccion del consumo de

alimentos

1 7. Aumento del consumo de Cafeina

1 8.Morder Objetos (chicles, borradores,

et.)

IV. Senale con qué frecuencia utiliza las siguientes estrategias para enfrentar la situacion

que le causa la preocupacion o la ansiedad.

NUNMCA

(2
RARA
VEZ

[E]
ALGUNAS
VECES

(4)
CASI
SIEMPRE

(5
SIEMFPR
E

1. Defender sus ideas sin danar a otros

2. Elaboracién de un plan y ejecucion de

suUs tareas

3. Elogios a si mismo
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4. La religiosidad (oraciones o asistencia

a misa)

5. Busqueda de informacion sobre la

situacion

6. Hablar sobre la situacion que

preocupa.

7. Busqueda de ayuda profesional

8. Cambio de actividades
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*

Universidad

deValparaiso
CHILE

GUIA ALIMENTARIA DE ELABORACION Y SEGURIDAD MICROBIOLOGICA
“KEFIR DE LECHE”

. Queé es el Kéfir?
El kéfir es un alimento fermentado que esta formado por un consorcio de microorganismos

del tipo bacteria acido lacticas, acido acéticas y levaduras.

Tipos de Kéfir
1. Kéfir de Leche (pajaritos)
2. Keéfir de Agua (hongos tibetanos)

Kéfir de Leche Kéfir de Agua

Elaboracion
Utensilios:
1. Recipiente higiénico, idealmente de vidrio (cristal), transparente.
2. Tapa que evite el contacto directo con el aire (papel alusa o pano de tela)
3. Colador de plastico
4. Cuchara de plastico

-

()
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Ingredientes:

I. Nodulos de kéfir.
2. Leche entera. semidescremada. o soja.
Procedimiento:

I. Poner la leche vy los nddulos a temperatura ambiente tapados, protegidos de
contaminantes externos habituales en las cocinas v hogares.

2. Una vez a temperatura ambiente, colocar el kéfir y la leche juntos en el recipiente.

3. Tapar con un paio y/o papel alusa, v asegurar utilizando un elastico o cordel.

4. Dejar fermentar a temperatura ambiente el tiempo requerido protegido de la luz
directa del sol, generalmente entre 24 y 36 horas.

5. Colar la bebida de kéfir y refrigerarla inmediatamente si no se toma recién hecha.

6. Devolver los nodulos de nuevo a leche fresca para repetir el cultivo.

Importante inocuidad microbiologica
Se debe esmerar la higiene va que se trata de un proceso de fermentacion donde no deben

estar presentes otros gérmenes ni bacterias ajenas al cultivo de kéfir. Por ende, lo primero

siempre sera realizar una limpieza total. sobretodo de los recipientes e instrumentos a

utilizar. Para ello lavar con agua caliente y un poco de vinagre o usar un jabon natural

(jabon pH neutro).

Temperatura
En la fermentacion intervienen la temperatura de la leche y también la temperatura

ambiental. La leche nunca debe sobrepasar los 35°C ni bajar de 18°C. La franja de

temperatura ambiente adecuada es entre 23°C y 28°C.

Contraindicaciones

Se debe evitar y/o moderar su consumo en los siguientes casos:

Mujeres embarazadas.
Paciente inmunodeprimido.
(Cursando tratamiento de quimio o radioterapia o con VIH positivo)
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