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ÖZ 
 
Sütün laktoz içeriği, süt kalitesinin değerlendirilmesinde temel bir indikatördür. Sütte laktoz tayini için kullanılan 
yöntemlerin önemli bir bölümü zaman alıcı, nitelikli iş gücü gerektiren ve pahalı yöntemlerdir. Laktoz tayininde 
biyosensörlerin kullanımı ucuz, kolay ve hızlı bir alternatif olarak görülmektedir. Günümüze kadar farklı tiplerde laktoz 
biyosensörleri geliştirilmiştir. Bunlar, daha çok farklı enzimlerin immobilize edildiği, amperometrik ve iletkenlik ölçümlerine 
dayalı sensörlerdir. Bu çalışmada biyosensörlerin yapısı ve özellikleri ile ilgili bilgiler verildikten sonra farklı immobilizasyon 
metot ve materyalleri kullanılarak laktoz tayini için geliştirilen farklı enzim biyosensörleri ile ilgili çalışmalar derlenmiştir. 
 
Anahtar Kelimeler: Süt, Laktoz, Biyosensör, Enzim, İmmobilizasyon 
 
 

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 
 
 
GİRİŞ 
 
Sütün laktoz içeriği, süt kalitesinin değerlendirilmesinde ve 
sütün mastitisli hayvanlardan elde edilip edilmediğinin 
(düşük laktoz içerikli) belirlenmesinde temel bir 

indikatördür. Bu nedenle laktoz miktarının belirlenmesi süt 
ve süt ürünleri endüstrisinde proses ve ürünlerin kontrolü 
için rutin olarak yapılmaktadır. Yine sütteki laktoz 
miktarının belirlenmesi laktoz intoleransından kaynaklanan 
rahatsızlıkların önlenmesi açısından da önemli 
görülmektedir. Sütte laktoz tayini için kullanılan 
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yöntemlerin (polarimetrik, spektrofotometrik, kromatografik 
vb.) önemli bir bölümü zaman alıcı, nitelikli iş gücü 
gerektiren ve pahalı yöntemlerdir. Laktoz tayininde 
biyosensörlerin kullanımı ucuz, kolay ve hızlı bir alternatif 
olarak görülmektedir. 
 
Bir biyosensör biyolojik bir algılayıcı (biyoreseptör) ile elde 
edilen sinyali elektrik sinyaline dönüştürebilen transduser 
içeren analitik cihazdır. Bu sistemde sinyal hedef analit ile 
biyotanıma molekülünün (enzim, antikor vb.) reaksiyonu 
sonucunda ortaya çıkmaktadır. Biyosensörler ile hedef 
analite son derece spesifik ve yüksek hassasiyette 
ölçümler yapılabilmektedir [1]. Diğer ölçüm sistemleri ile 
karşılaştırıldığında kullanımları kolay olan, hızlı ve 
ekonomik analiz olanağı sağlayan biyosensörler ile ilgili 
yapılan çalışmalarda önemli bir artış görülmektedir. Web 
of Science veri tabanında biyosensör anahtar kelimesi ile 
makale başlığı taraması yapıldığında son on yılda (2005-
2015) yayınlanmış 9500’ün üzerinde ve biyosensör 
anahtar kelimesi ile konu taraması yapıldığında 32000’in 
üzerinde çalışmaya rastlanmaktadır. 

Bu çalışmada,  biyosensörlerin yapısı ve özellikleri ile ilgili 
bilgiler verildikten sonra farklı immobilizasyon yöntemleri 
(adsorbsiyon, tutuklama, kovalent bağlama ve çapraz 
bağlama) ve materyalleri kullanılarak laktoz tayini için 
geliştirilen farklı enzim biyosensörleri ile ilgili çalışmalar 
derlenmiştir. 
 
BİYOSENSÖRÜN YAPISI 
 
Biyosensörler en basit şekilde biyolojik-biyokimyasal 
sinyalleri veya cevabı ölçülebilir fiziksel bir sinyale 
dönüştürebilen biyoanalitik düzenekler olarak 
tanımlanmaktadır [2]. Biyosensörler genellikle birbiriyle 
seri bağlı olan kimyasal (moleküler) bir tanıma sistemi 
(reseptör) ile fizikokimyasal bir dönüştürücü (transduser) 
olmak üzere iki temel bileşen içermektedirler [3, 4] (Şekil 
1). Biyokimyasal bir mekanizmayı tanıma sistemi olarak 
kullanan biyosensörler kimyasal sensörlerdir [3]. 
 

 

 
Şekil 1. Biyosensörlerin yapısı ve çalışma prensibi ([5-7]’den uyarlanmıştır) 

 
İçerdikleri reseptör tipine göre enzimatik biyosensörler, 
genosensörler, immunosensörler vb. şekillerde 
sınıflandırılan biyosensörler, biyokimyasal sinyalin aktarım 
işlemine (transdüksiyon) göre de; elektrokimyasal, optik, 
akustik ve termal/kalorimetrik sensörler gibi alt gruplar 
şeklinde sınıflandırılabilmektedirler [8]. 

 
Biyosensörler basit kullanım özellikleri, yüksek duyarlılık 
ve gerçek zamanlı ölçümlere uygulanma potansiyelleri 
nedeniyle tıbbi teşhis, çevresel izleme, genetik, savunma 
sanayi ve gıda işleme endüstrisi gibi alanlarda geniş 
uygulama alanlarına sahiptir [9]. Gıda endüstrisinde 
pekmez, patates, süt, peynir, peyniraltı suyu, bira ve şarap 
gibi gıdalarda glukoz, laktoz, etanol, nişasta, askorbik asit 
ve malik asit gibi bazı bileşenlerin tespiti amacıyla 
kullanılan ticari biyosensörler bulunmaktadır [10].   

 
 

Biyoreseptör 
 

Biyolojik tanıma sistemi biyokimyasal alandan gelen bilgiyi 
tanımlanır hassasiyet ile kimyasal ya da fiziksel çıkış 
sinyaline dönüştürmektedir. Tanıma sisteminin başlıca 
amacı, ölçülecek analit için yüksek seçicilikte bir sensör 
sağlanmasıdır. Koku ve tat gibi canlı organizmalarda ya 
da sistemlerde bulunan algılama sistemlerinde gerçek 
anlamda tanıma sinir iletiminin yanı sıra bir hücre 
reseptörü tarafından gerçekleştirilmektedir. Bu nedenle 
reseptör ya da biyoreseptör kelimesi kimyasal bir 
biyosensörün tanıma sistemi için de sıklıkla 
kullanılmaktadır [3, 4]. Biyoreseptör olarak kullanılan 
biyolojik moleküllerin (enzimler, antikorlar, hücreler vb.) 
birçoğu çözelti fazı içerisinde kısa ömürlüdürler. Bu 
nedenle bu bileşenlerin uygun bir matriks içerisine 
yerleştirilmeleri gereklidir [11]. Örneğin enzimlerin 
aktivitelerini azaltan çevre koşullarına karşı immobilize 
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edilmeleri ömürlerini uzatmaktadır. Bundan dolayı 
biyosensörlerin reseptör bileşeni (enzim, çoklu enzim 
sistemi, antikor, mikroorganizmalar, organel vb.) bir 
membrana veya jele immobilize edilmektedirler [5]. 
İmmobilize moleküllerin aktiviteleri yüzey alanı, porozite, 
immobilizasyon matriksinin hidrofilik karakteri, reaksiyon 
koşulları ve immobilizasyon için seçilen yöntem gibi farklı 
parametrelere bağlı olarak değişmektedir [11]. 
Reseptörlerin transduser üzerine immobilizasyonu fiziksel 
(adsorbsiyon, polimer matriksle tutuklama vb.) veya 
kimyasal (kovalent bağlanma, çok fonksiyonlu reaktifler ile 
çapraz bağlanma vb.) yöntemler ile 
gerçekleştirilebilmektedir. Reseptörlerin immobilizasyonu 
için kullanılan en yaygın metotlar adsorbsiyon ve kovalent 
bağlanma iken biyoreseptör olarak en yaygın kullanılan 
biyolojik bileşenler enzimler ve antikorlardır [12]. 

 
Enzimler kimyasal tepkimelere katıldıklarında çok sayıda 
ölçülebilir reaksiyon ürünü oluşturabildiklerinden (elektron, 
proton, ısı, ışık vb.) biyoreseptör olarak yaygın kullanılan 
biyomoleküllerdir [13]. Enzimlerin farklı kaynaklardan 
izolasyon ve saflaştırılmalarının kolay olması ve ticari 
olarak elde edilebilmeleri de onların biyosensör 
araştırmalarında biyolojik tanıma aracı olarak 
kullanılmalarını popüler hale getirmiştir [14]. Çeşitli 
oksidoredüktazlar arasında, glukoz oksidaz [15-17], 
galaktoz oksidaz [18-20], alkali fosfataz [21, 22] ve yaban 
turpu peroksidazı [23, 24] birçok biyosensör çalışmasında 
kullanılmıştır.  

 
Enzim temelli biyosensörleri diğer tayin yöntemlerinden 
ayıran bazı üstün özellikleri vardır. Hedef moleküle 
spesifik olmaları, enzim temelli biyosensörleri üstün kılan 
en önemli özelliktir. Çünkü bu tip sensörler, ölçüm 
ortamındaki renk, bulanıklık ve partiküllerden 
etkilenmemektedirler [25]. Spesifikliğin yanında ideal bir 
biyosensör kalibrasyona çok az gereksinim duymaktadır. 
Ayrıca, yüksek duyarlılığı, düşük tayin sınırları, hızlı cevap 
süresi, basit ve ucuz olmalarının yanında kolay 
minyatürize edilebilmeleri [14] açısından da ticari olarak 
üretime uygun materyallerdir. 

 

Enzimlerin dışında biyoreseptör olarak 1950li yıllardan 
itibaren kullanılan antikorlar, yüksek duyarlılıkları ve 
özgüllükleri kanıtlanmış olan moleküllerdir. Antikor tabanlı 
biyosensörlerin en önemli özellikleri hedefin saptama 
öncesi saflaştırılmasına ihtiyaç olmamasıdır [13]. 
Antikorlar dışında oligonükleotitler, mikroorganizmalar ve 
nükleik asitler gibi biyolojik moleküller de biyoreseptör 
olarak kullanılabilmektedirler [5-7, 13]. 

 
Transduser 
 
Transduserler biyokimyasal bir sinyali ölçülebilir bir elektrik 
sinyaline dönüştüren bileşenlerdir. İletici (transducing) 
mikrosistem, elektrokimyasal, termometrik, optik, akustik 
veya manyetik olabilmektedir [9]. Biyosensör tasarımında 
kullanılan bazı transduserlerin sınıflandırılması Tablo 1’de 
verilmiştir. Elektrokimyasal transduser olarak genellikle 
potansiyometrik ve amperometrik transduserler 
kullanılmaktadır. Amperometrik transduserlerde, iki 
elektrot arasına potansiyel uygulanmakta, elektroaktif 
türlerin yükseltgenme veya indirgenmesiyle oluşan akım 
ölçülmekte ve ölçülen akım ilgili analitin 
konsantrasyonuyla ilişkilendirilmektedir. Potansiyometrik 
transduserler ise çok düşük akımla elektrokimyasal 
hücrelerin potansiyelini ölçmektedir. Optik 
transduserlerde, ucuna enzimlerin ve boyaların               
ko-immobilize edildiği fiber optik problar kullanılmaktadır. 
Bu problar en az iki fiberden oluşmaktadır. Fiberlerden 
biri, uyarma dalgasını üreten, belirli bir dalgaboyu 
aralığındaki bir ışık kaynağına bağlanmaktadır. Diğeri ise 
fotodiyota bağlıdır ve uygun dalga boyunda optik 
yoğunluktaki değişimi tayin etmektedir. Optik 
transduserlerde kullanılan yüzey plazmon rezonans 
transduserler algılama bileşeninin yüzeyinde veya 
yakınındaki kırılma indeksindeki anlık değişimleri ölçerek 
analitin konsantrasyonu hakkında bilgi vermektedir. 
Biyosensörlerde kullanılan elektroakustik aygıtlar ise 
piezoelektrik bir malzeme ile temas halinde bulunan 
kimyasal açıdan interaktif malzemelerden yapılmış 
membranların kütle yoğunluğu, elastiklik, viskoelastiklik, 
elektrik veya dielektrik özelliklerindeki değişimleri tayin 
etmeye dayanmaktadır. 

 
Tablo 1. Biyosensör tasarımında yaygın olarak kullanılan transduserler [26, 27] 
Sınıf Örnekler 

Elektrokimyasal 
• Amperometrik 
• Potansiyometrik 
• Konduktometrik 

Optik 
• Fiber optik 
• Yüzey plazmon rezonans (SPR) 
• Fiber optik SPR 

Kalorimetrik 
• Isı iletimi 
• İzotermal 
• İzoperibol 

Akustik 
• Yüzey akustik dalga (SAW) 
• Piezokristal mikrobalans 
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LAKTOZ ve ÖZELLİKLERİ 
 
Laktoz yapısında β-1,4 glikozidik bağı ile birbirine bağlı      
D-galaktoz ve D-glukoz içeren bir disakkarittir (Şekil 2). 
Yapıda galaktozun aldehit grubu glukozun C-4 grubuna 
bağlı durumdadır. Laktoz’un sistematik ismi “β-O-D-
galaktopiranozil-(1-4)-α-D-glukopiranoz” (α-laktoz) veya   
β-O-D-galaktopiranozil-(1-4)-β-D-glukopiranoz”dur (β-
laktoz) [28]. Laktoz, asit ile kolaylıkla hidroliz edilemez 
iken “laktaz” (β-D-galaktozidaz) enzimi ile kolaylıkla 
hidrolize edilebilmektedir. Laktozun enzimatik hidrolizi ile 
glukoz ve galaktoz meydana gelmektedir. β-galaktozidaz 
bir galaktopiranoz kalıntısının β-1,4 bağına yüksek 
derecede spesifiktir. Endüstriyel β-galaktozidazlar 
laktazların (EC 3.1.2.23) bir alt grubudur. Bütün laktazlar 
β-galaktozidazlar olarak sınıflandırılabilirken bunun tersi 
bir sınıflandırma hatalıdır. Zira bitki hücreleri ve memeli 
organlarındaki (intestinal β-galaktozidazlar hariç)             
β-galaktozidazlar hücre duvarı polisakkaritleri, 
galaktolipitler ya da glikoproteinlere etki etmekte iken 
laktoz üzerine çok az aktivite göstermekte veya hiç aktivite 
göstermemektedir. β-galaktozidaz enzimi sindirim, 
lizozomal parçalanma ve katabolizma gibi çoklu 
fonksiyonları nedeniyle doğada yaygın olarak 
bulunmaktadır. Ancak, laktazlar, yalnızca memeli 
bağırsağında ve mikroorganizmalarda bulunmaktadır [29]. 
Laktaz enzimi ince bağırsakta bağırsak epiteli yüzeyindeki 
fırça kılı biçimindeki yapıların mukozal hücrelerinde 
lokalize olarak bulunmaktadır [30]. Laktozun bağırsakta 
hidrolizinin ardından oluşan monosakkaritler bağırsak 

yüzeyinde absorbe edilmektedir. Laktaz aktivitesinin 
yetersiz olması ya da hiç olmaması durumu laktoz 
intoleransı veya laktaz eksikliği şeklinde 
isimlendirilmektedir ve bu durum laktozun 
monosakkaritlerine metabolize olmasına izin 
vermemektedir [31]. Eğer bağırsaklarda laktaz aktivitesi 
yoksa ya da yetersiz ise sindirilmeden kalan laktoz 
ozmotik dengeyi bozarak bağırsak içinde sıvı ve elektrolit 
birikmesine neden olmakta, genişleyen bağırsaklarda 
hareketlilik artmakta ve ishal ortaya çıkmaktadır. Öte 
yandan serbest halde yıkılmadan kalın bağırsaklara 
ulaşan laktoz buradaki bakteriler tarafından fermente 
edilmekte ve fermantasyon sonucunda hidrojen, metan ve 
karbondioksit gazları ortaya çıkmaktadır [32]. Laktoz 
intoleransının başlıca belirtileri; aşırı gaz, şişkinlik, bulantı 
ve sulu ishal gibi sindirim sistemine ilişkin belirtilerdir [28]. 
Dünya üzerindeki yetişkinlerin yaklaşık 2/3’ü laktoz 
intoleransından dolayı sıkıntılar yaşamaktadır. Laktoz 
intoleransı özellikle Afrika ve Asya da sık görülen bir 
rahatsızlık iken Avrupa’da laktoz intoleransı görülme 
sıklığı ülkelere göre %2’den (İskandinavya) %70’e kadar 
(Sicilya) değişim göstermektedir [32, 33]. Sütteki laktoz 
miktarının belirlenmesi laktoz intoleransından kaynaklanan 
rahatsızların önlenmesi açısından önem teşkil etmektedir 
[34]. Laktoz intoleranslı tüketiciler için laktozun enzimatik 
hidrolizi ile elde edilen laktozsuz sütler üretilmektedir. 
Sütün laktaz ile işlenmesi ile elde edilen sütlerde halen bir 
miktar kalıntı laktoz kalabilmektedir. Bu nedenle laktozsuz 
sütlerde de laktoz miktarının belirlenmesi önemlidir. 

 

 
Şekil 2. α ve β Laktozun yapısal formülü (Haworth gösterimi) [28] 

 
Sütteki laktoz miktarı elde edildiği kaynağa göre oldukça 
farklılık göstermektedir. İnsan, inek, keçi ve koyun 
sütlerinde yaklaşık laktoz miktarları sırasıyla  %7, %4.7, 
%4.1 ve %4.6 olarak sıralanabilir [35]. İnek sütlerinin 
laktoz miktarı ırk, birey,  meme enfeksiyonu ve özellikle de 
laktasyon evresi gibi faktörlere bağlı olarak değişmektedir 
[28]. Laktoz içeriği süt kalitesinin değerlendirilmesinde ve 
mastitisli hayvanlardan elde edilen düşük laktoz içerikli 
sütün belirlenmesinde temel bir indikatördür. Ayrıca laktoz 
peyniraltı suyunun başlıca bileşenlerinden biridir. Peynir 
üretilen süt işletmelerinde atık olan peyniraltı suyundaki 
laktoz miktarının belirlenmesi süt işletmelerindeki atık 
suların kontrolü için temel parametrelerden biridir. 
Peyniraltı suyundan elde edilip saflaştırılan laktoz gıda ve 
ilaç endüstrisinde kullanılmaktadır [36].  Bu nedenlerle 
laktoz miktarının belirlenmesi süt ve süt ürünleri 

endüstrisinde proses ve ürünlerin kontrolü için rutin olarak 
yapılmaktadır [38, 39]. 
 
BİYOSENSÖRLERİN LAKTOZ TAYİNİNDE 
KULLANILMASI 
 
Laktozun belirlenmesi için gravimetrik [39], kolorimetrik 
[40], polarimetrik [41], enzimatik [42], kromatografik (gaz, 
sıvı ve yüksek performanslı sıvı kromatografisi) [28, 43-45] 
ve spektroskopik (UV-Vis ve kızılötesi spektroskopisi gibi) 
[46, 47] yöntemler kullanılmaktadır. Sütte laktoz tayini için 
kullanılan bu yöntemlerin önemli bir bölümü zaman alıcı, 
nitelikli iş gücü gerektiren ve pahalı yöntemlerdir. Söz 
konusu yöntemlerin bir bölümünün süt endüstrisinde rutin 
kalite kontrol amacıyla kullanılması uygun 
görülmemektedir.  
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Laktoz tayininde biyosensörlerin kullanımı ucuz, kolay, 
güvenilir ve hızlı bir alternatif olarak görülmektedir. 
Bugüne kadar farklı tiplerde laktoz biyosensörleri 
geliştirilmiştir. Bunlar, daha çok farklı enzimlerin 
immobilize edildiği, amperometrik [25, 37, 45] ve iletkenlik 
[15] ölçümlerine dayalı sensörlerdir.  
 
Enzim biyosensörlerinin hazırlanmasında immobilizasyon, 
enzimin aktivitesini muhafaza edecek şekilde transduser 
üzerine doğru olarak bağlanması anlamına gelmektedir. 
Genel olarak enzim immobilizasyonu için adsorbsiyon, 
tutuklama, kovalent bağlama ve çapraz bağlama olmak 
üzere 4 farklı metot kullanılmaktadır. Selüloz, silika jel, 
cam, kollajen gibi birçok madde enzimleri yüzeyleri 
üzerinde adsorblayabilmektedir. İmmobilize enzimlerin 
hazırlanması için hızlı ve basit bir yöntem olan 
adsorbsiyon fiziksel (Van der Waals bağlarıyla oluşan 
zayıf) ve kimyasal (kovalent bağlarla oluşan kuvvetli) 
adsorbsiyon olarak iki sınıfta incelenmektedir. Tutuklama, 
enzimlerin yapay ya da doğal polimer kafesleri içinde 
tutuklanmalarıdır. Burada öncelikle enzim ve monomer 
çözelti karışımı hazırlanmakta, polimerizasyon sonrası 
enzim polimer kafesler içerisinde tutuklanmaktadır. Enzim 
tutuklanmasında polimer seçimi oldukça önemlidir. Zira 
polimer kafesler içine substratın difüzyonu zor olabilmekte, 
bu durumda reaksiyon süresi uzamaktadır. Poliakrilamid 
ve iletken polimerler gibi materyaller enzim 
tutuklanmasında kullanılmaktadır. Kovalent bağlamada 
enzimin fonksiyonel grubu ile destek matriksi arasında 
bağlanma gerçekleşmektedir. Çapraz bağlama 
metodunda ise genellikle enzim katı destekler veya başka 
bir destekleyici materyal (bağlanmayı önemli derecede 

arttıran çapraz bağlama ajanı) üzerine kimyasal olarak 
bağlanmaktadır. Çapraz bağlama adsorbe edilmiş 
enzimlerin stabilizasyonu için kullanılan etkin bir 
yöntemdir. Glutaraldehit çapraz bağlamada en çok 
kullanılan bifonksiyonel bir reaktiftir [8]. Laktoz 
biyosensörlerinin hazırlanmasında enzim immobilizasyonu 
için adsorbsiyon [48], kovalent bağlama [16], çapraz 
bağlama [16, 49] ve polimer matriks içerisine tutuklama 
[20, 50, 51] yöntemlerinin tamamı kullanılabilmektedir. 
 
Laktoz biyosensörü geliştirilmesi ile ilgili olarak yapılan ilk 
çalışmalarda biyoreseptör olarak laktoz permeaz enzimi 
kullanılmıştır [52, 53]. Ancak, daha sonraki yıllarda ilgili 
enzimin biyoreseptör olarak kullanıldığı bir çalışmaya 
rastlanmamıştır. Laktoz biyosensörleri genellikle çift 
enzimli olarak tasarlanmaktadır. Çift enzimli laktoz 
biyosensörleri ile laktoz tayininin ilk aşamasında laktoz,    
β-galaktozidaz enzimi ile galaktoz ve glukoza hidrolize 
edilmektedir (Eşitlik 1). Elde edilen monosakkaritler 
üzerinden laktoz tayini gerçekleştirilmektedir. Galaktoz 
üzerinden yapılan laktoz tayininde galaktoz, oksijen ve 
galaktoz oksidaz enzimi varlığında D-galaktohekzodialdoz 
ve H2O2 (Eşitlik 2) [20], glukoz üzerinden yapılan tayinde 
ise glukoz yine oksijen ile glukoz oksidaz enzimi 
katalizörlüğünde glukonik asit ve H2O2 vermek üzere 
tepkimeye girmektedir (Eşitlik 3) [54]. Her iki reaksiyon 
sonucu oluşan H2O2’nin yükseltgenmesi ile akım artışı 
gerçekleşmektedir (Eşitlik 4). Bu enzimatik reaksiyonlar 
devam ederken harcanan laktoz miktarı elde edilen akım 
değişimi ile orantılıdır.  

 

������ + �	
 
�������������
������������ �������� + ������                                                (1)  

 

�������� + 
	  
!������� �������
������������� " − �������ℎ%���&'��&�� + �	
	                 (2) 

 

������ + 
	  
!�)��� �������
����������� �����*'� �+'� + �	
	                                                  (3) 

 

�	
	  
-�
→ 
	 + 2�/ + 2%                                                                                                (4) 

 
Glukoz Oksidaz Enzimi Kullanılarak Geliştirilen 
Laktoz Biyosensörleri 
 
Ammam ve Fransaer [55] laktoz sensörü hazırlamak için 
alternatif akımlı elektroforetik biriktirme yöntemi kullanarak 
β-galaktozidaz ve glukoz oksidaz enzimlerini platin elektrot 
üzerinde biriktirmişler ve sırasıyla elde edilen biyosensörle 
ve referans yöntemle birer adet tam yağlı (141.4 ve 139.8 
mM), yarım yağlı (137.6 ve 142.9 mM) ve yağsız süt 
(139.1 ve 142.9 mM) örneğinde laktoz konsantrasyonlarını 
belirlemişlerdir. Çalışmada elde edilen veriler 
değerlendirildiğinde yağ miktarının ölçüm sonuçlarını 
etkilemediği belirlenmiş (p>0.05) ve yazarlar tarafından 
biyosensör ve referans laboratuvar sonuçlarının oldukça 
uyumlu olduğu ifade edilmiştir. Yine sensör 
hazırlanmasında kullanılan enzim miktarlarının düşük 

olması çalışma aralığının geniş ve cevap süresinin de kısa 
olması yöntemin avantajları olarak sıralanmıştır. Marrakchi 
ve ark. [15] β-galaktozidaz ve glukoz oksidaz enzimlerini 
kullanarak tasarladıkları konduktometrik biyosensör ile iki 
süt örneğinde elde ettikleri laktoz konsantrasyonlarının 
(5.94 ve 6.49 mg/L) üretici tarafından sağlanan laktoz 
değerinden (5.00 mg/L) yüksek olduğunu ifade etmişlerdir. 
Bu çalışmada geliştirilen sensörün cevap süresi 4 dakika 
olarak bildirilmiştir. Jasti ve ark. [16] inek serum albümini 
ile kaplanmış allil glisidil eter-etilen glikol dimetakrilat 
kopolimeri üzerine β-galaktozidaz ve glukoz oksidaz 
enzimlerinin ko-immobilizasyonunu gerçekleştirerek sütte 
laktoz tayini için biyosensör hazırlamışlardır. 
Araştırmacılar tarafından bu şekilde geliştirilen 
biyosensörün sütteki laktozu 0.17 mg/mL gibi düşük 
konsantrasyonlarda doğru bir şekilde belirleyebildiği ifade 
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edilmiştir. Nguyen ve ark. [17] kimyasal buhar depolama 
tekniği kullanılarak grafen ile modifiye edilen platin (Pt) 
elektrot üzerine poli(1,5-diaminonaftalen) filmini 
elektrokimyasal polimerizasyon yöntemi ile kaplamışlardır. 
Daha sonra çapraz bağlayıcı olarak %25’lik glutaraldehit 
çözeltisi kullanılarak β-galaktozidaz ve glukoz oksidaz 
immobilize ederek laktoz biyosensörü geliştirmiş ve 1.33 
μA/(μg.mL-1) hassasiyet ve 1.3 μg/mL dedeksiyon limiti 
elde etmişlerdir. β-galaktozidaz ve glukoz oksidaz enzim 
çifti kullanılarak geliştirilen diğer farklı biyosensörlerle de 
[54, 56-58] laktoz tayininde başarılı sonuçlar elde 
edilmiştir. 
 
Conzuelo ve ark. [38] süt ve süt ürünlerinde laktoz 
miktarının belirlenmesi için 3-merkaptopropionik asit ile 
modifiye ettikleri altın elektrota β-galaktozidaz, glukoz 
oksidaz, peroksidaz ve elektron transfer aracısı molekül 
olaran tetratiafulvaleni (TTF), diyaliz membran kullanarak 
ko-immobilize etmişler ve bazı süt ve süt ürünlerinin laktoz 
miktarlarını belirlemeye çalışmışlardır. Yukarıda anlatılan 
çift enzimli laktoz biyosensörlerinden farklı olarak bu 
çalışmada glukozun oksijen ile glukoz oksidaz enzimi 
varlığında ile reaksiyonu sonucu ortaya çıkan H2O2 

elektron transfer aracısı olan TTF ile yaban turpu 
peroksidazı katalizörlüğünde indirgenmektedir (Şekil 3). 
Bu reaksiyon sonucunda yükseltgenen tetratiafulvalene 
(TTF+), TTF/TTF+ redoks çiftinin normal potansiyelinden 
daha negatif bir potansiyel uygulandığında, TTF+ elektrot 
üzerinde indirgenmektedir. Söz konusu indirgenme 
sonucunda laktoz konsantrasyonu ile orantılı olarak bir 
amperometrik sinyal oluşmaktadır. Çalışmada geliştirilen 

sensör ile belirlenen laktoz miktarları aynı örneklerde ticari 
enzim kitleriyle de spektrofotometrik olarak belirlenmiştir. 
Her iki yöntemle elde edilen sonuçlar Student t-testi ile 
karşılaştırılmış ve sonuçlar arasında (Tkritik=3.812>t=0.774) 
istatistiksel olarak fark olmadığı tespit edilmiştir. Benzer 
şekilde Eshkenazi ve ark. [1] inek sütlerinde laktoz 
miktarlarını belirlemek için geliştirdikleri biyosensör 
hazırlanması için cam karbon disk elektroduna                  
β-galaktozidaz, glukoz oksidaz ve yaban turpu peroksidazı 
enzimlerini polietilenimin prosedürü ile immobilize 
etmişlerdir.  Geliştirilen biyosensör ile 12 farklı süt 
numunesinin laktoz konsantrasyonları belirlenmiştir. Elde 
edilen sonuçlar referans laboratuvar sonuçları ile 
karşılaştırılmıştır. İlgili çalışmada elde edilen değerlere 
Student t testi uygulandığında (p=0.15) biyosensör 
sonuçları ile referans laboratuvar sonuçlarının istatistiksel 
olarak benzer olduğu bulunmuştur. Yapılan diğer bir 
çalışmada süt örneklerinde laktoz tayini için                      
β-galaktozidaz, glukoz oksidaz ve katalaz enzimlerini 
içeren kablosuz bir biyosensör geliştirilmiştir [59]. Bu 
çalışmada enzimler daha önceden pH-duyarlı polimer 
tabaka ile kaplı magnetoelastik şerit benzeri sensör 
üzerine aynı anda immobilize edilmiştir. β-galaktozidaz ve 
glukoz oksidaz enzimleri içeren amperometrik 
biyosensörlerden farklı olarak bu sistemde enzimatik 
reaksiyonlar sonucu glukonik asit oluşurken pH duyarlı 
polimer büzülmekte ve buna bağlı olarak sensörün laktoz 
konsantrasyonu ile doğru orantılı olan rezonans frekansı 
artmaktadır. Bu şekilde geliştirilen biyosensörün tayin limiti 
0.72 mM olarak bulunmuştur. 

 

 
 
Şekil 3. Sütte laktoz miktarının belirlenmesi için 3-merkaptopropionik asit ile modifiye edilen altın elektrota β-galaktozidaz 
(β-gal), glukoz oksidaz (GOD), yaban turpu peroksidazı (HRP) ve elektron transfer aracısı molekül olan tetratiafulvalenin 
(TTF) diyaliz membrana immobilize edilmesiyle elde edilen biyosensörün çalışma prensibi ([38]’dan  uyarlanmıştır) 
 
Galaktoz Oksidaz Enzimi Kullanılarak Geliştirilen 
Laktoz Biyosensörleri 
 
Konu ile ilgili olarak yapılan bir çalışmada [50] galaktoz 
oksidaz enzimi katyonik amfifilik pirolün 
elektropolimerizasyonu sonucu elde edilen polipirol 
matriksi içerisinde elektrot yüzeyine tutuklanmıştır. 

Galaktoz ve laktoz tayini için geliştirilen söz konusu 
biyosensörde elektrot cevabı enzimatik olarak oluşturulan 
H2O2’nin elektrokimyasal olarak belirlenmesi temellidir. Bir 
başka çalışmada poli (3-hekziltiyofen) P3TH/stearik asidin 
(SA) Langmuir–Blodgett (LB) filmleri üzerine                     
β-galaktozidaz ve galaktoz oksidaz enzimlerinin 
immobilizasyonu ile amperometrik bir biyosensör 
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geliştirilmiştir.  Çalışmada geliştirilen elektrotların 1-6 g/dL 
laktozun tayininde kullanılabileceği, elektrotların 40°C’ye 
kadar stabil olduğu ve 4°C’de 120 gün saklanabileceği 
tespit edilmiştir. Yine çözelti ortamında yapılan 
çalışmalarda laktoz tayini sırasında askorbik asit, ürik asit 
ve kalsiyum klorür gibi muhtemel bileşiklerle girişim 
belirlenmemiştir [25]. Gürsoy ve ark. [20] tarafından laktoz 
tayini için iletken polimer bazlı biyosensör geliştirilmiştir. 
Bu çalışmada, β-galaktozidaz ve galaktoz oksidaz 
enzimleri sodyum dodesilbenzen sülfonik asit varlığında 
polipirol matriksi içerisine elektropolimerizasyon işlemi ile 
immobilize edilmiştir. Hazırlanan enzim elektrodun laktoza 
karşı cevabı dönüşümlü voltametri (CV) yöntemiyle 
laktozun yükseltgendiği +0.4 V’daki akım değerine göre 
belirlenmiştir. Bu şekilde geliştirilen biyosensörün cevap 
süresi 8-10 saniye ve tayin limiti 2.6 x 10-6 M olarak tespit 
edilmiştir. 
 
Sellobiyoz Dehidrojenaz Enzimi Kullanılarak 
Geliştirilen Laktoz Biyosensörleri 
 
Laktoz biyosensörlerinin geliştirilmesinde β-galaktozidaz + 
glukoz oksidaz ve β-galaktozidaz + galaktoz oksidaz 
enzim çiftlerinin dışında farklı enzimlerin kullanıldığı 
çalışmalar da bulunmaktadır. Bu çalışmaların birinde 
Stoica ve ark. [48] beyaz çürükçül mantarlar Trametes 
villosa ve Phanerochaete sordida’dan izole edilen iki yeni 
sellobiyoz dehidrojenaz enzimini kullanmışlar ve ilgili 
enzimler ile katı bir spektrografik grafit elektrot arasında 
oldukça etkili elektron transferine dayalı bir sensör 
tasarımı gerçekleştirmişlerdir. Araştırmada P. sordida’dan 
izole edilen sellobiyoz dehidrojenaz enzimi ile geliştirilen 
laktoz biyosensörünün 1µM laktoz belirleme limiti, 1100 
µA.mM-1 cm-2 hassasiyet, 4 saniye cevap süresi ve 1-100 
µM arasında doğrusal çalışma aralığı gibi değerlerle         
T. villosa sellobiyoz dehidrojenazı ile tasarlanan 
biyosensörden daha iyi sonuçlar verdiği belirlenmiştir. 
Çalışmada geliştirilen biyosensörün stabilitesi 11 saat 
boyunca 100 µM sürekli laktoz enjeksiyonu (toplam 290 
enjeksiyon) ile test edilmiş kararlılığının son derece iyi 
(son okumadaki sensör cevabının ilk okumadaki cevabın 
%98’i) olduğu belirlenmiştir. P. sordida’dan izole edilen 
sellobiyoz dehidrojenaz enziminin kullanıldığı başka bir 
çalışmada [60] enzim ile tek duvarlı karbon nanotüpleri 
arasındaki elektron transferinden yararlanılarak laktoz 
tayini gerçekleştirilmiştir. Kullanılan karbon nanotüpleri     
p-fenildiaminin aril diazonyum tuzları ile modifiye 
edildikten sonra kullanılmış ve geliştirilen biyosensör pH 
3.5’de maksimum akım yoğunluğu göstermiştir. Geliştirilen 
laktoz biyosensörünün tespit limiti, doğrusal çalışma 
aralığı, ölçüm hassasiyeti, cevap süresi ve sensör 
stabilitesi sırasıyla 0.5 µM, 1-150 µM, 476.8 nA.mM-1 cm-2, 
4 saniye ve 12 gün (yarılanma ömrü) olarak tespit 
edilmiştir. Yakovleva ve ark. [49], laktoz tayini için 
basidiomiset mantarı Phanerochaete chrysosporium’den 
izole edilen sellobiyoz dehidrojenaz enzimi ile laktozun 
oksidasyonuna dayalı termometrik-amperometrik kombine 
bir biyosensör tasarlamıştır. Çalışmada enzim, enzim 
reaktöründe immobilize edilmiştir. Reaktör, sellobiyoz 

dehidrojenazın aminopropil-silanlanmış kontrollü gözenekli 
cam boncuklar üzerine, glutaraldehit ile çapraz 
bağlanmasıyla hazırlanmıştır. Kombine biyosensör, (i) 
elektron alıcısı olarak p-benzokinon kullanılarak laktozun 
enzimatik oksidasyonu ile ilişkili termometrik sinyal ve (ii) 
oluşan hidrokinonun oksidasyonu ile ilişkili elektrokimyasal 
akımı eşzamanlı belirleyecek şekilde geliştirilmiştir. 
Tasarlanan biyosensörün 0.05 mM ile 30 mM arasındaki 
laktoz konsantrasyonlarında oldukça yüksek 
tekrarlanabilirlikte doğrusal cevap verdiği ve tayin 
süresinin örnek başına 2 dakika olduğu bulunmuştur.  
 
Diğer Laktoz Biyosensörleri 
 
Amarita ve ark. [61] tarafından laktozim ile β-galaktozidaz 
enzimleri ve Saccharromyces cerevisiae kullanılarak bir 
hibrit laktoz biyosensörü geliştirilmiştir. Çalışmada            
S. cerevisiae agar üzerine tutuklanırken laktozim ile          
β-galaktozidaz dietilaminoetil selüloz üzerine adsorbe 
edilmiştir. Bu şekilde hazırlanan ilgili maya ve enzim, CO2 
elektrodunun gaz geçirgen membranı ile bir diyaliz 
membranı arasına tutturulmuştur. Tayin sırasında 
öncelikle laktoz, laktazlar tarafından hidrolize edilmekte, 
ardından açığa çıkan glukoz ve galaktoz S. cerevisiae 
tarafından fermente edilmekte ve fermentasyon 
sonucunda CO2 açığa çıkmaktadır. Açığa çıkan CO2 ise 
CO2 elektrodu ile ölçülerek laktoz tayini 
gerçekleştirilmektedir.  
 
Laktoz tayini ile ilgili geliştirilen diğer bazı biyosensor 
çalışmalarına ait bir kısım bilgiler Tablo 2’de 
özetlenmektedir. 
 
SONUÇ 
 
Biyosensörlerin basit kullanım özellikleri, yüksek duyarlılık, 
kısa analiz süresi, düşük analiz maliyeti ve gerçek zamanlı 
ölçümlere uygulanma potansiyelleri gibi özellikleri 
nedeniyle gıda işleme endüstrisinin de içinde bulunduğu 
birçok alanda geniş uygulama alanları bulunmaktadır. Süt 
ve süt ürünleri endüstrisinde laktoz miktarının rutin olarak 
belirlenmesi proses ve ürünlerin kontrolü için son derece 
önemlidir. Sütte laktoz tayini için kullanılan yöntemlerin bir 
bölümü zaman alıcı, nitelikli iş gücü gerektiren ve pahalı 
yöntemlerdir. Laktoz tayininde biyosensörlerin kullanımı 
önemli bir alternatif olarak görülmektedir ve bu nedenle 
son yıllarda laktoz biyosensörü geliştirilmesi ile ilgili 
çalışmalarda artış dikkati çekmektedir. Bugüne kadar 
geliştirilen laktoz biyosensörleri daha çok farklı enzimlerin 
(β-galaktozidaz, glukoz oksidaz, galaktoz oksidaz, 
sellobiyoz dehidrogenaz, peroksidaz vb.) immobilize 
edildiği, amperometrik ve iletkenlik ölçümü temelli 
sensörlerdir. Laktoz biyosensörü geliştirilmesi ile ilgili 
çalışmalarda enzim immobilizasyonu için adsorbsiyon, 
kovalent bağlama, çapraz bağlama ve polimer matriks 
içerisine tutuklama gibi farklı yöntemler kullanılmıştır. 
Yapılan araştırmalarda glukoz oksidaz enziminin 
maliyetinin düşük olması ve laktoz tayini sırasında daha iyi 
cevap vermesi gibi nedenlerle galaktoz oksidaz enzimine 
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göre daha fazla tercih edildiği dikkat çekmektedir. 
Geliştirilen laktoz biyosensörlerinin bir kısmı yalnızca 
çözelti ortamında denenirken bir kısmının farklı yağ 
oranlarına sahip süt numunelerinde laktoz 
konsantrasyonunu belirleme potansiyelleri araştırılmış ve 
son derece olumlu sonuçlar alınmıştır. Konu ile ilgili olarak 

yapılacak yeni çalışmaların desteklenmesi hızlı, kullanım 
kolaylığı olan, ekonomik, kararlı ve düşük tayin sınırlarına 
sahip ideal laktoz biyosensörlerinin geliştirilmesi açısından 
önemli görülmektedir. 
 

 
Tablo 2. Laktoz tayini ile ilgili geliştirilen bazı biyosensor çalışmalarına ait bilgiler 

Yöntem Kullanılan Materyal Enzimler 
Tayin Limiti ve/veya 
Doğrusal Çalışma 

Aralığı 
Kaynak 

Amperometrik Nafyon-N-metil fenazin metosülfat • β-Galaktozidaz 
• Galaktoz oksidaz 
• Yabanturpu peroksidazı 

75 nM [62] 

Amperometrik Beta-siklodekstrin 
ferrosen 

• β-Galaktozidaz 
• Glukoz oksidaz 
• Mutarotaz 

 [63] 

Amperometrik Civa ince filmle modifiye edilmiş 
camsı karbon elektrot 

• β-Galaktozidaz 
• Glukoz oksidaz 

0.1-3.5 mM [64] 

Amperometrik Screen printed karbon elektrot • Sellobiyoz dehidrogenaz 250 nM / 0.5-200µM [65] 
Kemilüminesans  
reaktör 

Amin modifiye nano boyutlu silika 
ve kalsiyum alginat lif 

• β-Galaktozidaz 
• Glukoz oksidaz 

27 ng/mL / 80 ng/mL– 
4 µg/mL 

[57] 

Termometrik- 
Amperometrik 

Aminopropil silanlanmış cam • Sellobiyoz dehidrogenaz 0.05-30 mM [49] 

Amperometrik Polikarbomol sülfonat hidrojen • β-Galaktozidaz 
• Glukoz oksidaz 

0.0035-2 mM [37] 

Amperometrik Jelatin • β-Galaktozidaz 
• Glukoz oksidaz 

 [66] 
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