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Abstract: Infections occured in the human are mostly caused by uncontrolled growth of Staphy-
lococcus aureus bacteria. A strategy to inhibit bacterial growth can use antibacterial agents such as 
chitosan. The mechanism of the effectiveness of chitosan as an antibacterial is quite complex, even 
the data on its antibacterial activity is quite fluctuating so that it is difficult to analyze accurately 
and efficiently. Therefore, the purpose of the study was to predict the inhibition zone of s.aureus 
bacteria through laboratory experiments combined with modeling using the Central Composite 
Design (CCD) approach. The research was carried out with two main stages, including chitosan 
isolation and calculation of bacterial inhibition zones. The production of chitosan leverages the 
microwave isolation and FTIR to examine for the degree of deacetylation and its functional group 
using. Furthermore, the antibacterial activity of chitosan biopolymer was tested using the diffusion 
method combined with modeling using the RSM CCD approach. The results showed that chitosam 
from oyster shell was obtained by DD of 83.29% and the emergence of typical chitosan groups, 
such as amine (NH2) and hydroxyl (OH). Chitosan can hamper the growth of s. aureus bacteria with 
an inhibition zone of up to 0.40 mm. The experimental data were combined with computational 
modeling obtained the values of the determination coefficient R2 = 0.6083. The modeling was as-
sessed by p-value of < 0.0001 and F-value of 13.46. Statistically, the obtained model is relevant to 
the relationship between the number of bacterial colonies and the concentration of chitosan solu-
tion with the bacterial inhibition zone. Based on numerical analysis and modeling, the predicted 
values of the number of s. aureus bacterial colonies and chitosan concentrations were 550,000 CFU/ml 
and 42.5%. Therefore, Pearl shells can be isolated into chitosan, as well as chitosan has the potential 
to be a good antibacterial agent. The model has good prediction performance, but it rquires to 
increase the number of point spreads and it is necessary to validate the prediction results to obtain 
actual predictions.  
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Abstrak: Kasus infeksi yang terjadi pada tubuh manusia sebagian besar disebabkan oleh per-
tumbuhan bakteri Staphylococcus aureus yang tidak terkontrol. Salah satu strategi menghambat 
pertumbuhan bakteri dapat menggunakan agen antibakteri seperti kitosan. Mekanisme efektivitas 
kitosan sebagai antibakteri cukup kompleks, bahkan data aktivitas antibakterinya cukup fluktuatif 
sehingga sulit teranalisis secara tepat dan efisien. Oleh karena itu, tujuan penelitian untuk mem-
prediksi zona hambat bakteri s.aureus melalui eksperimen laboratorium dikombinasi dengan 
pemodelan menggunakan pendekatan Central Composite Design (CCD). Penelitian dilakukan 
dengan dua tahapan utama yaitu isolasi kitosan dan perhitungan zona hambat bakteri. Produksi 
kitosan menggunakan metode isolasi microwave serta dapat dianalisis derajat deasetilasi dan 
gugus fungsinya menggunakan FTIR. Selanjutnya, pengujian aktivitas antibakteri biopolimer ki-
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tosan menggunakan metode difusi dikombinasi dengan pemodelan menggunakan RSM pen-
dekatan CCD. Hasil analisis menunjukkan bahwa kitosam dari cangkang kerang diperoleh DD 
sebesar 83,29% dan munculnya gugus khas kitosan yakni gugus amina (NH2) dan gugus hidroksil 
(OH). Kitosan dapat menghambat pertumbuhan bakteri s.aureus dengan zona hambat hingga 0,40 
mm. Data eksperimen dikombinasikan dengan pemodelan komputasi memperoleh nilai koefisien 
determinasi R2 = 0,6083. Pemodelan terevaluasi secara statistic p-value < 0,0001 dan F-value sebesar 
13,46.   model yang dihasilkan relevan terhadap hubungan jumlah koloni bakteri dan konsentrasi 
larutan kitosan dengan zona hambat bakteri. Berdasarkan analisis statistic dan pemodelan, nilai 
prediksi jumlah koloni bakteri s.aureus dan konsentrasi kitosan yaitu 550.000 CFU/ml dan 42,5%. 
Oleh karena itu, cangkang kerang Mutiara dapat diisolasi menjadi kitosan, serta kitosan berpotensi 
sebagai agen antibakteri yang baik. Adapun model memiliki kinerja prediksi yang baik namun 
perlu penambahan jumlah penyebaran titik serta perlu dilakukan validasi hasil prediksi untuk 
memperoleh prediksi yang actual. 

Kata kunci: Central Composite Design, Isolasi Microwave, Staphylococcus Aureus 

1. Pendahuluan 

Kitosan adalah salah satu biopolymer yang memiliki potensi sebagai agen antibak-
teri yang mampu menghambat pertumbuhan bahkan membunuh bakteri penyebab in-
feksi. Staphylococcus aureus dan Escherichia coli merupakan bakteri gram positif dan gram 
negative yang sering menjadi penyebab utama infeksi pada tubuh manusia. Aktivitas 
antibakteri dari biopolymer kitosan biasanya dipengaruhi oleh berbagai faktor intrinsic 
dan ekstrinsiknya, seperti pH, konsentrasi, sumber kitosan, tipe bakteri, derajat deaseti-
lasi (DD), dan derajat polimerisasi [1]. Biopolimer kitosan yang di ekstraksi dari sumber 
bahan alam yang berbeda biasanya menghasilkan karakteristik yang berbeda. Berbagai 
sumber yang telah banyak diteliti diantaranya cangkang udang dan cangkang kerang 
Mutiara (Pinctada maxima sp) [2] [3] [4] Penggunaan cangkang kerang Mutiara sebagai 
sumber biopolymer kitosan untuk aplikasi medis telah banyak diteliti dan diperoleh 
karakteristik sesuai standar medis dengan DD>75%. Hasil penelitian isolasi kitosan dari 
cangkang kengan Mutiara menggunakan berbagai metode memperoleh DD > 80% [5][6] 
[7]. Kitosan memiliki aplikasi biomedis yang luas yakni penyembuh luka, rekayasa 
jaringan, penghantaran obat, pengikat protein, dan antibakteri [8]. Efektivitas kitosan 
sebagai antibakteri telah mampu menghambat pertumbuhan bakteri seperti staphylococ-
cus aureus, bacillus thuringiensis, brkholderia pseudoallei, mycobacterium tuberculosis, Esche-
richia coli, vibrio chlores, pseudomonas aureginosa, dan staphylococcus epidermidis [9]. Selain 
itu, efektivitas kitosan dari cangkang kerang Mutiara (Pinctada maxima sp) mampu 
menghambat pertumbuhan bakteri staphylococcus aureus dan Escherichia coli [10]. 

Efektivitas kitosan dalam menghambat pertumbuhan bakteri biasanya terjadi me-
lalui tiga mekanisme yaitu (1) interaksi elektrostatik antara kitosan kationik dan molekul 
anionic pada dinding sel bakteri yang menyebabkan kebocoran komponen intraselular, 
(2) penetrasi kitosan dengan berat molekul rendah ke dalam membrane sel sehingga 
menggangu sintesis protein melalui interaksi dengan DNA, serta (3) pengikatan nutrisi 
dan logam esensial yang penting bagi stabilitas sel [11]. Mekanisme ini akan 
mempengaruhi hasil eksperimen pengujian antibakteri, bahkan sering terjadi hasil 
dengan data eksperimen yang fluktuatif sehingga relative sulit teranalisis secara tepat. 
Oleh karena itu, optimasi dan pemodelan aktivitas antibakteri menggunakan pendeka-
tan komputasi perlu dilakukan untuk mengurangi pengulangan eksperimen serta 
memperoleh keakuratan data pengukuran. Salah satu pendekatannya yaitu 
menggunakan Response Surface Methodology (RSM). 

Penerapan RSM dalam berbagai penelitian terkait optimasi dan pemodelan kondisi 
proses telah banyak diteliti secara berkelanjutan. Optimalisasi kondisi ekstraksi me-
manfaatkan microwave menggunakan metode RSM dengan pendekatan Box Behnken 
Design (BBD) sangat efektif dan efisien dalam memperoleh polifenol total dari daun 
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Kadamba [12]. Selain itu, kondisi optimum proses ekstraksi kalsium dari tulang lele 
dapat ditentukan menggunakan desain factorial dari RSM [13]. Penerapan RSM dalam 
optimasi kondisi proses ekstraksi antosianin berdasarkan desain BBD dapat mengopti-
masi ukuran partikel, rasio bahan, dan waktu ekstraksi [14]. Melalui RSM, pemodelan 
kondisi proses hidrodisitilasi minyak atsiri menggunakan pendekatan Central Composite 
Design (CCD) menghasilkan waktu penyulingan yang optimum pada 6 jam [15]. 
Penelitian- penelitian ini membuktikan bahwa RSM baik digunakan sebagai tools dalam 
mengoptimasi dan memodelkan kondisi suatu proses. Proses lain yang juga dapat di 
optimasi dan dimodelkan yaitu aktivitas antibakteri. Metode ini memungkinkan analisis 
pengaruh interaksi variable terhadap zona hambat bakteri. Studi terbaru menunjukkan 
bahwa zona hambat antibakteri berbasis material kitosan berhasil dimodelkan dengan 
pendekatan CCD. Model yang dihasilkan memiliki F-Value 27,31 untuk bakteri pseudo-
monas aeruginosa dan 38,31 untuk S.aureus, serta menunjukkan kecukupan model yang 
baik dengan nilai koefisien determinasi (R2) masing-masing sebesar 0,9435 dan 0,94352 
[16].Berdasarkan kondisi tersebut, kitosan hasil ekstraksi dari cangkang kerang Mutiara 
(Pinctada maxima sp) memiliki potensi besar sebagai agen antibakteri sehingga penting 
dilakukan pemodelan dan prediksi kondisi proses aktivitas antibakteri S.aureus dengan 
pendekatan CCD menggunakan RSM. Hal ini tentunya akan memberikan dampak pada 
efisiensi waktu dan biaya penelitian. 

2. Bahan dan Metode 

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian diantaranya Cangkang Kerang Mu-
tiara (Pinctada maxima sp) dari hasil budidaya di perairan Sekotong Nusa Tenggara Barat. 
Adapun bahan-bahan yang digunakan untuk proses isolasi kitosan yaitu NaOH pro an-
alis (Merck, Germany), HCl 1 M pro analis (Mallinckrodt, USA), dan aquadest. Selain 
bahan, dalam proses isolasi juga membutuh beberapa peralatan seperti grinder, magnetic 
stirrer, oven, dan microwave. Kemudian beberapa tools yang dimanfaatkan dalam 
menganalisis data yaitu Origin 8.5.1 dan Design Expert 13. 

Metode pembuatan kitosan dari cangkang kerang Mutiara memanfaatkan micro-
wave pada proses deasetilasi untuk mempercepat reaksi kimianya. Proses awal yaitu 
cangkang kerang dibersihkan dan dikecilkan ukurannya menjadi serbuk menggunakan 
grinder. Serbuk cangkang diisolasi dengan empat tahapan yakni demineralisasi, depro-
teinasi, decolorisasi, dan deasetilasi. Demineralisasi dimulai dengan melarutkan 80 g 
serbuk cangkang dalam larutan HCl 1 M dengan rasio 1 : 15 (m/v). Serbuk hasil demin-
eralisasi selanjutnya dilarutkan dalam NaOH dengan rasio 1 : 10 (m/v) pada suhu 80ºC 
sehingga dihasilkan serbuk kitin. Kitin dipigmensasi warnanya dengan metode decolor-
isasi menggunakan larutan NaOcl 0,5% pada suhu 75ºC selama 1 jam. Serbuk yang 
dihasilkan selanjutnya dimodifikasi menjadi kitosan menggunakan metode deasetilasi 
yakni melarutkan kitin menggunakan NaOH 60% dengan microwave selama 15 menit. 
Metode isolasi ini mengadopsi metode isolasi kitosan dari cangkang kerang Mutiara 
yang telah dilakukan alaydrus dkk, 2025. 

Kitosan hasil isolasi dianalisis kemurnian (derajat deasetilasi) melalui karakterisasi 
menggunakan fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). Hasil analisis berupa gugus 
fungsi dan derajat deasetilasi (DD) yang mengindikasikan kualitas kitosan yang di-
peroleh. DD kitosan dapat diperoleh melalui perbandingan nilai absorbansi antara gugus 
amina (NH2) pada panjang gelombang 𝜆1655 cm-1 (A1655) dengan absorbansi gugus hi-
droksil (OH) pada panjang gelombang 𝜆3450 cm-1 (A3450) [6]. Kemunculan gugus amina 
dan hidroksil merupakan ciri khas terbentuknya senyawa kitosan. 

𝐷𝐷(%) = ൤100 − ൬
𝐴ଵ଺ହହ

𝐴ଷସହ଴

 𝑥 
100

1,33
൰൨ (1) 
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Biopolimer kitosan diuji aktivitas antibakterinya menggunakan metode difusi yang 
merupakan adopsi dari metode yang dilakukan oleh Alaydrus dkk, 2025. Sebanyak 
10mL media Nutrient Agar (NA) dituangkan pada cawan petri sebagai lapisan pertama. 
Media dibiarkan hingga mengeras kemudian dituangkan kembali media NA 10 mL yang 
di dalamnya terdapat bakteri. Dalam penelitian ini menggunakan dua jenis bakteri yaitu 
S.aureus dan E.coli. Media yang telah berisi NA dan bakteri didiamkan hingga NA 
mengeras dan bakteri berdifusi di dalam laminar air flow selama dua jam. Cawan petri 
dikeluarkan hingga membentuk sumur-sumur bakteri berukuran 6 mm. Selanjutnya 
larutan biopolimer kitosan dituangkan pada sumur-sumur tersebut dan dimasukkan ke 
dalam incubator selama 3 x 24 jam. Hasilnya diamati zona bening yang terbentuk sebagai 
indikator zona hambat bakteri. Perhitungan zona hambat diukur berdasarkan pen-
gukuran jari-jari tepi sumur ke batas tepi zona bening. 

𝐷 =
𝑑ଵ + 𝑑ଶ

2
 (2) 

Diameter zona bening (D) merupakan penjumlah antara diameter pada sisi vertical 
(d1) dengan sisi horizontal (d2). Diameter zona bening akan ditransformasi ke dalam 
diameter zona hambat yang diperoleh dari hasil pengurangan diameter zona bening 
degan diameter sumur. Hasil zona hambat bakteri s.aureus berdasarkan eksperimen 
dikombinasikan dengan pemodelan komputasi sehingga dapat memprediksi parameter 
optimal mengaplikasian kitosan sebagai antibakteri. 

Desain percobaan yang dilakukan baik secara eksperimental maupun simulasi 
komputasi yaitu parameter jumlah koloni bakteri s.aureus dan konsentrasi kitosan se-
bagai parameter bebasnya. Dalam penelitian ini menggunakan jumlah koloni bakteri 
100.000 CFU/mL dan 1.000.000 CFU/mL, sedangkan konsentrasi kitosan menggunakan 
5%, 10%, 20%, 40%, dan 80%. Perhitungan prediksi zona hambat bakteri secara kom-
putasi dengan memanfaatkan software tool Design Expert yang menggunakan metode 
Response Surface Methodology (RSM) dengan pendekatan Central Composite Design (CCD). 
Prediksi diperoleh melalui evaluasi pemodelan dan analisis statistic sehingga diperoleh 
optimasi proses simulasi. 

Langkah pertama adalah menghitung koefisien determinasi (R2) untuk mengetahui 
sejauh mana model dapat menjelaskan variabilitas data. Nilai R2 yang tinggi (lebih dari 
0,9) menunjukkan bahwa model memiliki kecocokan yang baik dengan data eksperimen 
[17]. Selain itu, dilakukan analisis nilai Adjusted R2 dan Predicted R2 untuk memastikan 
bahwa model tidak mengalami overfitting. Jika terdapat perbedaan yang besar antara 
Adjusted R2 dan Predicted R2, maka model kemungkinan besar kurang dapat memprediksi 
dengan baik di luar rentang data eksperimen. Nilai perbedaan antara Adjusted R2 dan 
Predicted R2 harus lebih kecil dari 0,2 untuk memperoleh hasil prediksi yang optimal dan 
tidak overfitting[19]. 

𝑅ଶ =
𝑆𝑆𝑀

𝑆𝑆𝑇
 (3) 

𝐴𝑑𝑗𝑢𝑠𝑡𝑒𝑑 𝑅ଶ = 1 − ቆ
𝑆𝑆𝐸 𝑑𝑓𝐸⁄

𝑆𝑆𝐸 𝑑𝑓𝐸⁄
ቇ 

(4) 

𝑃𝑟𝑒𝑑𝑖𝑐𝑡𝑒𝑑 𝑅ଶ = 1 − ൬
𝑃𝑅𝐸𝑆𝑆

𝑆𝑆𝑇
൰ (5) 

Nilai SST atau Total Sum of Squares merupakan total variasi dalam data terhadap 
rata-rata keseluruhan yang menunjukkan seberapa jauh setiap pengamatan menyim-
pang dari rata-rata. Selain itu, SSM atau Sum of Squares for Model atau Regression yang 
mengukur variasi yang dapat dijelaskan oleh model yang digunakan. Hal ini menun-
jukkan seberapa baik model dapat menjelaskan perubahan dalam data. Kemudian, SSE 
adalah Sum of Squares for Error atau Residuals yang mengukur variasi yang tidak dapat 
dijelaskan oleh model, yaitu perbedaan antara nilai aktual dan nilai yang diprediksi oleh 
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model. Sedangkan, Derajat kebebasan error (dfE) adalah jumlah observasi independen 
yang tersisa setelah model memperhitungkan faktor-faktor yang digunakan untuk 
menjelaskan variasi dalam data. Dalam Response Surface Methodology (RSM) dan Ana-
lisis Varians (ANOVA), dfE  digunakan untuk menghitung Mean Square Error (MSE) 
dan F-value, yang kemudian digunakan untuk menentukan signifikansi model. Secara 
umum, semakin besar dfE , semakin akurat estimasi error yang diperoleh[17]. 

Langkah selanjutnya yaitu analisis interaksi antar faktor menggunakan contour plots 
dan response surface plots. Contour plot membantu dalam memahami bagaimana dua 
faktor berinteraksi dan mempengaruhi target, sementara response surface plot memberikan 
visualisasi tiga dimensi untuk memahami hubungan kuadratik antara variabel. 
Disamping itu juga, dengan melihat pola grafik, dapat mengidentifikasi kondisi optimal 
yang menghasilkan aktivitas antibakteri paling optimal dari kitosan. Jika pola grafik 
menunjukkan puncak atau lembah yang jelas, maka terdapat kemungkinan besar bahwa 
model dapat digunakan untuk optimasi [17], [19]. Berikut persamaan untuk menentukan 
titik optimal dari kombinasi faktor yang diuji. 

𝜕𝑌

𝜕𝑋௜

= β௜ + 2β௜௜𝑋௜ + ෍ β௜௝𝑋௝ = 0 (6) 

Setelah itu, dilakukan pengujian validitas model dengan membandingkan hasil 
eksperimen aktual dengan hasil prediksi yang diperoleh dari model matematis. Ek-
sperimen tambahan dilakukan dengan menggunakan kombinasi variabel yang berada di 
sekitar titik optimal yang diperoleh dari model. Hasil eksperimen ini dibandingkan 
dengan prediksi model, dan jika selisihnya kecil, maka model dianggap valid [17], [19]. 

3. Hasil 

3.1. Senyawa Biopolimer Kitosan 

Sebuk kitosan telah berhasil diproduksi menggunakan metode isolasi dengan mi-
crowove. Terbentuknya senyawa kitosan dikonfirmasi melalui analisis FTIR dengan 
meninjau gugus fungsi yang terdeteksi (Gambar 1). 

 
Gambar 1. Analisis Spektrum IR Senyawa Biopolymer Kitosan menggunakan software 
origin pro 

Spektrum IR yang diperoleh menunjukkan kemunculan gugus fungsi khas senyawa 
kitosan yaitu gugus amina (NH2) pada panjang gelombang 1630,93 cm-1 dan gugus hi-
droksil (OH) pada panjang gelombang 3458,39 cm-1. Berdasarkan hasil analisis tersebut, 
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dapat dihitung nilai DD menggunakan persamaan 1. Perhitungan DD diperoleh bahwa 
DD senyawa kitosan hasil isolasi yakni 83,29%. 

Senyawa biopolimer kitosan memiliki kemampuan sebagai antibakteri terhadap 
bakteri S.aureus. Pengujian zona hambat antibakteri senyawa biopolymer kitosan telah 
dilakukan sebanyak 30 kali percobaan dengan variasi parameter jumlah koloni bakteri 
(100.000 CFU/ml dan 1.000.000 CFU/ml) dan konsentrasi larutan kitosan (5%, 10%, 20%, 
40%, dan 80%) (gambar 2). 

 
Gambar 2. Zona Hambat Bakteri S.aureus terhadap senyawa kitosan menggunakan softwareDe-
sign Expert 

Dari 30 kali percobaan, nilai zona hambat tertinggi sekitar 0,32-0,40 mm dan nilai 
zona hambat yang sering muncul dalam rentang 0,16-0,24 mm.s  

3.2. Response Surface Methodology (RSM) 

Hasil percobaan (gambar 2) menunjukkan hasil yang fluktuatif dan sulit menarik 
kesimpulan pasti terkait kemampuan kitosan sebagai antibakteri. Secara komputasi 
dapat dioptimalkan hasil eksperimen melalui pemodelan menggunakan metode response 
surface methodology (RSM) dengan pendekatan Central Composite Design (CCD) (Gambar 
3). 
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Gambar 3. Pemodelan Response Fitted Surface Variabel Jumlah Koloni dan Konsentrasi Kitosan 
Terhadap Zona Hambat Bakteri S.aureus menggunakan sortwareDesign Expert 

 

Pemodelan dengan pendekatan CCD teranalisis koefisien determinasi dalam bentuk 
R2, Adjusted R2, dan predicted R2. Secara statistic melalui pemodelan terevaluasi nilai 
p-value < 0,0001 dan F-value sebesar 13,46. Berdasarkan eksperimen yang telah dil-
akukan dihasilkan nilai R2 adalah 0,6083 yang menunjukkan model cukup mampu 
menjelaskan hubungan antara variable independent (konsentrasi kitosan dan jumlah 
koloni) dengan variable respon (zona hambat). Selain itu, teridentifikasi nilai koefisien 
adjusted R2 yaitu 56,31% yang berkorelasi dengan penyesuaian untuk menhitung jumlah 
variable dalam model. Adapun nilia lain yang teranalisis yakni nilai predicted R2 sebesar 
50,53%. Korelasi antara zona hambat hasil eksperimen dengan hasil prediksi dari 
pemodelan dapat mengevaluasi kinerja model, kekuatan prediksi, dan potensi galat 
(gambar 4). Korelasi grafik sumbu X dan Y merefleksikan kemampuan model untuk 
memprediksi nilai sebenarnya. Nilai prediksi jumlah koloni dan konsentrasi yang dapat 
disarankan agar zona hambatnya optimal yaitu 550.000 CFU/ml dan 42,5%. 
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Gambar 4. Grafik Hubungan Data Eksperimen dengan Prediksi Zona Hambat Bakteri S.aureus 
menggunakan software Design Expert 

Berdasarkan hasil analisis pemodelan menggunakan pendekatan CCD menunjuk-
kan bahwa akurasi dan kemampuan prediktif model masih dapat ditingkatkan. Untuk 
memperbaiki performa model, terdapat beberapa langkah yang dapat dilakukan yaitu 
peningkatan jumlah data eksperimen atau penambahan replikasi, serta memperluas 
rentang variabel untuk meningkatkan sensitifitas model. Selain itu, penambahan variabel 
interaksi dan efek kuadratik yang lebih kompleks perlu dipertimbangkan, terutama jika 
hubungan antar variabel tidak linear. Selanjutnya, untuk menguji ketahanan model ter-
hadap data baru dan memberikan estimasi akurasi prediktif yang lebih realistis, maka 
dapat menerapkan validasi silang (cross-validation). 

4. Pembahasan 

4.1. Senyawa Biopolimer Kitosan 

Biopolimer kitosan hasil isolasi dari cangkang kerang Mutiara (Pinctada maxima sp) 
teridentifikasi memiliki potensi sebagai antimikroba dan antibakteri yang baik karena 
memiliki kemurnian yang tinggi [10] [20]. Pembentukan senyawa kitosan diperkuat 
dengan teranalisisnya gugus fungsi amina (NH2) dan hidroksil (OH). Bahkan terindikasi 
kemunculan gugus glikosidik (C-O-C) yang merupakan parameter penting kitosan se-
bagai biopolimer rantai panjang (gambar 1). Kekhasan karakteristik kitosan yang teran-
alisis menjadi faktor penting dalam fungsi kitosan sebagai antibakteri. Kemampuan ki-
tosan sebagai antibakteri muncul akibat adanya gugus amina sebagai perusak sel pada 
bakteri S.aureus [21]. Selain itu, adanya interaksi elektrostatik antara kitosan kationik dan 
molekul anionic pada dinding sel bakteri yang menyebabkan kebocoran komponen in-
traselular sehingga bakteri S.aureus terhambat pertumbuhannya hingga menjadi mati. 

4.2. Response Surface Methodology (RSM) 

Eksperimen pengujian zona hambat bakteri s.aureus telah dilakukan sebanyak 30 
kali percobaan. Data hasil percobaan (gambar 2) menunjukkan bahwa data percobaan 
masih fluktuatif. Hal ini terjadi karena adanya pengaruh internal maupun ekternal saat 
pengambilan data percobaan. Kondisi ini mendorong dilakukannya optimalisasi proses 
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melalui pemodelan komputasi menggunakan RSM pendekatan CCD. Pendekatan ini 
sangat efektif dalam mengevaluasi efek interaksi berbagai elemen terhadap kualitas dan 
hasil produk [22]. CCD juga memiliki kemampuan dalam memahami hubungan kom-
pleks antar variable. Selain itu CCD sering digunakan dalam mendukung penelitian 
dasar yang memiliki jumah data yang sedikit sehingga mampu mengoptimalkan hasil 
prediksi melalui optimasi proses, formula, atau kombinasi dari kedua model. Optimal-
isasi komputasi melalui pemodelan dapat meningkatkan efisiensi biaya dan waktu 
penelitian. 

Hasil penelitian melalui eksperimen perhitungan zona hambat menunjukkan ki-
tosan mampu menghambat pertumbuhan bakteri s.aureus (gambar 2). Secara statistic 
besarnya variabilitas dalam data respon (output) dijelaskan melalui nilai koefisien de-
terminasi R2, adjusted R2, dan predicted R2. Berdasarkan data eksperimen nilai R2 
menunjukkan model yang cukup mampu menjelaskan hubungan antara variable inde-
penden (jumlah koloni bakteri dan konsentrasi kitosan) terhadap variable respon (zona 
hambat). Nilai R2 mendekati 1 berarti bahwa semakin baik model menjelaskan data [23]. 
Selain itu, nilai adjusted R2 lebih kecil daripada R2, maka beberapa variable dalam model 
kemungkinan tidak memberikan kontribusi yang relevan. Sedangkan kemampuan 
model dalam memprediksi nilai respon dapat terintegrasi dengan nilai predicted R2. 
Nilai predicted R2 juga lebih kecil dari R2 sehingga terjadi overfitting pada model (gam-
bar 3). 

Evaluasi model yang diperoleh berdasarkan data melalui pendekatan CCD teriden-
tifikasi melalui analisis ANOVA. Relevansi model secara statistic ditinjau melalui 
p-value dan F-value. Berdasarkan analisis nilai tersebut, model yang dihasilkan relevan 
terhadap hubungan jumlah koloni bakteri dan konsentrasi larutan kitosan dengan zona 
hambat bakteri yang signifikan. Selain itu, nilai lack of fit dengan P-value sebesar 0,081 
mengidentifikasi bahwa model cocok untuk memprediksi zona hambat. Fakta ini juga 
didukung melalui pemodelan 3D hubungan antar variable jumlah koloni bakteri, kon-
sentrasi kitosan, dan zona hambat. Selain model 3D, proyeksi zona hambat dibuat dalam 
garis kontur 2D korelasi antara jumlah koloni bakteri dengan konsentrasi kitosan (gam-
bar 3). Pola yang dibentuk menjelaskan bahwa semakin kecil jumlah koloni yang diikuti 
dengan meningkatnya konsentrasi kitosan menghasilkan zona hambat yang maksimum. 
Hal ini terjadi akibat penambahan jumlah kitosan berdampak pada peningkatan ke-
mampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri dan mempengaruhi aktivi-
tasnya[24]. 

Akurasi model terevaluasi melalui hubungan antara sumbu X dan sumbu Y yang 
mencerminkan kemampuan model memprediksi nilai actual. Sedangkan diagonal antara 
sumbu X dan sumbu Y mengevaluasi kinerja model, mengidentifikasi kekuatan prediksi, 
dan mengamati potensi galat. Dari aspek kesesuaian model, sebagian besar titik tersebar 
berdekatan dengan garis diagonal yang berarti model memiliki kemampuan yang cukup 
baik dlam memprediksi nilai respon. Beberapa titik terletak jauh dari garis diagonal yang 
mengindikasikan kesalahan prediksi pada titik tersebut. Sedangkan dari aspek penyeb-
aran titik teranalisis titik tersebar disekitar garis diagonal namun tidak berhimpitan. 
Kondisi ini menunjukkan terdapat variasi dalam data prediksi dibandingkan dengan 
data sebenarnya. Keberadaan titik jauh dari garis diagonal kemungkinan akibat ke-
mampuan menangkap pola dalam data (gambar 4). Berdasarkan hasil Analisa tersebut 
model memiliki kinerja prediksi dalam kategori baik sehingga perlu penambahan jumlah 
penyebaran titik dan perlu dilakukan validasi hasil prediksi. 
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5. Kesimpulan 

Cangkang kerang Mutiara (Pinctada maxima) telah berhasil ditransformasi menjadi 
biopolimer kitosan menggunakan metode isolasi microwave. Produk kitosan dikonfir-
masi dengan analisis spektrum IR teranalisis DD sebesar 83,29% dan munculnya gugus 
khas kitosan yakni gugus amina (NH2) dan gugus hidroksil (OH). Kitosan tersebut 
mampu dimanfaatkan sebagai antibakteri karena dapat menghambat pertumbuhan 
bakteri s.aureus dengan zona hambat 0,32 mm hingga 0,40 mm. Secara menyeluruh 30 
data eksperimen perhitungan zona hambat sangat fluktuatif, sehingga belum dapat di-
tarik kesimpulan secara actual. Oleh karena itu, hasil eksperimen dikombinasikan 
dengan komputasi pemodelan menggunakan RSM pendekaran CCD. Berdasarkan ana-
lisis statistic ANOVA variabilitas data respon (output) memperoleh nilai koefisien de-
terminasi R2 = 0,6083, adjusted R2 = 56,31%, dan predicted R2= 50,53%. Pemodelan 
terevaluasi secara statistic p-value < 0,0001 dan F-value sebesar 13,46. Kondisi ini meng-
gambarkan bahwa modelnya cukup mampu menjelaskan hubungan antara variable in-
dependent dengan variable respon. Namun, beberapa variable dalam model kemung-
kinan tidak memberikan kontribusi yang signifikan dan terjadi overfitting pada model. 
Tetapi, secara statistic model yang dihasilkan relevan terhadap hubungan jumlah koloni 
bakteri dan konsentrasi larutan kitosan dengan zona hambat bakteri yang signifikan. 
Nilai prediksi jumlah koloni dan konsentrasi yang disarankan agar zona hambatnya op-
timal yaitu 550.000 CFU/ml dan 42,5%. Dibandingkan dengan studi sebelumnya, 
penelitian menunjukkan relevansi dan keunggulan baik dari sisi sumber biomaterial lo-
kal maupun pendekatan metodologis. Untuk meningkatkan akurasi model, disaranan 
penambahan titik data eksperimen dan validasi terhadap hasil prediksi. Secara umum, 
penelitian berkontribusi terhadap pengembangan material antibakteri berbasis limbah 
biogenic lokal yang ramah lingkungan dan berpotensi untuk diaplikasikan dalam bidang 
medis. 

Ucapan Terima Kasih: Penelitian ini merupakan penelitian kolaborasi FT, FKIK, dan FMIPA 
Universitas Mataram. Sumber dana penelitian dari sumber Penerimaan Negara Bukan Pajak 
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