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Abstract  

Amplified labeling platforms consisting of layers of enzyme on carbon nanomaterials 

have been developed. The first label used tyrosinase immobilized on carbon nanotubes 

as an electrochemical label for immunoassay. The second label used a multienzyme 

system consisting of alkaline phosphatase and diaphorase immobilized on graphene 

nanoparticles for immunoassay.  

The first amplified labeling platform was developed to enhance the ability of an 

electrochemical immunoassay. The platform consisted of multi-wall carbon nanotubes 

(MWNTs) supporting layers of the enzyme tyrosinase (TYR), which provide an 

amplification cycle due to substrate recycling at the electrode. The immobilization of 

multi-layered TYR on the surface of MWNTs by using stepwise layer-by-layer 

deposition was demonstrated. The optimal assay conditions were obtained after 

experimenting with the pH and applied potential. Two TYR layers on the MWNTs 

provide the maximum response towards catechol.  The results indicated that the 

conjugation of MWNTs and TYR exhibited a high sensitivity toward the catechol 

substrate (320.8 mA.M
-1

),with a short response time (2 s). Kinetics studies of the TYR 

on MWNTs toward catechol substrate were performed. The result found that kcat / KM 

was one order of magnitude less than the value for free tyrosinase.  MWNTs-TYR 

conjugation was applied to labeling for an electrochemical immunoassay detecting 

Salmonella Typhimurium. Via rabbit anti-salmonella polyclonal antibodies. The results 

indicate that the system provide a detection limit for Salmonella Typhimurium 

approximately  340  CFU/mL in pure culture and 10
3
 CFU/mL in milk samples (spike). 

The system also provide a colorimetric detection route by monitoring the absorbance of 

the enzyme product at 410 nm, and provide a detection for Salmonella Typhimurium of 

approximately 10
3
 CFU/mL. 
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The second nano-structured platform consisted of graphene nanoparticles (GO) and bi-

enzyme layers of alkaline phosphatase (ALP) and diaphorase (DI) to enhance the 

detection ability for Salmonella Typhimurium detection. The immobilization of multi-

layer enzyme on the surface of GO was based on a stepwise layer-by-layer electrostatic 

deposition. The surface of GO allowed more enzyme molecules to absorb compared 

with MWNTs, based on optical measurements. The kinetics of GO/PAH/DI modified 

SPEs were investigated. kcat/KM of the enzyme could not be determined due to the 

unproportional response of the system towards PAP concentrations.  The result of 

electrochemical study of the second nano-structured platform indicate that the response 

was not largely amplified and could not be applied to immunoassay.  

 

Keywords: Alkaline phosphatase / Carbon nanotubes/ Diaphorase / Electrochemical 

Immunosensor / Enzyme recycling/ Graphene nanoparticles / Layer-by-layer / 

Tyrosinase  
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บทคดัย่อ 

งานวจิยัท่ีศึกษาคร้ังน้ีมุ่งเนน้การพฒันาตวัติดฉลากขยายสัญญาณการตรวจวดั ท่ีประกอบดว้ยชั้นของ
เอนไซม์บนอนุภาคคาร์บอนระดบันาโนเมตร ตวัติดฉลากช้ินแรกใช้เอนไซม์ไทโรซิเนสตรึงบน
อนุภาคคาร์บอนนาโนทูปส์เพื่อใชใ้นการตรวจวดัทางอิมมูโนวิทยาโดยอาศยัเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า ตวั
ติดฉลากช้ินท่ีสองใชเ้อนไซมอ์ลัคาไลน์ฟอสฟาเทสและไดอะเฟอเรสตรึงบนอนุภาคกราฟีนระดบันา
โนเมตรเพื่อใชใ้นการตรวจวดัทางอิมมูโนวทิยา 
 
ตวัติดฉลากเพิ่มสัญญาณตวัแรก ไดรั้บการพฒันา เพื่อจุดประสงคใ์นการเพิ่มขีดความสามารถในการ
ตรวจวดัทางอิมมูโนวิทยาโดยอาศยัเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า ซ่ึงประกอบดว้ยคาร์บอนนาโนทูปส์ชนิด
หลายชั้น (multi-wall carbon nanotubes) และชั้นเอนไซมไ์ทโรซิเนส ซ่ึงสามารถขยายสัญญาณไดโ้ดย
คุณสมบติัของการน าสารตั้งตน้กลบัมาใชใ้หม่ท่ีผิวหนา้อิเล็กโทรด การตรีงชั้นของเอนไซมไ์ทโรซิเน
สบนพื้นผิวของคาร์บอนนาโนทูปส์โดยการใชเ้ทคนิคชั้นต่อชั้น (layer-by-layer) และไดศึ้กษาหาค่า
สภาวะท่ีเหมาะสมของเอนไซม์ต่อปัจจยัความเป็นกรดเบสและศกัยไ์ฟฟ้าท่ีใช้ในการทดลอง จาก
การศึกษาพบว่าไทโรซิเนสจ านวนสองชั้นบนพื้นผิวคาร์บอนนาโนทูปส์ให้สัญญาณสูงสุดต่อสารตั้ง
ตน้คาทิคอล และผลการทดลองบ่งช้ีวา่การตรีงเอนไซมไ์ทโรซิเนสบนคาร์บอนนาโนทูปส์นั้นมีความ
ไวสูงต่อสารตั้งตน้ (320.8 mA.M-1) ภายในระยะเวลาสั้น (2 วินาที)  จากการศึกษาจลนศาสตร์ของ
เอนไซมไ์ทโรซิเนสบนคาร์บอนนาโนทูปส์ท่ีมีต่อสารตั้งตน้คาทิคอลพบวา่ ค่า  kcat / KM ของเอนไซม์
มีค่าเลขยกก าลงันอ้ยกวา่เอนไซมไ์ทโรซิเนสอิสระอยูห่น่ึงล าดบั เอนไซมไ์ทโรซิเนสบนคาร์บอนนา
โนทูปส์ไดถู้กน าไปใชเ้ป็นฉลากในการตรวจวดัทางอิมมูโนวิทยาโดยอาศยัเทคนิคทางไฟฟ้าเคมีเพื่อ
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ตรวจวดัเช้ือซัลโมแนลลา โดยอาศยัแอนติบอดีต่อเช้ือซัลโมแนลลา ผลการทดลองบ่งช้ีว่าระบบ
สามารถให้ค่าจ  ากดัของการตรวจวดั (LOD) เช้ือซลัโมแนลลาท่ี  340 CFU/mL  ของเช้ือซลัโมแนลลา
ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือและ 103 CFU/mL ในตวัอยา่งนมท่ีเติมเช้ือ นอกจากน้ีระบบติดฉลากยงั
สามารถให้ผลการตรวจวดัทางแสงโดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงของผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากเอนไซม์ท่ี
ความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร จากผลการทดลองพบว่าการตรวจวดัโดยวิธีทางแสงต่อเช้ือซัล
โมแนลลาใหค้่าจ  ากดัการตรวจวดัท่ี 103 CFU/mL  
 

ตวัติดฉลากท่ีเป็นโครงสร้างระดบันาโนเมตรตวัท่ีสองประกอบดว้ย อนุภาคกราฟีนระดบันาโนและ
เอนไซม์สองชนิดคืออลัคาไลน์ฟอสฟาเทส (ALP) และไดอะเฟอเรส (DI) เพื่อใช้เป็นตวัเพิ่ม
ความสามารถในการตรวจวดัเช้ือซัลโมแนลลา การตรึงเอนไซม์สองชนิดบนอนุภาคกราฟีนอาศยั
เทคนิคชั้นต่อชั้น (layer-by-layer) เพื่อให้เกิดการจบักนัแบบไฟฟ้าสถิต  จากการใชก้ารตรวจวดัทาง
แสงพบว่าพื้นผิวของอนุภาคกราฟีนนั้นมีผลท าให้เอนไซม์เขา้จบัตวับนพื้นผิวของกราฟีน มากกว่า
พื้นผิวของคาร์บอนนาโนทูปส์  ผลจากการศึกษาจลนศาสตร์ของเอนไซม์ไดอะเฟอเรสบนกราฟีนท่ี
ตรึงลงบนอิเล็กโทรดพบวา่มีความไม่สัมพนัธ์กนัของสัญญาณท่ีตอบสนองต่อความเขม้ขน้ของสารตั้ง
ตน้ (PAP) ผลการทดลองพบวา่ตวัติดฉลากตวัท่ีสองท่ีประกอบดว้ยอนุภาคกราฟีนระดบันาโนร่วมกบั
เอนไซม์สองชนิดไม่สามารถขยายสัญญาณเพิ่มได ้และไม่สามารถน าไปใช้เป็นตวัติดฉลากในการ
ตรวจวดัทางอิมมูโนวทิยาโดยอาศยัเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า 

 

ค าส าคญั : กราฟีนนาโนพาร์ทิเคิล / คาร์บอนนาโนทูปส์ / ไดอะเฟอเรส /  เลเยอร์บายเลเยอร์ / ไทโร
ซิเนส / อลัคาไลน์ ฟอสฟาเทส / เอนไซม ์รีไซเคิล / อิเล็กโตรเคมิคลั อิมมูโนเซนเซอร์  
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