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ABSTRAK

Interaksi khusus antara concanavalin A (Con A), sejenis lektin daripada tumbuhan jackbean, dengan teras manosa pada 
glikan-N membolehkannya digunakan untuk pemegunan glikoenzim. Dalam kajian ini, nanobunga hibrid Con A- CuSO4 
(CCHN) disediakan sebagai pembawa novel untuk pemegunan peroksidase lobak putih (HRP), glikoenzim yang digunakan 
secara meluas dalam aplikasi bioanalitikal. Morfologi CCHN yang disediakan dicerap menggunakan mikroskop elektron 
pengimbasan pancaran medan (FESEM) menunjukkan mikrostruktur persis-bunga dengan saiz purata diameter 51.5 μm 
serta saiz kelopak bunga yang luas sekitar 2 μm. Seterusnya, pengoptimuman pemegunan HRP pada CCHN dilakukan 
menggunakan format tiub Eppendorf dan plat mikro menunjukkan bacaan penyerapan A450 tertinggi pada campuran 100 
mg/mL HRP dan 10 mg/mL CCHN untuk kedua-dua format. Aktiviti HRP terpegun pada CCHN yang diukur menggunakan 
format tiub Eppendorf (A450 = 1.58) adalah dua kali ganda lebih tinggi berbanding format plat mikro (A450 = 0.76) dan 
dipilih untuk kajian seterusnya. Bacaan A280 untuk setiap supernatan yang diperolehi selepas pengemparan dalam langkah 
pembasuhan yang diulang sebanyak empat kali pula didapati amat rendah menunjukkan HRP terpegun dengan kuat pada 
CCHN dan tiada kebocoran enzim pada larutan. Ujian penjanaan semula menunjukkan HRP terpegun boleh ditanggalkan 
daripada CCHN dengan sekali pembasuhan menggunakan gula perencat metil a-manosa pada kepekatan 0.1 M. Selain itu, 
ujian kebolehulangan turut dilakukan menggunakan tiga kelompok CCHN yang berbeza kerana tiada perbezaan signifikan 
pada bacaan A450 menunjukkan kebolehulangan yang baik untuk pemegunan HRP. Keputusan kajian ini menunjukkan 
CCHN yang dihasilkan mempunyai potensi yang tinggi untuk digunakan sebagai pembawa untuk pemegunan glikoenzim 
secara mudah, tekal serta boleh diguna-semula.
Kata kunci: Con A; glikoenzim; lektin; nanobunga

ABSTRACT

Specific interaction between concanavalin A (Con A), a plant lectin from jackbean, with mannose core in N-glycans can be 
exploited to immobilise glycoenzymes. In this study, we prepared Con A-copper sulphate hybrid nanoflower (CCHN) as 
a novel carrier to immobilise horseradish peroxidase (HRP), a widely used glycoenzyme in bioanalytical application. The 
morphology of the prepared CCHN was determined using field emission scanning electron microscopy (FESEM), which 
showed flower-like microstructures with an average diameter size of 51.5 μm with and wide petal size of an approximately 
2 μm. Then, HRP immobilisation optimisation experiments were carried out in Eppendorf tubes and microplates, which 
both formats showed the highest A450 measurements at 100 mg/mL HRP and 10 mg/mL CCHN mixture. However, twice 
HRP activities (A450 =1.58) were recorded when using Eppendorf tubes format as compared to microplate format (A450 = 
0.76) and thus was used for further experiments. Furthermore, supernatant obtained after each washing step showed very 
low A280 values up to four washing cycles, indicating HRP was strongly immobilised to the CCHN and no enzyme leakage 
into solution. Meanwhile, regeneration study showed that single washing step using inhibitory sugar, methyl a-mannose, 
at 0.1 M can effectively detach HRP from CCHN. Moreover, reproducibility test using CCHN prepared in three different 
batches showed consistent HRP activity readings indicating good reproducibility. This study highlighted the potential 
application of lectin hybrid nanoflower as a simple, reproducible and reusable carrier for glycoenzyme immobilisation.
Keywords: Con A; glycoenzyme; lectin; nanoflowers
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PENDAHULUAN

Nanobunga merupakan nanobahan berbentuk bunga yang 
telah digunakan dalam pelbagai aplikasi seperti katalisis 
(Yang et al. 2023), biosensor (Liu et al. 2017) dan rawatan 
air (Lin & Chen 2020). Nanobunga boleh disintesis 
menggunakan bahan organik dan bahan bukan organik atau 
gabungan kedua-duanya (hibrid) (Lee, Jang & Lee 2022). 
Nanobunga hibrid ditemui secara tidak sengaja apabila 
larutan CuSO4 ditambah kepada salin berpenimbal fosfat 
(PBS) yang mengandungi albumin serum lembu (BSA) dan 
mendakan biru yang mempunyai struktur bunga didapati 
terbentuk di bahagian bawah tiub tindak balas selepas 
tiga hari (Ge, Lei & Zare 2012). Penyediaan nanobunga 
hibrid ini membolehkan biomolekul organik seperti 
protein dipegunkan pada nanostruktur yang mempunyai 
luas permukaan tinggi melalui pembentukan kompleks 
antara ion logam dengan atom nitrogen kumpulan amida 
pada tulang belakang protein dan residu asid amino seperti 
histidin (Yang & Yang 2022). Selain penyediaannya 
yang mudah dan mesra alam sekitar, nanobunga hibrid 
mempunyai kelebihan lain seperti mempunyai nisbah 
permukaan-kepada-isi padu yang tinggi yang memberi 
kesan kepada peningkatan kapasiti pemegunan biomolekul 
serta peresapan substrat yang baik (Shende, Kasture & 
Gaud 2018; Tran & Kim 2018). Antara biomolekul yang 
dilaporkan pernah digunakan sebagai komponen organik 
untuk penghasilan nanobunga hibrid termasuk enzim (Yin 
et al. 2015), antibodi (Zeinhom et al. 2018), DNA (Qi et al. 
2021) dan lektin (Bu et al. 2018).

Lektin merupakan sejenis kumpulan protein yang 
boleh mengikat pada struktur oligosakarida khusus yang 
dijumpai pada glikoprotein dan glikokonjugat lain seperti 
glikolipid. Pengikatan lektin pada struktur glikan tertentu 
adalah secara berbalik melalui ikatan hidrogen, koordinasi 
logam, van der waals serta interaksi hidrofobik (Silva 
2019). Concanavalin A (Con A) merupakan lektin daripada 
tumbuhan jackbean yang mempunyai  kekhususan 
yang tinggi terhadap teras manosa pada glikan-N dan 
merupakan lektin yang paling kerap digunakan dalam 
pelbagai kajian termasuk pembangunan kaedah diagnostik 
klinikal seperti pengesanan sel kanser (Sha et al. 2020), 
hepatitis (Takahashi & Fukusato 2017) dan bakteria 
patogen (Wang et al. 2019). Con A turut digunakan sebagai 
penyokong untuk pemegunan glikoenzim seperti selulase 
(Sankarraj & Nallathambi 2015), nuklease P1 (Huang 
et al. 2018), inulinase (Kilimci et al. 2021) dan glukosa 
oksidase (Sugiyama et al. 2023) dan antara kelebihan yang 
dilaporkan menggunakan kaedah ini termasuk orientasi 
pemegunan protein yang terkawal dan pemegunan yang 
kuat serta berbalik. 

Sehingga kini, enzim merupakan komponen organik 
yang paling banyak digunakan dalam penyediaan 
nanobunga hibrid berbanding protein lain. Penyediaan 
nanobunga hibrid menggunakan lektin tidak banyak 
dilaporkan dan lebih tertumpu kepada aplikasi pengesanan 
mikrob yang menggunakan campuran lektin dan molekul 

pengisyaratan seperti enzim (Ye et al. 2016), hormon (Bu 
et al. 2018) dan metaloprotein (Wang et al. 2018) sebagai 
komponen organiknya. Oleh itu, kajian ini dijalankan 
untuk menyedia dan mencirikan nanobunga hibrid yang 
disediakan menggunakan hanya lektin sebagai komponen 
organik serta mengkaji interaksinya dengan biomolekul 
yang lebih kecil seperti glikoenzim. Dalam kajian ini, 
lektin Con A digunakan kerana keupayaannya mengikat 
pada pelbagai glikoenzim, termasuk peroksidase daripada 
lobak putih (HRP), manakala CuSO4 digunakan sebagai 
komponen tak organik untuk menghasilkan nanobunga 
hibrid Con A- CuSO4 (CCHN). Potensi CCHN sebagai 
pembawa (carrier) untuk pemegunan glikoenzim turut 
dikaji dengan menjalankan ujian kebolehgunaan semula 
dan kebolehulangan aktiviti HRP yang dipegunkan pada 
CCHN.

BAHAN DAN KAEDAH

Tablet salina berpenimbal fosfat (PBS), natrium bikarbonat 
(NaHCO3), natrium karbonat dekahidrat (Na2CO3), natrium 
klorida (NaCl), magnesium klorida (MgCl2), kalsium 
klorida (CaCl2), H2SO4 dan Tween® 20 dibeli daripada 
Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Lektin concanavalin 
A (Con A) diperoleh daripada Vector Laboratories 
(Burlingame, CA). Peroksidase lobak putih (HRP), plat 
telaga Nunc® Maxisorp 384 dan reagen substrat 1-Step 
Ultra TMB-ELISA telah dibeli daripada Thermo Fisher 
Scientific (Waltham, MA).

PENYEDIAAN CCHN

Bagi penyediaan CCHN, sebanyak 0.1 mg/mL Con A 
ditambah kepada 10 mM PBS (pH 7.4). Kemudian, 50 µL 
larutan CuSO4 (120 mM) telah ditambah kepada campuran 
diikuti dengan pengeraman pada 25 °C selama tiga hari. 
Mendakan yang terbentuk dikumpul melalui pengemparan 
(10,000 rpm, 5 minit) dan dibasuh dengan air ternyahion 
sebanyak tiga kali. 

PENGOPTIMUMAN KEPEKATAN HRP DAN CCHN

Pengoptimuman kepekatan campuran HRP dan CCHN 
untuk pemegunan dilakukan menggunakan dua format 
pengasaian enzim yang umum iaitu mikroplat dan tiub 
Eppendorf. Kepekatan HRP yang digunakan adalah 100, 
10, 1 dan 0.1 mg/mL manakala kepekatan CCHN yang 
digunakan adalah 10, 1 dan 0.1 mg/mL.

FORMAT TIUB EPPENDORF

Untuk format tiub Eppendorf, CCHN dan HRP dieram 
selama dua jam dalam tiub Eppendorf untuk membentuk 
kompleks CCHN dan HRP terpegun (CCHN-HRP). 
Seterusnya, langkah pembasuhan dilakukan dengan 
menggunakan 1000 µL PBST diikuti dengan pengemparan 
pada 10 000 rpm. Palet yang mengandungi CCHN-HRP 
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dikumpulkan manakala supernatan disingkirkan. Langkah 
pembasuhan ini diulang sebanyak empat kali. Seterusnya 
langkah  penentuan aktiviti HRP terpegun dilakukan dengan 
penambahan 500 µL substrat 1-Step Ultra TMB-ELISA ke 
dalam tiub yang mengandungi CCHN-HRP dan dieram 
selama 30 minit. Kemudian, 50 µL larutan dipindahkan 
ke telaga mikroplat. Tindak balas dihentikan dengan 
menambahkan 50 µl 2 M H2SO4 serta-merta. Keamatan 
warna yang dibangunkan dalam tiub diukur pada panjang 
gelombang 450 nm (A450) menggunakan pembaca plat 
Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). 

FORMAT MIKROPLAT

Untuk format mikroplat, prosedur yang digunakan 
adalah mengikut prosedur umum asai immunojerap 
terangkai enzim (ELISA) yang CCHN dipegunkan 
terlebih dahulu dengan menambah 100 µL 0.1 mg/mL 
CCHN pada permukaan telaga mikroplat Maxisorp dan 
dieram semalaman pada suhu 4 °C. Telaga mikroplat 
kemudiannya dibasuh sebanyak empat kali dengan 100 
µL PBS-T. Selepas langkah pembasuhan, 100 µL HRP 
ditambah ke dalam setiap telaga dan dieram selama dua 
jam. Kemudian, penentuan aktiviti HRP dilakukan dengan 
menambah 50 µL substrat 1-Step Ultra TMB-ELISA pada 
setiap telaga diikuti dengan pengeraman selama 30 minit 
sebelum tindak balas dihentikan dengan penambahan 50 µl 
2 M H2SO4. Proses ini diulang menggunakan Con A natif 
sebagai kawalan. Keamatan warna diperhatikan dalam 
setiap telaga dan diukur pada A450 menggunakan pembaca 
plat Multiskan FC.

UJIAN KEBOLEHGUNAAN SEMULA

Bagi menilai kebolehgunaan semula CCHN sebagai 
matriks pemegunan HRP, prosedur pemegunan dan 
langkah pembasuhan yang sama untuk format tiub 
Eppendorf dilakukan, diikuti dengan langkah pembasuhan 
tambahan yang dilakukan dengan mengeram kompleks 
CCHN-HRP dalam penimbal basuhan yang mengandungi 
gula perencat metil α-manosa (0.1 M) selama 1 jam 
pada suhu bilik. Selepas itu, pengemparan pada 10,000 
rpm selama 5 minit  dilakukan dan palet yang terhasil 
dikumpulkan. Seterusnya, langkah penentuan aktiviti HRP 
dilakukan mengikut prosedur yang diterangkan dalam 
format tiub Eppendorf. Uji kaji diulang sebanyak tiga kali 
dengan langkah pemegunan HRP yang baru dilakukan bagi 
setiap ulangan (n=3), iaitu selepas tiub Eppendorf yang 
mengandungi reagen substrat yang telah bertindak balas 
dibasuh dengan PBST sebanyak empat kali.

UJIAN KEBOLEHULANGAN 

Tiga kelompok CCHN dengan kepekatan yang sama 
dinilai kebolehulangannya untuk menghasilkan aktiviti 
yang optimum pada waktu yang berbeza (n=3). Ujian 
kebolehulangan aktiviti HRP yang terpegun pada CCHN 
dilakukan menggunakan prosedur format tiub Eppendorf 
menggunakan tiga kelompok CCHN baharu pada kepekatan 
(0.1 mg/mL) telah disediakan pada waktu yang berbeza.

ANALISIS DATA 

Microsoft Excel digunakan untuk menjadualkan data yang 
dikumpul. GraphPad Prism versi 8.0.2 (GraphPad Software, 

RAJAH 1. Imej FESEM CCHN yang diperoleh pada voltan  
pemecut 3 kV pada pembesaran (a), 100x; (b), 260x; (c), 

 2000x dan (d), 3000x; sisipan menunjukkan perbandingan  
CCHN dengan bunga sebenar (marigold)
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Inc., San Diego, CA) telah digunakan untuk menjalankan 
analisis statistik. Semua data ditunjukkan sebagai min ± SD. 
Graf bar digunakan untuk membandingkan min. Data yang 
diperoleh untuk pengoptimuman telah menjalani analisis 
lanjut melalui t-test menggunakan perisian GraphPad 
Prism versi 8.3.3 (San Diego, CA). Analisis ini bertujuan 
untuk mengenal pasti perbezaan ketara dengan nilai P 
kurang daripada 0.05 dianggap signifikan secara statistik.

HASIL DAN PERBINCANGAN

Proses pembentukan nanobunga hibrid ConA-CuSO4 
(CCHN) melibatkan gabungan Con A dan kuprum sulfat 
(CuSO4) dalam larutan penimbal fosfat pada pH 7.4 dan 
suhu bilik. Selepas tiga hari, mendakan dengan struktur 
berliang seperti bunga muncul. Ciri CCHN diperhatikan 
menggunakan mikroskop elektron pengimbasan pancaran 
medan (FESEM) menggunakan voltan pemecut sebanyak 
3 kV. Imej FESEM pada pembesaran sebanyak 100x 
yang diperoleh menunjukkan morfologi CCHN kelihatan 
seperti zarah-mikro berbentuk sfera (Rajah 1(A)). Namun, 
pada pembesaran sebanyak 260×, struktur bunga bersaiz 
mikro serta struktur hierarki tiga dimensi bagi CCHN 
yang disediakan dapat dilihat (Rajah 1(B)) dengan purata 
diameter 3 μm. Pemerhatian lanjut mengenai struktur 
CCHN menunjukkan struktur helaian mikro dalam bentuk 
kelopak bunga (Rajah 1(C)) dengan setiap helaian kelopak 
yang terbentuk mempunyai anggaran saiz sebanyak 2 μm 
(Rajah 1D). Struktur hierarki dengan nisbah permukaan-
isi padu yang tinggi ditunjukkan dengan CCHN terdiri 
daripada beratus-ratus kelopak bunga persis bunga 
marigold (Rajah 1(D), sisipan). Keputusan ini selaras 
dengan kajian lepas yang menunjukkan nanobunga lektin 
Con A morfologi asas yang sama iaitu sfera, tetapi berbeza 

dari segi saiz diameternya iaitu masing-masing sekitar 
5 μm serta bentuk kelompak bunga. Namun, kajian ini 
menggunakan campuran Con A dengan bahan organik lain 
seperti hemin Wang et al. (2018) dan hCG (Bu et al. 2018).

Seterusnya, aktiviti HRP yang dipegunkan pada 
CCHN dikaji secara kolorimetrik. Bagi mencapai aktiviti 
yang maksimum untuk pemegunan HRP, pengoptimuman 
campuran kepekatan CCHN dan HRP dilakukan 
menggunakan dua format pengasaian yang umum iaitu 
mikroplat dan tiub Eppendorf. Campuran CCHN pada 
kepekatan 10 mg/mL dan HRP pada pencairan kepekatan 
100 mg/mL didapati memberikan bacaan A450 tertinggi bagi 
kedua-dua format tiub Eppendorf dan mikroplat (Rajah 
2(A) dan 2(B)), sekali gus menunjukkan nisbah campuran 
kepekatan CCHN dan HRP yang paling optimum. Namun, 
bacaan penyerapan A450

untuk pemegunan HRP pada CCHN menggunakan 
format tiub Eppendorf (A450 = 1.58) didapati dua kali ganda 
lebih tinggi berbanding menggunakan format mikroplat 
(A450 = 0.76). Hal yang sama turut diperhatikan dalam uji 
kaji kawalan (Rajah 3) dengan HRP yang dipegunkan pada 
Con A natif menggunakan format mikroplat pada nisbah 
campuran yang telah dioptimumkan turut menunjukkan 
bacaan A450 yang dua kali ganda lebih rendah (A450 = 
0.75) berbanding HRP yang dipegunkan pada CCHN 
menggunakan format tiub Eppendorf (A450 = 1.59). 

Hasil ini membuktikan HRP boleh dipegunkan 
menggunakan Con A yang diperangkap (CCHN) atau 
bebas (natif) melalui interaksi khusus lektin-karbohidrat 
kerana kehadiran beberapa kumpulan gula tertentu 
seperti glukosa dan manosa pada glikan yang terangkai 
pada HRP (Ali et al. 2011; Welch, Turner & Preast 
2008). Perubahan warna menunjukkan aktiviti HRP yang 
dipegunkan dengan penglibatan substrat kromogenik 

RAJAH 2. Pengoptimuman kepekatan CCHN dan HRP untuk langkah 
pemegunan menggunakan format (a), tiub Eppendorf dan (b), plat 

mikro. Kepekatan CCHN yang berbeza ditunjukkan oleh warna carta 
bar berbeza iaitu hitam (10 mg/mL), kelabu gelap (1 mg/mL) dan 

kelabu cair (0.1 mg/mL)
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RAJAH 3. (a) Perbandingan aktiviti HRP yang dipegunkan pada Con 
A natif (hitam) dan CCHN (kelabu) menggunakan kepekatan yang 

telah dioptimumkan (n=3). Gambar-gambar penjanaan warna bagi 
kompleks CCHN-HRP, CCHN tanpa HRP dan hanya HRP untuk format 

(b) mikroplat  (selepas tindak balas dengan reagen substrat TMB dan 
H2SO4) dan (c) tiub Eppendorf (selepas tindak balas dengan reagen 

substrat TMB). Bagi format tiub Eppendorf, penambahan H2SO4 
dilakukan selepas reagen TMB dalam tiub telah bertindak balas  

dan dipindahkan ke mikroplat untuk mengelakkan penyahaslian 
kompleks CCHN-HRP

RAJAH 4. Keberkesanan langkah pembasuhan (PBST)  
dan pengesanan HRP yang tidak mengikat secara khusus  

untuk empat kitaran basuhan kompleks CCHN-HRP
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RAJAH 5. Kebolehgunaan semula CCHN untuk pemegunan HRP  
bagi kitaran regenerasi 1 (kelabu), kitaran regenerasi 2  

(kelabu gelap) dan kitaran regenerasi 3 (hitam). Bar ralat 
menunjukkan sisihan piawai untuk pengukuran yang  

dilakukan secara triplikat (n=3)

RAJAH 6. Kebolehulangan aktiviti HRP yang dipegunkan pada  
CCHN untuk tiga kelompok berbeza. Bar ralat menunjukkan  

sisihan piawai untuk pengukuran yang dilakukan secara  
triplikat (n=3)
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3,3’,5,5’ tetrametilbenzidina (TMB). HRP memangkinkan 
tindak balas dengan TMB, yang berfungsi sebagai 
penderma elektron yang mengalami pengoksidaan, 
manakala H2O2 diturunkan secara serentak kepada O2 dan 
H2O yang menghasilkan produk berwarna biru (Rajah 
3(C)), yang kemudiannya diberhentikan oleh H2SO4 untuk 
menghasilkan warna kuning (Rajah 3(B)) (Li et al. 2019).  

Menerusi kajian ini, kedua-dua format tiub Eppendorf 
dan mikroplat didapati boleh digunakan untuk tujuan 
pengesanan aktiviti HRP terpegun, namun format mikroplat 
memberi bacaan yang rendah berbanding tiub Eppendorf 
kerana isi padu telaga mikroplat serta luas permukaannya 
yang lebih rendah hanya dapat memuatkan sampel seperti 
protein dan reagen pada kuantiti yang sedikit (Auld et 
al. 2004; Lewis & Gibney 2023). Selain itu, penentuan 
aktiviti HRP menggunakan format tiub Eppendorf adalah 
lebih mudah dan cepat kerana kompleks CCHN-HRP 
yang terhasil bersaiz besar membolehkannya dipisahkan 
daripada larutan seperti reagen substrat dan penimbal 
pembasuhan melalui pengemparan serta memberikan 
kelebihan dari segi kebolehgunaan semula. Format ini tidak 
dapat digunakan sekiranya pemegunan HRP dilakukan 
pada lektin natif seperti uji kaji kawalan kerana saiz Con 
A natif yang kecil tidak dapat membentuk palet selepas 
pengemparan, justeru memerlukan penggunaan format 
mikroplat dengan Con A natif perlu dipegunkan pada 
permukaan mikroplat terlebih dahulu. Oleh itu, format 
tiub Eppendorf digunakan untuk kajian seterusnya kerana 
kelebihannya dari segi lebih sensitif, mudah dan cepat serta 
boleh diguna semula.

Dalam pembangunan asai lektin, langkah pembasuhan 
merupakan langkah yang penting untuk mengurangkan 
isyarat tidak khusus dan bilangan kitaran langkah 
pembasuhan yang dilakukan berbeza mengikut prosedur 
yang dilakukan serta komponen asai yang digunakan. 
Sebagai contoh, Khairol Mokhtar et al. (2022) melaporkan 
sebanyak empat kali basuhan diperlukan untuk 
mengurangkan isyarat tidak khusus bagi asai lektin yang 
dibangunkan untuk mengesan antigen khusus prostat (PSA). 
Dalam kajian ini, langkah pembasuhan menggunakan 
PBST diulang sebanyak empat kitaran selepas pemegunan 
HRP pada CCHN dengan supernatan yang terhasil selepas 
pengemparan diukur pada panjang gelombang 280 
nm (A280) untuk mengesan kehadiran HRP yang tidak 
mengikat secara khusus. Hasil kajian menunjukkan bacaan 
A280 yang rendah bagi setiap kitaran pembasuhan iaitu 
0.051 (basuhan pertama), 0.052 (basuhan kedua), 0.049 
(basuhan ketiga) dan 0.057 bagi basuhan keempat. Ini 
mencadangkan bahawa HRP yang tidak mengikat pada 
CCHN dapat disingkirkan pada kitaran pertama langkah 
pembasuhan serta HRP yang terpegun pada CCHN terikat 
secara kuat dan tidak bocor ke larutan. 

Kebolehgunaan semula sesuatu pembawa untuk 
pemegunan enzim adalah penting dari sudut ekonomi kerana 
mampu mengurangkan kos keseluruhan operasi dalam 
sesuatu  industri (Tarhan et al. 2020). Umum mengetahui 

bahawa lektin mengikat pada karbohidrat secara berbalik 
dan boleh direncat menggunakan gula perencat yang 
sesuai pada kepekatan yang tinggi. Berbanding gula 
ringkas lain, metil α-manosa merupakan perencat yang 
poten bagi Con A. Hal ini dapat dilihat melalui penurunan 
A450 yang signifikan (P<0.05) apabila kompleks CCHN-
HRP yang terbentuk dieram dalam 0.1 M metil α-manosa 
(PBS-gula) untuk tiga kitaran regenerasi berturut-turut 
(Rajah 5). Keputusan ini menunjukkan bahawa HRP tidak 
dapat mengikat tapak pengikat karbohidrat Con A dengan 
kehadiran gula ini seperti yang dilaporkan oleh dos Santos 
Silva et al. (2019). Selepas langkah pembasuhan (PBST) 
untuk menyingkirkan gula perencat dan penambahan 
semula HRP dilakukan, aktiviti HRP didapati meningkat 
semula kepada A450 >1.2 dan tidak berbeza secara 
signifikan (P>0.05) untuk ketiga-tiga kitaran regenerasi 
yang dilakukan, membuktikan aktiviti Con A dan HRP 
pada kompleks CCHN-HRP kekal terpelihara, sekali gus 
menunjukkan kebolehgunaan semula CCHN yang baik 
sebagai pembawa untuk pemegunan glikoenzim.

Seterusnya, ujian kebolehulangan dilakukan 
menggunakan tiga kelompok CCHN yang berbeza untuk 
pemegunan HRP pada kepekatan yang dioptimumkan. 
Seperti yang ditunjukkan dalam Rajah 6, bacaan A450 
yang menunjukkan aktiviti HRP yang dipegunkan 
menggunakan ketiga-tiga kelompok CCHN adalah tekal 
dan tidak berbeza secara signifikan (P>0.05). Keputusan 
kajian ini menunjukkan kebolehulangan aktiviti HRP 
yang dipegunkan pada kompleks CCHP-HRP yang baik, 
selaras dengan kajian lain yang menggunakan strategi 
berlainan seperti zarah magnetik (Han et al. 2019) untuk 
menyediakan nanobunga hibrid HRP. 

KESIMPULAN

Melalui kajian ini, nanobunga hibrid novel iaitu nanobunga 
hibrid Con A-CuSO4 (CCHN) yang mempunyai morfologi 
persis bunga marigold dengan saiz diameter purata 51.5 μm 
telah berjaya disediakan dan digunakan untuk pemegunan 
glikoenzim HRP melalui interaksi khusus lektin-
karbohidrat. Pembentukan kompleks CCHN-HRP yang 
bersaiz besar membolehkannya dipisahkan dengan mudah 
melalui pengemparan menggunakan tiub Eppendorf untuk 
langkah pembasuhan, pengasaian aktiviti serta regenerasi. 
Dalam keadaan yang dioptimumkan, CCHN menunjukkan 
kebolehgunaan semula serta kebolehulangan yang baik 
sebagai pembawa untuk pemegunan HRP. 
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