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Sitln laktoz igerigi, sUt kalitesinin degerlendiriimesinde temel bir indikatérdir. Sitte laktoz tayini i¢in kullanilan
yontemlerin 6nemli bir bélimd zaman alici, nitelikli is glcl gerektiren ve pahali yéntemlerdir. Laktoz tayininde
biyosensorlerin kullanimi ucuz, kolay ve hizli bir alternatif olarak gérilmektedir. Ginumuze kadar farkli tiplerde laktoz
biyosensorleri gelistiriimistir. Bunlar, daha ¢ok farkl enzimlerin immobilize edildigi, amperometrik ve iletkenlik dlgiimlerine
dayali sensérlerdir. Bu ¢aligsmada biyosensdrlerin yapisi ve 6zellikleri ile ilgili bilgiler verildikten sonra farkli immobilizasyon
metot ve materyalleri kullanilarak laktoz tayini icin gelistirilen farkli enzim biyosensérleri ile ilgili galismalar derlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Sit, Laktoz, Biyosensor, Enzim, immobilizasyon

Use of Biosensors for Determination of Lactose in Milk
ABSTRACT

Lactose content of milk is a basic indicator for the evaluation of milk quality. Various methods are used for the
determination of lactose; however, many of these methods are generally time-consuming, labor-intensive and expensive
for routine quality control applications. Biosensors offer a cheap, quick, and reliable alternative for lactose determination.
Until today many different types of biosensors have been developed. These biosensors are mostly enzyme sensors,
which are developed by the immobilization of different enzymes, based on amperometric and conductivity measurements.
In this present study, the structure and properties of biosensors are presented, and studies on different enzyme
biosensors developed for the determination of lactose using different immobilization methods and materials are reviewed.

Keywords: Milk, Lactose, Biosensor, Enzyme, Immobilization

GIRIS indikatérdir. Bu nedenle laktoz miktarinin belirlenmesi sut
ve sUt Urlnleri endUstrisinde proses ve Urlnlerin kontroli
S{tiin laktoz igerigi, sit kalitesinin degerlendiriimesinde ve igin rutin olarak yapilmaktadir. Yine sitteki laktoz

sOtiin mastitisli hayvanlardan elde edilip edilmediginin miktarinin belirlenmesi laktoz intoleransindan kaynaklanan
(disUk laktoz igerikli) belirlenmesinde temel bir rahatsizliklarin ~ énlenmesi  agisindan da  Onemli
gorilmektedir. Sltte laktoz tayini igin  kullanilan
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ydntemlerin (polarimetrik, spektrofotometrik, kromatografik
vb.) 6nemli bir bélimi zaman alici, nitelikli is gulci
gerektiren ve pahali ydntemlerdir. Laktoz tayininde
biyosensorlerin kullanimi ucuz, kolay ve hizli bir alternatif
olarak gorilmektedir.

Bir biyosensor biyolojik bir algilayici (biyoreseptor) ile elde
edilen sinyali elektrik sinyaline dénustirebilen transduser
iceren analitik cihazdir. Bu sistemde sinyal hedef analit ile
biyotanima molekilindn (enzim, antikor vb.) reaksiyonu
sonucunda ortaya cikmaktadir. Biyosensoérler ile hedef
analite son derece spesifik ve ylksek hassasiyette
Olcimler yapilabilmektedir [1]. Diger 6l¢im sistemleri ile
karsilastirildiginda  kullanimlari  kolay olan, hizh ve
ekonomik analiz olanagdi saglayan biyosensérler ile ilgili
yapilan calismalarda énemli bir artig gértlmektedir. Web
of Science veri tabaninda biyosensér anahtar kelimesi ile
makale bashgi taramasi yapildiginda son on yilda (2005-
2015) yayinlanmis 9500°'Gn Uzerinde ve biyosensor
anahtar kelimesi ile konu taramasi yapildiginda 32000’in
Uzerinde ¢alismaya rastlanmaktadir.

Enzimler
Antikorlar
Nikleik Asitler

Mikro-
organizmalar

Hiicreler

Analit Biyoreseptor

=) Optik

=) Kalorimetrik

Trasduser

Bu ¢alismada, biyosensdrlerin yapisi ve dzellikleri ile ilgili
bilgiler verildikten sonra farkli immobilizasyon ydntemleri
(adsorbsiyon, tutuklama, kovalent baglama ve c¢apraz
baglama) ve materyalleri kullanilarak laktoz tayini igin
gelistirilen farkh enzim biyosensorleri ile ilgili ¢calismalar
derlenmistir.

BiYOSENSORUN YAPISI

Biyosensoérler en basit sekilde biyolojik-biyokimyasal
sinyalleri veya cevabi olgllebilir fiziksel bir sinyale
déndstarebilen biyoanalitik dizenekler olarak
tanimlanmaktadir [2]. Biyosensérler genellikle birbiriyle
seri bagli olan kimyasal (molekuler) bir tanima sistemi
(reseptodr) ile fizikokimyasal bir dénistlricu (transduser)
olmak Uzere iki temel bilesen icermektedirler [3, 4] (Sekil
1). Biyokimyasal bir mekanizmay! tanima sistemi olarak
kullanan biyosensoérler kimyasal sensérlerdir [3].

=) Elekrokimyasal

immuno ajanlar =) Akustik
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Sekil 1. Biyosensoérlerin yapisi ve ¢alisma prensibi ([5-7]'den uyarlanmistir)

icerdikleri reseptor tipine goére enzimatik biyosensérler,
genosensorler, immunosensorler vb. sekillerde
siniflandirilan biyosensorler, biyokimyasal sinyalin aktarim
islemine (transdiiksiyon) gbére de; elektrokimyasal, optik,
akustik ve termal/kalorimetrik sensérler gibi alt gruplar
seklinde siniflandirilabilmektedirler [8].

Biyosensoérler basit kullanim 6zellikleri, yiksek duyarlilik
ve gercek zamanli dlcimlere uygulanma potansiyelleri
nedeniyle tibbi teshis, ¢evresel izleme, genetik, savunma
sanayi ve gida isleme endistrisi gibi alanlarda genis
uygulama alanlarina sahiptir [9]. Gida endustrisinde
pekmez, patates, sit, peynir, peyniralti suyu, bira ve sarap
gibi gidalarda glukoz, laktoz, etanol, nisasta, askorbik asit
ve malik asit gibi bazi bilesenlerin tespiti amaciyla
kullanilan ticari biyosensérler bulunmaktadir [10].
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Biyoreseptor

Biyolojik tanima sistemi biyokimyasal alandan gelen bilgiyi
tanimlanir hassasiyet ile kimyasal ya da fiziksel ¢ikis
sinyaline donUstirmektedir. Tanima sisteminin baslica
amacil, olgulecek analit icin ylUksek segicilikte bir sensoér
saglanmasidir. Koku ve tat gibi canli organizmalarda ya
da sistemlerde bulunan algilama sistemlerinde gercek
anlamda tanima sinir iletiminin yani sira bir hiicre
reseptéril tarafindan gergeklestiriimektedir. Bu nedenle
reseptér ya da biyoreseptdér kelimesi kimyasal bir
biyosensoériin  tanima  sistemi igin de  siklikla
kullaniimaktadir [3, 4]. Biyoreseptér olarak kullanilan
biyolojik molekdllerin (enzimler, antikorlar, hiicreler vb.)
bircogu c¢dzelti fazi igerisinde kisa &murlidarler. Bu
nedenle bu bilesenlerin uygun bir matriks igerisine
yerlestiriimeleri  gereklidir  [11].  Ornegdin  enzimlerin
aktivitelerini azaltan g¢evre kosullarina karsi immobilize
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edilmeleri  dmdrlerini  uzatmaktadir. Bundan dolayi
biyosensorlerin reseptdér bileseni (enzim, ¢oklu enzim
sistemi, antikor, mikroorganizmalar, organel vb.) bir
membrana veya jele immobilize edilmektedirler [5].
immobilize molekillerin aktiviteleri yiizey alani, porozite,
immobilizasyon matriksinin hidrofilik karakteri, reaksiyon
kosullari ve immobilizasyon igin segilen yontem gibi farkl
parametrelere  bagl  olarak  degismektedir  [11].
Reseptorlerin transduser Gzerine immobilizasyonu fiziksel
(adsorbsiyon, polimer matriksle tutuklama vb.) veya
kimyasal (kovalent baglanma, ¢ok fonksiyonlu reaktifler ile
gapraz baglanma vb.) ybéntemler ile
gerceklestirilebilmektedir. Reseptérlerin  immobilizasyonu
icin kullanilan en yaygin metotlar adsorbsiyon ve kovalent
baglanma iken biyoreseptér olarak en yaygin kullanilan
biyolojik bilesenler enzimler ve antikorlardir [12].

Enzimler kimyasal tepkimelere katildiklarinda ¢ok sayida
Olculebilir reaksiyon trlnd olusturabildiklerinden (elektron,
proton, 1s1, 1s1k vb.) biyoreseptér olarak yaygin kullanilan
biyomolekullerdir [13]. Enzimlerin farkli kaynaklardan
izolasyon ve saflagtirimalarinin kolay olmasi ve ticari

olarak elde edilebilmeleri de onlarin biyosensér
arastirmalarinda  biyolojik  tanima  araci olarak
kullaniimalarini  popller hale getirmistir [14]. Cesitli

oksidoredlktazlar arasinda, glukoz oksidaz [15-17],
galaktoz oksidaz [18-20], alkali fosfataz [21, 22] ve yaban
turpu peroksidazi [23, 24] birgok biyosensdr ¢alismasinda
kullaniimistir.

Enzim temelli biyosensoérleri diger tayin ydntemlerinden
ayiran bazi Gstin &zellikleri vardir. Hedef molekile
spesifik olmalari, enzim temelli biyosensérleri Ustiin kilan
en Onemli O6zelliktir. Clnk( bu tip sensorler, 6lgiim
ortamindaki renk, bulaniklik ve partikillerden
etkilenmemektedirler [25]. Spesifikligin yaninda ideal bir
biyosensdr kalibrasyona ¢ok az gereksinim duymaktadir.
Ayrica, yiksek duyarliligi, disik tayin sinirlari, hizli cevap
slresi, basit ve wucuz olmalarinin yaninda Kkolay
minyatlrize edilebilmeleri [14] agisindan da ticari olarak
Uretime uygun materyallerdir.

Enzimlerin disinda biyoreseptér olarak 1950li yillardan
itibaren kullanilan antikorlar, yiksek duyarliliklari ve
Ozgullikleri kanitlanmis olan molekillerdir. Antikor tabanl
biyosensodrlerin en &énemli &zellikleri hedefin saptama
Oncesi saflastinimasina ihtiyag olmamasidir  [13].
Antikorlar disinda oligonukleotitler, mikroorganizmalar ve
nikleik asitler gibi biyolojik molekiller de biyoreseptor
olarak kullanilabilmektedirler [5-7, 13].

Transduser

Transduserler biyokimyasal bir sinyali dlgilebilir bir elektrik
sinyaline ddnistiiren bilesenlerdir. lletici (transducing)
mikrosistem, elektrokimyasal, termometrik, optik, akustik
veya manyetik olabilmektedir [9]. Biyosensér tasariminda
kullanilan bazi transduserlerin siniflandiriimasi Tablo 1’de
verilmigtir. Elektrokimyasal transduser olarak genellikle
potansiyometrik ve amperometrik transduserler
kullaniimaktadir. ~ Amperometrik  transduserlerde,  iki
elektrot arasina potansiyel uygulanmakta, elektroaktif
tarlerin yUkseltgenme veya indirgenmesiyle olusan akim
Olcllmekte ve Olgllen akim ilgili analitin
konsantrasyonuyla iligkilendiriimektedir. Potansiyometrik

transduserler ise c¢ok disik akimla elektrokimyasal
hucrelerin potansiyelini Slgcmektedir. Optik
transduserlerde, ucuna enzimlerin ve boyalarin

ko-immobilize edildigi fiber optik problar kullaniimaktadir.
Bu problar en az iki fiberden olugsmaktadir. Fiberlerden
biri, uyarma dalgasini Greten, belirli bir dalgaboyu
araligindaki bir 1sik kaynagina baglanmaktadir. Digeri ise
fotodiyota baghdir ve uygun dalga boyunda optik

yogunluktaki degisimi tayin etmektedir. Optik
transduserlerde kullanilan ylzey plazmon rezonans
transduserler algilama bileseninin  ylzeyinde veya

yakinindaki kirilma indeksindeki anlik degisimleri dlgerek
analitin  konsantrasyonu hakkinda bilgi vermektedir.
Biyosensérlerde kullanilan elektroakustik aygitlar ise
piezoelektrik bir malzeme ile temas halinde bulunan
kimyasal agidan interaktif malzemelerden yapilmis
membranlarin kitle yogunlugu, elastiklik, viskoelastiklik,
elektrik veya dielektrik 6zelliklerindeki degisimleri tayin
etmeye dayanmaktadir.

Tablo 1. Biyosensér tasariminda yaygin olarak kullanilan transduserler [26, 27]

Sinif Ornekler
e Amperometrik
Elektrokimyasal e Potansiyometrik
e Konduktometrik
e Fiber optik
Optik e Ylzey plazmon rezonans (SPR)
e  Fiber optik SPR
e Isiiletimi
Kalorimetrik e izotermal
e izoperibol
Akustik e Yiizey akustik dalga (SAW)

Piezokristal mikrobalans
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LAKTOZ ve OZELLIKLERI

Laktoz yapisinda B-1,4 glikozidik bag: ile birbirine bagh
D-galaktoz ve D-glukoz igeren bir disakkarittir (Sekil 2).
Yapida galaktozun aldehit grubu glukozun C-4 grubuna

bagli durumdadir. Laktoz’'un sistematik ismi “B-O-D-
galaktopiranozil-(1-4)-a-D-glukopiranoz” (a-laktoz) veya
-O-D-galaktopiranozil-(1-4)-B-D-glukopiranoz”dur (B-

laktoz) [28]. Laktoz, asit ile kolaylikla hidroliz edilemez
iken “laktaz” (B-D-galaktozidaz) enzimi ile Kkolaylikla
hidrolize edilebilmektedir. Laktozun enzimatik hidrolizi ile
glukoz ve galaktoz meydana gelmektedir. 3-galaktozidaz
bir galaktopiranoz kalintisinin 3-1,4 bagdina yuksek
derecede  spesifiktir.  Endustriyel  B-galaktozidazlar
laktazlarin (EC 3.1.2.23) bir alt grubudur. Bltin laktazlar
B-galaktozidazlar olarak siniflandirilabilirken bunun tersi
bir siniflandirma hatalidir. Zira bitki hiicreleri ve memeli
organlarindaki (intestinal ~ p-galaktozidazlar  harig)
B-galaktozidazlar hicre duvari polisakkaritleri,
galaktolipitler ya da glikoproteinlere etki etmekte iken
laktoz Gzerine ¢ok az aktivite gdstermekte veya hig aktivite

gOstermemektedir.  B-galaktozidaz  enzimi  sindirim,
lizozomal parcalanma ve Kkatabolizma gibi c¢oklu
fonksiyonlari nedeniyle  dogada yaygin  olarak
bulunmaktadir. Ancak, laktazlar, yalnizca memeli

bagirsaginda ve mikroorganizmalarda bulunmaktadir [29].
Laktaz enzimi ince bagirsakta bagirsak epiteli ylzeyindeki
firga kili bigcimindeki yapilarin mukozal hucrelerinde
lokalize olarak bulunmaktadir [30]. Laktozun bagirsakta
hidrolizinin ardindan olusan monosakkaritler bagirsak

i

ylzeyinde absorbe edilmektedir. Laktaz aktivitesinin
yetersiz olmasi ya da hi¢ olmamasi durumu laktoz

intoleransi veya laktaz eksikligi seklinde
isimlendirilmektedir ve bu durum laktozun
monosakkaritlerine metabolize olmasina izin

vermemektedir [31]. Eder bagirsaklarda laktaz aktivitesi
yoksa ya da yetersiz ise sindiriimeden kalan laktoz
ozmotik dengeyi bozarak bagirsak iginde sivi ve elektrolit
birikmesine neden olmakta, genigleyen bagirsaklarda
hareketlilik artmakta ve ishal ortaya ¢ikmaktadir. Ote
yandan serbest halde yikimadan kalin bagirsaklara
ulasan laktoz buradaki bakteriler tarafindan fermente
edilmekte ve fermantasyon sonucunda hidrojen, metan ve
karbondioksit gazlari ortaya ¢ikmaktadir [32]. Laktoz
intoleransinin baslica belirtileri; asirn gaz, siskinlik, bulanti
ve sulu ishal gibi sindirim sistemine iligkin belirtilerdir [28].
Dinya U(zerindeki yetiskinlerin yaklasik 2/3’0 laktoz
intoleransindan dolay! sikintilar yasamaktadir. Laktoz
intoleransi Ozellikle Afrika ve Asya da sik gorilen bir
rahatsizlik iken Avrupa’da laktoz intoleransi goérilme
sikhg! llkelere gére %2'den (iskandinavya) %70’e kadar
(Sicilya) degisim goéstermektedir [32, 33]. Sitteki laktoz
miktarinin belirlenmesi laktoz intoleransindan kaynaklanan
rahatsizlarin énlenmesi agisindan énem tegkil etmektedir
[34]. Laktoz intoleransl tlketiciler icin laktozun enzimatik
hidrolizi ile elde edilen laktozsuz sutler Uretiimektedir.
Sitln laktaz ile islenmesi ile elde edilen sitlerde halen bir
miktar kalinti laktoz kalabilmektedir. Bu nedenle laktozsuz
sUtlerde de laktoz miktarinin belirlenmesi énemlidir.

)
wle

)
uE
|

V]

(4] ]

Sekil 2. a ve B Laktozun yapisal formGli (Haworth gésterimi) [28]

Sitteki laktoz miktari elde edildigi kaynada gére oldukga
farkhhik g6stermektedir. insan, inek, keci ve koyun
sutlerinde yaklasik laktoz miktarlan sirasiyla %7, %4.7,
%4.1 ve %4.6 olarak siralanabilir [35]. inek sitlerinin
laktoz miktari irk, birey, meme enfeksiyonu ve 6zellikle de
laktasyon evresi gibi faktérlere bagh olarak degdismektedir
[28]. Laktoz igerigi sut kalitesinin degerlendiriimesinde ve
mastitisli hayvanlardan elde edilen dusik laktoz igerikli
sutln belirlenmesinde temel bir indikatérdir. Ayrica laktoz
peyniralti suyunun baslica bilesenlerinden biridir. Peynir
Uretilen sit isletmelerinde atik olan peyniralti suyundaki
laktoz miktarinin belirlenmesi st isletmelerindeki atik
sularin  kontroll igin temel parametrelerden biridir.
Peyniralti suyundan elde edilip saflastirilan laktoz gida ve
ila¢ endustrisinde kullaniimaktadir [36]. Bu nedenlerle
laktoz miktarinin  belirlenmesi sit ve sOt OrGnleri
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endustrisinde proses ve Uriinlerin kontroli igin rutin olarak
yapilmaktadir [38, 39].
BiYOSENSORLERIN TAYININDE
KULLANILMASI

LAKTOZ

Laktozun belirlenmesi igin gravimetrik [39], kolorimetrik
[40], polarimetrik [41], enzimatik [42], kromatografik (gaz,
sivi ve yluksek performansli sivi kromatografisi) [28, 43-45]
ve spektroskopik (UV-Vis ve kizildtesi spektroskopisi gibi)
[46, 47] ydntemler kullaniimaktadir. Sitte laktoz tayini igin
kullanilan bu yéntemlerin énemli bir b6limi zaman alici,
nitelikli is glcl gerektiren ve pahali yontemlerdir. S6z
konusu ydéntemlerin bir bélimdnin sit endistrisinde rutin
kalite kontrol amaclyla kullaniimasi uygun
g6rilmemektedir.
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Laktoz tayininde biyosensérlerin kullanimi ucuz, kolay,
glvenilir ve hizh bir alternatif olarak g&érilmektedir.
Buguine kadar farkh tiplerde laktoz biyosensorleri
gelistirilmistir.  Bunlar, daha ¢ok farkli enzimlerin
immobilize edildigi, amperometrik [25, 37, 45] ve iletkenlik
[15] élgimlerine dayali sensdrlerdir.

Enzim biyosensorlerinin hazirlanmasinda immobilizasyon,
enzimin aktivitesini muhafaza edecek sekilde transduser
Uzerine dogru olarak baglanmasi anlamina gelmektedir.
Genel olarak enzim immobilizasyonu igin adsorbsiyon,
tutuklama, kovalent baglama ve capraz baglama olmak
Uzere 4 farkli metot kullaniimaktadir. Sellloz, silika jel,
cam, Kkollajen gibi bircok madde enzimleri yuzeyleri
lizerinde adsorblayabilmektedir. Immobilize enzimlerin
hazirlanmasi igin hizli ve basit bir yéntem olan
adsorbsiyon fiziksel (Van der Waals baglariyla olusan
zaylf) ve kimyasal (kovalent baglarla olusan kuvvetli)
adsorbsiyon olarak iki sinifta incelenmektedir. Tutuklama,
enzimlerin yapay ya da dogal polimer kafesleri iginde
tutuklanmalaridir. Burada 6ncelikle enzim ve monomer
¢Ozelti karigimi hazirlanmakta, polimerizasyon sonrasi
enzim polimer kafesler igerisinde tutuklanmaktadir. Enzim
tutuklanmasinda polimer seg¢imi olduk¢a 6nemlidir. Zira
polimer kafesler igine substratin difiizyonu zor olabilmekte,
bu durumda reaksiyon stresi uzamaktadir. Poliakrilamid
ve iletken polimerler gibi  materyaller enzim
tutuklanmasinda kullaniimaktadir. Kovalent baglamada
enzimin fonksiyonel grubu ile destek matriksi arasinda
baglanma gerceklesmektedir. Capraz baglama
metodunda ise genellikle enzim kati destekler veya baska
bir destekleyici materyal (baglanmayi énemli derecede

B-galaktosidaz
Laktoz + H,0 ———

Galaktoz oksidaz

Galaktoz + 0, ——— > D — Galaktohekzodialdoz + H,0,

Glukoz oksidaz

Glukoz + 0, ——— Glukonik asit + H,0,

Pt
H,0, - 0, + 2H" + 2e~

Glukoz Oksidaz Enzimi
Laktoz Biyosensoérleri

Kullanilarak Gelistirilen

Ammam ve Fransaer [55] laktoz sensérl hazirlamak igin
alternatif akiml elektroforetik biriktirme yéntemi kullanarak
B-galaktozidaz ve glukoz oksidaz enzimlerini platin elektrot
Uzerinde biriktirmigler ve sirasiyla elde edilen biyosensérle
ve referans ydntemle birer adet tam yagh (141.4 ve 139.8
mM), yarim yagh (137.6 ve 142.9 mM) ve yagsiz sit
(139.1 ve 142.9 mM) érneginde laktoz konsantrasyonlarini
belirlemiglerdir. Calismada elde edilen veriler
degerlendirildiginde yagd miktarinin 6lglim sonuglarini
etkilemedigi belirlenmis (p>0.05) ve yazarlar tarafindan
biyosensdr ve referans laboratuvar sonuglarinin oldukga
uyumlu  oldugu ifade edilmigtir.  Yine  sensér
hazirlanmasinda kullanilan enzim miktarlarinin - disik

Galaktoz + Glukoz
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arttiran capraz baglama ajani) Uzerine kimyasal olarak

baglanmaktadir. GCapraz baglama adsorbe edilmis
enzimlerin  stabilizasyonu i¢cin  kullanilan etkin  bir
yontemdir. Glutaraldehit g¢apraz baglamada en c¢ok
kullanilan  bifonksiyonel  bir  reaktiftir [8]. Laktoz

biyosensorlerinin hazirlanmasinda enzim immobilizasyonu
icin adsorbsiyon [48], kovalent baglama [16], c¢apraz
baglama [16, 49] ve polimer matriks igerisine tutuklama
[20, 50, 51] ydntemlerinin tamami kullanilabilmektedir.

Laktoz biyosensori gelistiriimesi ile ilgili olarak yapilan ilk
galismalarda biyoreseptdr olarak laktoz permeaz enzimi
kullanilmistir [52, 53]. Ancak, daha sonraki yillarda ilgili
enzimin biyoreseptér olarak kullanildigi bir g¢alismaya
rastlanmamistir. Laktoz biyosensdrleri genellikle ¢ift
enzimli olarak tasarlanmaktadir. GCift enzimli laktoz
biyosensodrleri ile laktoz tayininin ilk asamasinda laktoz,
B-galaktozidaz enzimi ile galaktoz ve glukoza hidrolize
edilmektedir (Esitlik 1). Elde edilen monosakkaritler
Uzerinden laktoz tayini gergeklestiriimektedir. Galaktoz
Uzerinden yapilan laktoz tayininde galaktoz, oksijen ve
galaktoz oksidaz enzimi varliginda D-galaktohekzodialdoz
ve H202 (Esitlik 2) [20], glukoz lzerinden yapilan tayinde
ise glukoz yine oksijen ile glukoz oksidaz enzimi
katalizérliginde glukonik asit ve H202 vermek Uzere
tepkimeye girmektedir (Esitlik 3) [54]. Her iki reaksiyon
sonucu olusan H202’nin ylkseltgenmesi ile akim artisi
gerceklesmektedir (Esitlik 4). Bu enzimatik reaksiyonlar
devam ederken harcanan laktoz miktari elde edilen akim
degisimi ile orantilidir.

€y
(2)
3)
4)

olmasi ¢alisma araliginin genis ve cevap siresinin de kisa
olmasi yéntemin avantajlar olarak siralanmistir. Marrakchi
ve ark. [15] B-galaktozidaz ve glukoz oksidaz enzimlerini
kullanarak tasarladiklari konduktometrik biyosensor ile iki
stit Orneginde elde ettikleri laktoz konsantrasyonlarinin
(5.94 ve 6.49 mg/L) Uretici tarafindan saglanan laktoz
degerinden (5.00 mg/L) yUksek oldugunu ifade etmislerdir.
Bu galismada gelistirilen sensériin cevap sliresi 4 dakika
olarak bildirilmistir. Jasti ve ark. [16] inek serum alblmini
ile kaplanmig allil glisidil eter-etilen glikol dimetakrilat
kopolimeri lzerine B-galaktozidaz ve glukoz oksidaz
enzimlerinin ko-immobilizasyonunu gergeklestirerek sitte
laktoz tayini icin biyosensoér hazirlamiglardir.
Arastirmacilar  tarafindan  bu  sekilde  gelistirilen
biyosensorin sutteki laktozu 0.17 mg/mL gibi dusik
konsantrasyonlarda dogru bir sekilde belirleyebildigi ifade
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edilmistir. Nguyen ve ark. [17] kimyasal buhar depolama
teknigi kullanilarak grafen ile modifiye edilen platin (Pt)
elektrot Uzerine poli(1,5-diaminonaftalen) filmini
elektrokimyasal polimerizasyon ydntemi ile kaplamiglardir.
Daha sonra g¢apraz baglayici olarak %25’lik glutaraldehit
¢bzeltisi kullanilarak B-galaktozidaz ve glukoz oksidaz
immobilize ederek laktoz biyosensoérl gelistirmis ve 1.33
pA/(ug.mL") hassasiyet ve 1.3 pg/mL dedeksiyon limiti
elde etmislerdir. B-galaktozidaz ve glukoz oksidaz enzim
cifti kullanilarak gelistirilen diger farkli biyosensérlerle de
[54, 56-58] laktoz tayininde basarnli sonuglar elde
edilmistir.

Conzuelo ve ark. [38] st ve st drinlerinde laktoz
miktarinin belirlenmesi i¢in 3-merkaptopropionik asit ile
modifiye ettikleri altin elektrota B-galaktozidaz, glukoz
oksidaz, peroksidaz ve elektron transfer aracisi molekil
olaran tetratiafulvaleni (TTF), diyaliz membran kullanarak
ko-immobilize etmisler ve bazi sit ve st trlnlerinin laktoz
miktarlarini belirlemeye galismiglardir. Yukarida anlatilan
¢ift enzimli laktoz biyosensdrlerinden farkli olarak bu
galismada glukozun oksijen ile glukoz oksidaz enzimi
varliginda ile reaksiyonu sonucu ortaya c¢ikan Hz202
elektron transfer aracisi olan TTF ile yaban turpu
peroksidazi katalizérliginde indirgenmektedir (Sekil 3).
Bu reaksiyon sonucunda ylkseltgenen tetratiafulvalene
(TTF*), TTE/TTF* redoks giftinin normal potansiyelinden
daha negatif bir potansiyel uygulandiginda, TTF* elektrot
Uzerinde indirgenmektedir. S6z konusu indirgenme
sonucunda laktoz konsantrasyonu ile orantili olarak bir
amperometrik sinyal olugsmaktadir. Calismada gelistirilen

2TTF

Elektrot

2TTF*

——————————

-
-
-
-
-
-
-

—
-

-
-
-
-
-

-

sensor ile belirlenen laktoz miktarlari ayni érneklerde ticari
enzim kitleriyle de spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Her iki ydontemle elde edilen sonuglar Student t-testi ile
karsilastirilmis ve sonuclar arasinda (Tkitk=3.812>t=0.774)
istatistiksel olarak fark olmadig! tespit edilmistir. Benzer
sekilde Eshkenazi ve ark. [1] inek s(tlerinde laktoz
miktarlarini  belirlemek icin  gelistirdikleri  biyosensér
hazirlanmasi igin cam karbon disk elekiroduna
B-galaktozidaz, glukoz oksidaz ve yaban turpu peroksidazi
enzimlerini  polietilenimin  prosedird  ile  immobilize
etmislerdir.  Gelistirilen biyosensér ile 12 farkh s(t
numunesinin laktoz konsantrasyonlari belirlenmistir. Elde
edilen sonuglar referans laboratuvar sonuglari ile
karsilagtirlmigtir. ilgili galismada elde edilen degerlere
Student t testi uygulandijinda (p=0.15) biyosensoér
sonuglari ile referans laboratuvar sonuglarinin istatistiksel
olarak benzer oldugu bulunmustur. Yapilan diger bir
galismada sOt Orneklerinde laktoz  tayini igin
B-galaktozidaz, glukoz oksidaz ve katalaz enzimlerini
iceren kablosuz bir biyosensér gelistirilmistir [59]. Bu
¢alismada enzimler daha &énceden pH-duyarli polimer
tabaka ile kapli magnetoelastik serit benzeri sensér
Uzerine ayni anda immobilize edilmigtir. B-galaktozidaz ve
glukoz  oksidaz  enzimleri igeren  amperometrik
biyosensdrlerden farkh olarak bu sistemde enzimatik
reaksiyonlar sonucu glukonik asit olusurken pH duyarli
polimer bizilmekte ve buna bagl olarak sensériin laktoz
konsantrasyonu ile dogru orantili olan rezonans frekansi
artmaktadir. Bu sekilde gelistirilen biyosensérin tayin limiti
0.72 mM olarak bulunmustur.

————————
- ~~
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Sekil 3. Sutte laktoz miktarinin belirlenmesi icin 3-merkaptopropionik asit ile modifiye edilen altin elektrota B-galaktozidaz
(B-gal), glukoz oksidaz (GOD), yaban turpu peroksidazi (HRP) ve elektron transfer aracisi molekil olan tetratiafulvalenin
(TTF) diyaliz membrana immobilize edilmesiyle elde edilen biyosensérin ¢alisma prensibi ([38]'dan uyarlanmistir)

Galaktoz Oksidaz Enzimi Kullanilarak Gelistirilen
Laktoz Biyosensorleri

Konu ile ilgili olarak yapilan bir ¢alismada [50] galaktoz

oksidaz enzimi katyonik amfifilik pirolin
elektropolimerizasyonu sonucu elde edilen polipirol
matriksi igerisinde elektrot ylzeyine tutuklanmigtir.

38

Galaktoz ve laktoz tayini igin gelistirlen s6z konusu
biyosensdrde elektrot cevabi enzimatik olarak olusturulan
H202'nin elektrokimyasal olarak belirlenmesi temellidir. Bir
baska calismada poli (3-hekziltiyofen) P3TH/stearik asidin

(SA) Langmuir—-Blodgett (LB) filmleri Gzerine
B-galaktozidaz ve galaktoz oksidaz  enzimlerinin
immobilizasyonu ile amperometrik bir  biyosensor
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gelistiriimistir. Calismada gelistirilen elektrotlarin 1-6 g/dL
laktozun tayininde kullanilabilecegi, elektrotlarin 40°C’ye
kadar stabil oldugu ve 4°C'de 120 gin saklanabilecegi
tespit edilmistir. Yine ¢o6zelti ortaminda yapilan
¢alismalarda laktoz tayini sirasinda askorbik asit, Urik asit
ve kalsiyum KlorGr gibi muhtemel bilesiklerle girisim
belirlenmemistir [25]. Glrsoy ve ark. [20] tarafindan laktoz
tayini i¢in iletken polimer bazli biyosensér gelistirilmigtir.
Bu c¢alismada, B-galakiozidaz ve galaktoz oksidaz
enzimleri sodyum dodesilbenzen sulfonik asit varliginda
polipirol matriksi igerisine elektropolimerizasyon iglemi ile
immobilize edilmigtir. Hazirlanan enzim elektrodun laktoza
karsi cevabi dénidsimli voltametri (CV) yéntemiyle
laktozun yikseltgendigi +0.4 V’daki akim degerine gére
belirlenmistir. Bu sekilde gelistirilen biyosensériin cevap
slresi 8-10 saniye ve tayin limiti 2.6 x 10® M olarak tespit
edilmistir.

Sellobiyoz Dehidrojenaz Enzimi  Kullanilarak
Gelistirilen Laktoz Biyosensérleri

Laktoz biyosensorlerinin gelistiriimesinde B-galaktozidaz +
glukoz oksidaz ve p-galakiozidaz + galaktoz oksidaz
enzim ciftlerinin disinda farkli enzimlerin kullanildigi
¢alismalar da bulunmaktadir. Bu calismalarin birinde
Stoica ve ark. [48] beyaz c¢Urlkgll mantarlar Trametes
villosa ve Phanerochaete sordida’dan izole edilen iki yeni
sellobiyoz dehidrojenaz enzimini kullanmiglar ve ilgili
enzimler ile kati bir spektrografik grafit elektrot arasinda
oldukga etkili elektron transferine dayali bir sensoér
tasarimi gergeklestirmislerdir. Arastirmada P. sordida’dan
izole edilen sellobiyoz dehidrojenaz enzimi ile gelistirilen
laktoz biyosensérunin 1uM laktoz belirleme limiti, 1100
pA.mM' cm? hassasiyet, 4 saniye cevap suresi ve 1-100
uM arasinda dogrusal galisma araligi gibi degerlerle
T. villosa sellobiyoz dehidrojenazi ile tasarlanan
biyosensérden daha iyi sonuglar verdigi belirlenmigtir.
Calismada geligtirilen biyosensdriin stabilitesi 11 saat
boyunca 100 puM surekli laktoz enjeksiyonu (toplam 290
enjeksiyon) ile test edilmis kararliidinin son derece iyi
(son okumadaki sensér cevabinin ilk okumadaki cevabin
%98’i) oldugu belirlenmistir. P. sordida’dan izole edilen
sellobiyoz dehidrojenaz enziminin kullanildigi baska bir
galismada [60] enzim ile tek duvarli karbon nanotipleri
arasindaki elektron transferinden vyararlanilarak laktoz
tayini gergeklestiriimistir. Kullanilan karbon nanotlpleri
p-fenildiaminin aril diazonyum tuzlar ile modifiye
edildikten sonra kullaniimis ve gelistirilen biyosensér pH
3.5’de maksimum akim yogunlugu géstermistir. Gelistirilen
laktoz biyosensérinin tespit limiti, dogrusal c¢alisma
araligi, Olgim hassasiyeti, cevap suresi ve sensor
stabilitesi sirasiyla 0.5 uM, 1-150 uM, 476.8 nA.mM" cm2,
4 saniye ve 12 gin (yarilanma Omri) olarak tespit
edilmigtir. Yakovleva ve ark. [49], laktoz tayini igin
basidiomiset mantari Phanerochaete chrysosporium’den
izole edilen sellobiyoz dehidrojenaz enzimi ile laktozun
oksidasyonuna dayali termometrik-amperometrik kombine
bir biyosensér tasarlamistir. Calismada enzim, enzim
reaktérinde immobilize edilmistir. Reaktdr, sellobiyoz
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dehidrojenazin aminopropil-silanlanmig kontrollli gézenekli
cam boncuklar (Ozerine, glutaraldehit ile g¢apraz
baglanmasiyla hazirlanmistir. Kombine biyosensér, (i)
elektron alicisi olarak p-benzokinon kullanilarak laktozun
enzimatik oksidasyonu ile iligkili termometrik sinyal ve (ii)
olusan hidrokinonun oksidasyonu ile iligkili elektrokimyasal
akimi  eszamanh belirleyecek sekilde gelistirilmistir.
Tasarlanan biyosensériin 0.05 mM ile 30 mM arasindaki
laktoz konsantrasyonlarinda oldukga ylksek
tekrarlanabilirlikte dogrusal cevap verdigi ve tayin
suresinin 6érnek basina 2 dakika oldugu bulunmustur.

Diger Laktoz Biyosensorleri

Amarita ve ark. [61] tarafindan laktozim ile B-galaktozidaz
enzimleri ve Saccharromyces cerevisiae kullanilarak bir
hibrit laktoz biyosenséri  gelistiriimistir.  Calismada
S. cerevisiae agar Uzerine tutuklanirken laktozim ile
B-galaktozidaz dietilaminoetil sellloz (izerine adsorbe
edilmistir. Bu sekilde hazirlanan ilgili maya ve enzim, CO2
elektrodunun gaz gegirgen membrani ile bir diyaliz
membrani arasina tutturulmustur. Tayin sirasinda
oncelikle laktoz, laktazlar tarafindan hidrolize edilmekte,
ardindan acgiga cikan glukoz ve galaktoz S. cerevisiae

tarafindan  fermente edilmekie ve fermentasyon
sonucunda CO2 agida ¢ikmaktadir. Agida ¢ikan CO: ise
CO2 elektrodu ile Olcllerek laktoz tayini

gercgeklestiriimektedir.

Laktoz tayini ile ilgili gelistirilen diger bazi biyosensor
galismalarina ait bir kisim bilgiler Tablo 2'de
6zetlenmektedir.

SONUC

Biyosensoérlerin basit kullanim &zellikleri, yliksek duyarhlk,
kisa analiz sUresi, disUk analiz maliyeti ve gergek zamanli
Olcimlere uygulanma potansiyelleri gibi  dzellikleri
nedeniyle gida isleme endustrisinin de icinde bulundugu
birgok alanda genis uygulama alanlari bulunmaktadir. Sit
ve sit Orlnleri endUstrisinde laktoz miktarinin rutin olarak
belirlenmesi proses ve Urinlerin kontroll igin son derece
dnemlidir. Shtte laktoz tayini igin kullanilan yéntemlerin bir
bdlimi zaman alici, nitelikli is guct gerektiren ve pahali
yontemlerdir. Laktoz tayininde biyosensérlerin kullanimi
6nemli bir alternatif olarak gérlimektedir ve bu nedenle
son yillarda laktoz biyosensérii gelistiriimesi ile ilgili
calismalarda artis dikkati ¢ekmektedir. Bugiine kadar
gelistirilen laktoz biyosensérleri daha ¢ok farkli enzimlerin

(B-galaktozidaz, glukoz oksidaz, galaktoz oksidaz,
sellobiyoz dehidrogenaz, peroksidaz vb.) immobilize
edildigi, amperometrik ve iletkenlik Olgimi temelli

sensorlerdir. Laktoz biyosenséru gelistiriimesi ile ilgili
¢alismalarda enzim immobilizasyonu igin adsorbsiyon,
kovalent baglama, capraz baglama ve polimer matriks
icerisine tutuklama gibi farkl ydntemler kullaniimistir.
Yapilan arastirmalarda glukoz oksidaz enziminin
maliyetinin dislk olmasi ve laktoz tayini sirasinda daha iyi
cevap vermesi gibi nedenlerle galaktoz oksidaz enzimine
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gbre daha fazla tercih edildigi dikkat g¢ekmektedir.
Geligtirilen laktoz biyosensorlerinin bir kismi yalnizca
¢bzelti ortaminda denenirken bir kisminin farkli yag
oranlarina sahip st numunelerinde laktoz
konsantrasyonunu belirleme potansiyelleri arastiriimis ve
son derece olumlu sonuglar alinmigtir. Konu ile ilgili olarak

yapilacak yeni galismalarin desteklenmesi hizli, kullanim
kolaylidi olan, ekonomik, kararli ve disik tayin sinirlarina
sahip ideal laktoz biyosensdrlerinin gelistiriimesi agisindan
6nemli gorilmektedir.

Tablo 2. Laktoz tayini ile ilgili gelistirilen bazi biyosensor calismalarina ait bilgiler

Tayin Limiti ve/veya

Yoéntem Kullanilan Materyal Enzimler Dogrusal Galisma Kaynak
Aralig
Amperometrik Nafyon-N-metil fenazin metosulfat e B-Galaktozidaz
e  Galaktoz oksidaz 75 nM [62]
e Yabanturpu peroksidazi
Amperometrik Beta-siklodekstrin e B-Galaktozidaz
ferrosen e Glukoz oksidaz [63]
e Mutarotaz
Amperometrik Civa ince filmle modifiye edilmis e -Galaktozidaz
P camsi karbon elektrot ! ’ . gmkoz oksidaz 0.1-3.5 mM [64]
Amperometrik Screen printed karbon elektrot e  Sellobiyoz dehidrogenaz 250 nM / 0.5-200uM [65]
Kemiliminesans ~ Amin modifiye nano boyutlu silika e B-Galaktozidaz 27 ng/mL / 80 ng/mL— [57]
reaktor ve kalsiyum alginat lif o  Glukoz oksidaz 4 ug/mL
TermometriK- Aminopropil silanlanmig cam e  Sellobiyoz dehidrogenaz 0.05-30 mM [49]
Amperometrik )
Amperometrik Polikarbomol silfonat hidrojen . ﬁ-GaIaktozi.daz 0.0035-2 mM 37]
e Glukoz oksidaz
Amperometrik Jelatin e [B-Galaktozidaz [66]
e Glukoz oksidaz
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