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PENDAHULUAN

Limbah merupakan hasil samping dari
berbagai aktivitas manusia yang berasal dari dan
proses industri, pertanian, dan domestik (Oktavia,

ABSTRACT

Industrial and biological wastes are major contributors to environmental pollution and
contain high levels of organic matter that can generate short-chain fatty acids (SCFA) through
microbial fermentation. SCFAs are important not only as bioenergy precursors in industrial
waste management but also as key biomarkers of gut microbiota activity in biological
samples. This review provides a comparative analysis of analytical methods used to detect
SCFAs in both industrial and biological matrices, focusing on High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC), Gas Chromatography with Flame lonization Detection (GC-FID),
and Liquid Chromatography—Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS). The findings reveal
that HPLC—particularly lon-Exclusion HPLC—is most effective for analyzing complex
industrial waste samples such as waste-activated sludge (WAS) and palm oil mill effluent
(POME), whereas GC-FID is more suitable for volatile-rich wastes like vinasse. Meanwhile,
LC-MS/MS demonstrates exceptional accuracy and sensitivity for biological matrices such as
feces, serum, and urine, allowing detection at ultra-trace concentrations. These insights
underscore the need for optimized, waste-specific detection techniques to enhance
environmental monitoring, waste valorization, and health-related SCFA research. Future
studies should focus on developing rapid, cost-effective, and loT-integrated detection systems
to support real-time monitoring of both industrial and biological wastes.

ABSTRAK

Review: Metode Untuk Mendeteksi Asam Lemak Rantai Pendek
(SCFA) dalam Proses Industri dan Biologis

Limbah industri dan limbah biologis merupakan sumber utama pencemaran lingkungan yang
mengandung kadar bahan organik tinggi dan berpotensi menghasilkan asam lemak rantai
pendek (short-chain fatty acids/SCFA) melalui proses fermentasi mikroba. SCFA berperan
penting tidak hanya sebagai prekursor bioenergi dalam pengelolaan limbah industri, tetapi
juga sebagai biomarker utama aktivitas mikrobiota usus pada sampel biologis. Kajian ini
membandingkan berbagai metode analitik yang digunakan untuk mendeteksi SCFA pada
kedua jenis limbah tersebut, yaitu High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), Gas
Chromatography dengan Flame lonization Detection (GC-FID), dan Liquid
Chromatography—Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS). Hasil analisis menunjukkan
bahwa HPLC, khususnya jenis lon-Exclusion HPLC, paling efektif untuk menganalisis limbah
industri kompleks seperti waste activated sludge (WAS) dan palm oil mill effluent (POME),
sementara GC-FID lebih sesuai untuk limbah yang kaya senyawa volatil seperti vinasse.
Untuk limbah biologis seperti feses, serum, dan urin, LC-MS/MS memberikan sensitivitas dan
akurasi tertinggi dalam mendeteksi SCFA pada kadar yang sangat rendah. Temuan ini
menegaskan pentingnya pemilihan metode deteksi yang sesuai dengan karakteristik limbah
guna meningkatkan efisiensi pengelolaan limbah, pemantauan lingkungan, serta penelitian
kesehatan berbasis SCFA. Arah penelitian selanjutnya perlu difokuskan pada pengembangan
sistem deteksi yang lebih cepat, hemat biaya, dan terintegrasi dengan teknologi Internet of
Things (10T) untuk mendukung pemantauan limbah industri dan biologis secara real-time.

Kata kunci: Asam Lemak Rantai Pendek, Deteksi SCFA, Limbah Industri, Limbah Biologis,
Kromatografi, LC-MS/MS

2018). Limbah dapat dikategorikan menjadi
berbagai jenis, termasuk limbah padat, cair, dan
gas, yang masing-masing memiliki karakteristik
dampak lingkungan yang berbeda.
Pengelolaan limbah yang efektif menjadi salah
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satu tantangan besar di era modern, pertumbuhan
populasi dan aktivitas industri yang terus
meningkat berkontribusi pada akumulasi limbah
(Purwanti, 2018). Tanpa pengelolaan yang tepat,
limbah dapat menyebabkan pencemaran,
kerusakan ekosistem, dan dampak kesehatan
serius bagi manusia dan makhluk hidup lainnya
(Yu et al., 2025).

Salah  satu aspek penting dalam
pengelolaan limbah adalah memahami kandungan
kimia dari limbah tersebut, termasuk senyawa-
senyawa tertentu yang dapat memiliki efek positif
atau negatif. Efek positifnya antara lain dapat
dimanfaatkan sebagai sumber energi alternatif,
bahan baku bioplastik, dan indikator aktivitas
mikroba yang bermanfaat dalam proses
bioremediasi. Namun, efek negatifnya meliputi
potensi pencemaran air dan tanah akibat
akumulasi asam organik berlebih, peningkatan
keasaman lingkungan yang dapat mengganggu
keseimbangan ekosistem, serta risiko toksisitas
bagi organisme akuatik dan manusia apabila
terpapar pada konsentrasi tinggi (Rakhmah et al.,
2023). Dalam konteks ini, limbah organik sering
mengandung asam lemak rantai pendek (Short-
Chain Fatty Acids/SCFA), yaitu asam lemak
organik dengan berat molekul rendah yang
dihasilkan melalui fermentasi mikroba (Aisah &
Octaria,  2024). SCFA  diklasifikasikan
berdasarkan panjang rantai karbon dan tingkat
saturasi (Olonimoyo et al., 2025; Xu et al., 2017)
serta berperan penting dalam berbagai proses
biologis dan lingkungan.

SCFA dihasilkan melalui proses fermentasi
oleh mikroorganisme dalam limbah organik,
termasuk limbah pertanian, makanan, dan
industri. Proses ini melibatkan pemecahan
karbohidrat kompleks di bawah kondisi tertentu,
yang dipengaruhi oleh aktivitas mikroba (Ahmed
et al., 2023; Gardana et al., 2017; Patel et al.,
2021; Wang et al., 2019). SCFA tidak hanya
berfungsi sebagai indikator kualitas limbah tetapi
juga memiliki potensi sebagai sumber energi atau
bahan baku untuk produk lain yang menunjukkan
keberhasilan proses fermentasi (Dias et al., 2024).
Dari sisi kesehatan manusia, SCFA berperan
penting karena dihasilkan melalui fermentasi serat
oleh mikrobiota usus (Koh et al., 2016). Senyawa
seperti asam asetat, asam propionat, dan asam
butirat berperan dalam menjaga kesehatan saluran
pencernaan, mengatur  peradangan,  serta
memengaruhi metabolisme glukosa (Patel et al.,
2021). Dengan demikian, kadar SCFA yang
seimbang dalam tubuh berkontribusi pada
pencegahan penyakit seperti diabetes dan
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kardiovaskular (Yali Wang et al., 2017). Urgensi
deteksi SCFA terletak pada kemampuannya untuk
menjadi indikator kondisi lingkungan dan
kesehatan, sehingga pemantauan yang akurat
terhadap senyawa ini sangat dibutuhkan.

Berbagai metode analitik telah digunakan
untuk mendeteksi SCFA, di antaranya
kromatografi gas (GC-FID), kromatografi cair
kinerja tinggi (HPLC), dan kromatografi cair-
spektrometri massa ganda (LC-MS/MS). Masing-
masing metode memiliki kelebihan dan
kekurangan dalam hal sensitivitas, waktu analisis,
dan biaya operasional (Lv et al., 2025; Thapa et
al., 2024. GC-FID dikenal sederhana dan
ekonomis untuk senyawa volatil, HPLC unggul
dalam akurasi dan analisis senyawa kompleks,
sedangkan LC-MS/MS menawarkan sensitivitas
tertinggi untuk mendeteksi SCFA dalam
konsentrasi sangat rendah. Analisis perbandingan
metode ini menjadi penting untuk menentukan
teknik paling efektif sesuai jenis sampel dan
tujuan analisis (Ke et al., 2025).

Saat ini, kemajuan signifikan telah dicapai
dalam pengembangan metode deteksi SCFA
menggunakan teknologi kromatografi dan
spektrometri. Namun, sebagian besar penelitian
masih berfokus pada optimasi sensitivitas dan
presisi di laboratorium berskala kecil. Sementara
itu, penerapannya dalam sistem pengelolaan
limbah terpadu dan pemantauan lingkungan
secara real-time masih terbatas. Belum banyak
penelitian yang membahas integrasi metode
deteksi SCFA dengan sistem sensor cerdas atau
teknologi berbasis Internet of Things (1oT) untuk
pemantauan berkelanjutan. Oleh karena itu,
terdapat peluang riset dalam pengembangan
metode deteksi yang cepat, portabel, dan ramah
lingkungan yang dapat mendukung efisiensi
analisis SCFA di berbagai jenis limbah dan
matriks biologis. Dengan demikian, tujuan dari
review ini adalah untuk menganalisis berbagai
metode deteksi SCFA, mengevaluasi efektivitas
dan akurasi masing-masing metode, serta
mengidentifikasi celah penelitian yang dapat
dikembangkan. Pemahaman menyeluruh terhadap
metodologi deteksi SCFA akan mendukung
pengelolaan  limbah yang lebih efisien,
berkelanjutan, dan berdampak positif bagi
kesehatan lingkungan dan manusia.

Metode Deteksi Short Chain Fatty Acid (SCFA)
dalam Limbah Industri

Limbah industri merupakan sisa atau
produk sampingan yang dihasilkan dari berbagai
proses produksi di sektor industri. Limbah ini
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dapat berupa limbah padat seperti sisa bahan
mentah dan kemasan, limbah cair seperti air
limbah proses yang mengandung bahan kimia,
serta limbah gas yang berupa emisi dari proses
industri (Martini et al., 2020). Limbah cair seperti
air limbah domestik maupun industri sering kali
mengandung  berbagai  kontaminan  yang
berpotensi mencemari sumber air jika tidak
dikelola dengan baik. Salah satu jenis limbah cair
yang signifikan adalah vinasse, yaitu produk
sampingan dari proses fermentasi gula untuk
produksi etanol. Vinasse dikenal memiliki
kandungan bahan organik dan anorganik yang
tinggi (Mayasri, 2023). Di sisi lain, limbah padat
seperti waste activated sludge (WAS) yang
berasal dari proses pengolahan air limbah juga
mengandung zat organik seperti protein dan
karbohidrat yang dapat dimanfaatkan kembali.
Sementara itu, palm oil mill effluent (POME)
merupakan limbah cair dari industri pengolahan
minyak sawit yang kaya akan bahan organik.
Ketiga jenis limbah tersebut vinasse, WAS, dan
POME  memiliki potensi besar  untuk
dimanfaatkan dalam produksi SCFA yang bernilai
ekonomis sekaligus ramah lingkungan (Singh et
al., 2019) .

Dalam konteks pengelolaan limbah
berkelanjutan, vinasse, WAS, dan POME menjadi
fokus utama karena kandungan organiknya yang
tinggi memungkinkan proses pencernaan
anaerobik (anaerobic digestion) menghasilkan
berbagai senyawa bernilai tambah, termasuk
SCFA. Pada proses ini, SCFA seperti asam asetat
(C2), asam propionat (Cs), dan asam butirat (Ca)
berperan sebagai produk antara yang penting
dalam konversi bahan organik menjadi biogas
(Veranica et al., 2024; Silva et al., 2021).

Namun, akumulasi SCFA dalam jumlah
tinggi dapat berdampak negatif terhadap
lingkungan, apabila limbah dibuang tanpa
pengolahan yang memadai (Khair et al., 2023).
Oleh karena itu, pemantauan kadar SCFA menjadi
aspek penting dalam pengelolaan limbah organik.
Konsentrasi SCFA yang melebihi kisaran 300—
500 mg/L telah dilaporkan dapat mengindikasikan
potensi pencemaran, meskipun ambang batas
resmi secara regulasi belum ditetapkan (Michel &
Prat, 2016). Selain itu, pada WAS, proses
pencernaan anaerobik menghasilkan SCFA
sebagai tahap antara menuju pembentukan
metana. SCFA berperan penting dalam proses
penghilangan nitrogen dan fosfor, serta dapat
dimanfaatkan sebagai bahan baku plastik
biodegradable (Primec et al., 2017; Xu et al.,
2017). Dengan demikian, keberadaan SCFA
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dalam WAS bukan hanya indikator degradasi
organik, tetapi juga peluang pemanfaatan energi
dan sumber daya baru.

POME juga memiliki karakteristik serupa,
yaitu kaya bahan organik yang dapat difermentasi
menjadi SCFA. Proses pencernaan anaerobik
pada POME melibatkan empat fase utama:
hidrolisis, asidogenesis, asetogenesis, dan
metanogenesis. SCFA berfungsi sebagai sumber
karbon utama dalam pembentukan metana (Y.
Chen et al., 2018). Dengan demikian, deteksi dan
pemanfaatan SCFA dari vinasse, WAS, dan
POME tidak hanya memban-tu mengurangi
dampak pencemaran, tetapi juga berkontribusi
pada  produksi energi terbarukan dan
pengembangan bahan baku berkelanjutan.

Untuk mendukung pengelolaan limbah
tersebut, berbagai metode analisis digunakan
sebagaimana ditampilkan pada Tabel 1, yang
memuat perbandingan alat, kondisi operasi, hasil
deteksi, serta kelebihan dan kekurangan masing-
masing metode. Secara umum, deteksi SCFA
dilakukan setelah proses pra-perlakuan seperti
sentrifugasi, penyaringan, dan pengenceran
sampel (Pruksatrakul et al., 2017).

Limbah cair dan padat seperti vinasse,
WAS, serta POME memiliki potensi besar dalam
menghasilkan SCFA yang bernilai ekonomis dan
ramah lingkungan lingkungan (Nemutudi et al.,
2025; Xin et al., 2025; Zheng et al., 2025). Hasil
kajian terhadap berbagai metode analisis
menunjukkan bahwa HPLC, khususnya jenis lon-
Exclusion HPLC, memberikan hasil deteksi
SCFA yang lebih tinggi dan akurat dibandingkan
Gas Chromatography with Flame Ionization
Detection (GC-FID), terutama pada limbah WAS.
Penggunaan HPLC menghasilkan konsentrasi
SCFA sebesar 2.450,3 mg COD/L pada dosis 20%
konsorsium  Alginate-Degrading  Consortium
(ADC), sedangkan GC-FID menunjukkan hasil
lebih rendah, seperti 271,1 mg COD/g VSS pada
sampel serupa. HPLC memiliki keunggulan
dalam memisahkan dan mengidentifikasi senyawa
organik kompleks dengan presisi tinggi serta
mampu mendeteksi berbagai komponen SCFA
secara simultan dalam satu kali analisis dengan
kondisi operasi yang terstandarisasi (Calvigioni et
al., 2023).
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Table 1. Detection of Short Chain Fatty Acids (SCFA) in Industrial Waste

Limbah, Referensi Dilsll:si Kondisi Operasi Hasil Kekurangan dan Kelebihan
Waste Activated High-Performance Kondisi operasi (HPLC) menggunakan /on- Konsentrasi SCFA . Kelebihan utama dari metode ini adalah peningkatan signifikan dalam konsentrasi asam
Sludge (WAS), Ma  Liquid Exclusion HPLC (Waters €2695, kolom pada dosis Alginate- lemak rantai pendek dalam cairan fermentasi mencapai 7471,7 mg COD/L, yang jauh lebih
et al., 2024) Chromatography Aminex HPX-87H, Bio-Rad). Kolom Aminex  Degrading tinggi dibandingkan dengan kontrol. Selain itu, perlakuan CaO, secara efektif
(HPLC) HPX-87 H (300 x 7,8 mm, BioRad). Analisis  Consortium (ADC) menghilangkan ion fosfat dan karbonat, yang dapat mengganggu proses ekstraksi SCFAs.
HPLC dilakukan pada suhu 60°C, dengan fase ~ 10% sebesar 1.981,7 Metode ini juga menunjukkan penghematan biaya yang signifikan dalam penggunaan
gerak HsSO, mM pada 0,6 mL/mnt dan mgCOD/L dan pada sumber karbon tambahan, menjadikannya solusi yang lebih ekonomis dan berkelanjutan
panjang gelombang deteksi 210 nm. dosis 20%, sebesar untuk pengolahan limbah di instalasi pengolahan air limbah.

2.450,3 mg COD/L. Kekurangan metode ini perlakuan kalsium peroksida (CaO,) ini mungkin memerlukan biaya
awal yang lebih tinggi untuk pengadaan bahan dan peralatan. Selain itu, ada potensi
peningkatan kompleksitas dalam proses pengolahan lumpur aktif yang dapat memerlukan
pemantauan dan pengendalian yang lebih ketat untuk mencapai hasil yang optimal.

Vinasse, (Cabrera- Gas Chromatography  GC/FID dengan kolom (30 m X 0,54 mm x 40  Konsentrasi  total Kelebihan dari metode ini yaitu dari kombinasi kedua reaktor adalah efisiensi penghilangan

Diaz et al., 2017)

Waste Activated
Sludge (WAS),
(Feng et al., 2009)

Palm  0Oil Mill
Effluent (POME),
(Pruksatrakul et al.,
2017)

with Flame
Ionization Detection
(GC/FID) type

(GC/FID-2010,
Shimadzu, Jepang)

High-Performance
Liquid
Chromatography
(HPLC) #pe ODS
Hypersil, Thermo,
UsS.4

Gas Chromatography
with Flame
Ionization Detection
(GC/FID) type
Agilent 6890 (Agilent
Technologies,  Palo
Alto, CA, US4)

um). H, digunakan sebagai gas pembawa pada
aliran total 27 mL min~'. Sampel disuntikkan
pada suhu 160°C dengan split 1:5. Suhu
detektor diatur pada 170°C, suhu oven
awalnya dipertahankan pada 35°C selama 2
menit kemudian ditingkatkan suhu pada 60°C
min ™! hingga 170°C.

Kondisi operasi HPLC menggunakan kolom
fase terbalik dengan panjang 250 mm dan
diameter 4,6 mm. Fase gerak dengan
campuran air dan metanol dalam rasio 80:20
(v/v) dengan pH 3,0. Kecepatan aliran diatur
pada 0,8 mL/menit dan suhu kolom dijaga
pada 30°C

GC/FID dengan gas pembawa helium
(kemurnian 99,999%) pada laju aliran 2,0
mL/menit. Kolom kapiler polietilen glikol
HP-INNOWax (30m x 0,25 mm x 0,25 um).
Program suhu oven suhu awal, 95°C
kemudian di tingkatkan menjadi 140°C pada
10°C min™' hingga peningkat akhir pada suhu
200°C sedangkan pada suhu 40°C min’
ditahan selama 5 menit. Suhu detektor adalah
240°C kemudian volume injeksi sampel
sebanyak 2,0 uL dalam mode split (20:1).

asam lemak volatil
sebesar 1,31+0,41 g
L

Konsentrasi SCFA
mencapai 520,1 mg
COD per gram
volatile  suspended
solids.

Konsentrasi Asam
asetat terdeteksi
rentang 15 hingga
46 mM. Asam
propionat dan butirat
4 hingga 7 mM dan
4 hingga 11 mM

COD yang tinggi mencapai 86,7%. Sistem ini juga menghasilkan kandungan CHa yang lebih
tinggi dan H-S yang lebih rendah dibandingkan dengan reaktor UASB yang berdiri sendiri.
Selain itu, pengaturan rasio sulfat terhadap COD terbukti signifikan dalam meningkatkan
kualitas biogas yang dihasilkan.

Kekurangan: Metode anaerobic digestion menggunakan sistem UASB dan APBR memiliki
beberapa kekurangan, seperti kebutuhan akan peralatan yang mahal dan kompleksitas dalam
pengoperasian. Selain itu, reaktor UASB memerlukan waktu start-up yang lebih lama dan
berisiko mengalami washout biomassa. Pengaruh dari konsentrasi sulfat yang tinggi dapat
mempengaruhi kualitas biogas, terutama dalam menghasilkan H.S.

Kelebihan metode ini konsorsium pengurai alginat (ADC) meningkatkan produksi asam
lemak rantai pendek (SCFAs) hingga 1,78 kali lipat. ADC juga meningkatkan aktivitas enzim
dan mengurangi hidrofobisitas lumpur, meningkatkan efisiensi fermentasi lumpur aktif.
Kekurangan metode ini memerlukan waktu dan biaya untuk pengayaan konsorsium mikroba,
serta pemantauan yang lebih ketat. Risiko kontaminasi mikroba juga dapat mempengaruhi
hasil.

Kelebihan metode SI-LME yang dikombinasikan dengan GC-FID menunjukkan
keunggulan dalam hal presisi dan kecepatan ekstraksi asam lemak rantai pendek. Dengan
efisiensi ekstraksi hingga 90% dan penggunaan pelarut yang lebih sedikit, metode ini
merupakan pendekatan yang lebih ramah lingkungan. Selain itu, metode ini
memungkinkan pemantauan yang efektif terhadap kualitas biogas, menjadikannya alat
yang berguna dalam pengendalian kualitas di proses produksi biogas dari limbah pabrik
kelapa sawit.

Kekurangan metode ini dari segi efisien, mungkin memerlukan peralatan khusus yang
dapat meningkatkan biaya operasional. Selain itu, meskipun SI-LME (Sequential
Injection-Liquid ~Microextraction) mengurangi jumlah pelarut yang diperlukan
kompleksitas prosedur dan kebutuhan untuk pengoptimalan kondisi ekstraksi dapat
menjadi tantangan bagi laboratorium yang kurang berpengalaman.
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Di sisi lain, GC-FID tetap menjadi metode
penting dalam analisis senyawa volatil. Teknik ini
efektif dalam memisahkan dan mengukur
konsentrasi asam lemak rantai pendek seperti
pada vinasse, dengan hasil mencapai 1,31 g/L
total asam lemak volatil. Metode ini relatif lebih

sederhana, cepat, dan ekonomis dalam
operasional dan pemeliharaan (Muthmainna
Basma et al., 2023). Namun, keterbatasan
utamanya adalah ketidakmampuannya

mendeteksi senyawa non-volatil atau senyawa
yang mudah terurai pada suhu tinggi (Sanches-
Silva et al., 2004). Dengan demikian, pemilihan
metode analisis SCFA harus mempertimbangkan
karakteristik limbah dan tujuan analisis. Untuk
analisis kuantitatif dan karakterisasi komprehensif
SCFA pada limbah kompleks seperti WAS dan
POME, HPLC merupakan metode yang paling
akurat. Sementara itu, GC-FID tetap relevan
untuk analisis cepat terhadap senyawa volatil
seperti pada vinasse. Kombinasi keduanya dapat
memberikan pendekatan analisis yang lebih
menyeluruh bagi pengelolaan limbah industri
menuju energi terbarukan dan ekonomi sirkular.

Metode Deteksi Short Chain Fatty Acid (SCFA)
dalam Limbah Biologis

Limbah biologis merupakan bahan sisa
yang dihasilkan dari aktivitas biologis dan
berpotensi mengandung patogen, sehingga
memerlukan pengelolaan khusus untuk mencegah
risiko kesehatan (Apriyani, 2017). Proses
penguraian bahan organik oleh mikroorganisme
tejadi  melalui  sistem  enzimatik  yang
menghasilkan karbon dioksida, air, dan energi.
Salah satu hasil metabolisme penting dari proses
tersebut adalah SCFA, yaitu asam organik rantai
pendek yang berperan besar dalam berbagai
proses biologis (Den Besten et al., 2013). SCFA
dihasilkan oleh mikroorganisme dalam saluran
pencernaan melalui fermentasi polisakarida,
oligosakarida, protein, peptida, dan glikoprotein
di usus besar (Pekmez et al.,, 2020). Proses
fermentasi anaerobik ini memecah bahan organik
menjadi SCFA, disertai pembentukan gas seperti
COz, CH4, dan H2 (McDonald et al., 2018; Zhu et
al., 2017). Sekitar 95% SCFA terdiri dari tiga
komponen utama: asam asetat, asam propionat,
dan asam butirat. Asam asetat ditemukan dalam
kadar tertinggi baik di usus besar maupun tinja,
sedangkan asam butirat dan isobutirat berfungsi
sebagai sumber energi utama bagi sel kolonosit
(Primec et al., 2017). Meskipun diproduksi
terutama di saluran pencernaan, SCFA juga
berperan penting di luar sistem pencernaan.

Jurnal Sains Natural Universitas Nusa Bangsa

Molekul ini memengaruhi berbagai kondisi
patologis seperti penyakit inflamasi, diabetes tipe
11, obesitas, kanker, dan gangguan kardiovaskular
melalui efeknya terhadap sistem imun (Yao et al.,
2022).

Mekanisme kerja SCFA terhadap sistem
kekebalan tubuh memodulasi sistem kekebalan
dan proses inflamasi melalui dua mekanisme
utama. Pertama, melalui transduksi sinyal sel,
SCFA berinteraksi langsung dengan reseptor
berpasangan protein G (G-protein-coupled
receptors, GPCR) seperti FFAR2, FFAR3, dan
GPR109A, yang terdapat di permukaan sel imun.
Aktivasi reseptor ini mengatur jalur pensinyalan
seperti MAPK dan NF-kB, serta memengaruhi
konsentrasi Ca?* intraseluler dan sintesis cAMP.
Kedua, SCFA dapat menembus membran sel
melalui difusi pasif atau protein transpor tertentu,
menghambat enzim histon deasetilase (HDAC)
yang berperan dalam regulasi ekspresi gen
melalui modifikasi kromatin (Pikir & Hermawan,
2022; Pluznick et al., 2013; Tain, 2021). (Pikir &
Hermawan, 2022; Pluznick et al., 2013; Tain,
2021). Dengan demikian, SCFA dapat menekan
peradangan dan mendukung keseimbangan sistem
imun dengan menurunkan aktivitas makrofag,
neutrofil, dan sel dendritik serta memengaruhi
diferensiasi sel T dan B (De Vos et al., 2022; Rios-
Covian et al.,, 2016). Selain itu, SCFA juga
berperan dalam regulasi sel T regulator (Treg)
yang penting untuk menjaga homeostasis imun.
SCFA mendukung fungsi Treg melalui
penghambatan HDAC serta menurunkan kadar
kolesterol low-density lipoprotein (LDL) dan
very-low-density lipoprotein (VLDL), yang
berkontribusi dalam pencegahan arterosklerosis
(Arpaia et al., 2013; Haghikia et al., 2022). Lebih
lanjut, SCFA berperan dalam homeostasis
glukosa dengan merangsang sel mukosa kolon
untuk memproduksi glucagon-like peptide 1
(GLP-1) melalui aktivasi reseptor FFAR2, serta
meningkatkan proliferasi sel beta pankreas (Villa
et al., 2016; Tolhurst et al., 2012).

SCFA  sebagai  biomarker  biologis
menunjukkan potensi besar sebagai biomarker
untuk berbagai kondisi metabolik dan inflamasi.
Sebagai molekul yang mencerminkan aktivitas
mikrobiota, profil SCFA dapat digunakan untuk
mengevaluasi kondisi fisiologis tubuh, serta
memprediksi risiko penyakit kronis. Dengan
peran biologisnya yang luas, SCFA tidak hanya
dianggap sebagai produk metabolisme akhir,
tetapi juga sebagai indikator penting dalam status
kesehatan dan penyakit. Oleh karena itu,
identifikasi dan kuantifikasi SCFA dalam
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berbagai sampel biologis (feses, urin, serum)
menjadi langkah krusial untuk diagnosis dini,
pemantauan terapi, dan pengembangan target obat
baru (Ashaq et al., 2022). Untuk mendapatkan
hasil yang akurat, diperlukan metodologi analitik
yang sensitif dan terstandarisasi. Proses persiapan
dan derivatisasi sampel sangat memengaruhi hasil
analisis SCFA. Rincian metodologi tersebut
ditampilkan pada Tabel 2, yang memuat tahapan
pra-analisis dan kondisi uji untuk berbagai jenis
sampel biologis berdasarkan beberapa penelitian
terkini.

Setelah memahami pentingnya deteksi
SCFA pada matriks biologis, analisis serupa juga
relevan diterapkan pada berbagai jenis limbah
industri yang mengandung bahan organik tinggi.
Limbah seperti vinasse, WAS, dan POME
merupakan sumber potensial pembentukan SCFA
melalui proses fermentasi anaerobik. Berbagai
penelitian telah mengkaji efektivitas metode
HPLC dan GC-FID dalam mendeteksi SCFA dari
limbah-limbah tersebut. Rangkuman hasil
penelitian tersebut ditampilkan pada Tabel 3.

Short-chain fatty acids (SCFA) berperan
penting  dalam  menjaga  keseimbangan

metabolisme dan sistem kekebalan tubuh
manusia, serta berpotensi sebagai biomarker
untuk berbagai penyakit metabolik dan inflamasi
(Choe, 2025; Mannochio-russo et al., 2025;
Nayak et al., 2025). Analisis SCFA menggunakan
metode LC-MS/MS terbukti paling efektif karena
mampu mendeteksi konsentrasi sangat rendah
dengan akurasi dan sensitivitas tinggi pada
berbagai matriks biologis. Profil SCFA berbeda
antar jenis sampel: asam asetat mendominasi pada
feses dan serum, sedangkan asam propionat dan
butirat ditemukan dalam kadar lebih rendah
namun signifikan pada urin, konsentrasi SCFA
jauh lebih kecil dan bervariasi antar individu (Kim
et al., 2014). Perbedaan ini mencerminkan proses
biologis yang berbeda fermentasi mikrobiota di
kolon, distribusi sistemik dalam darah, dan
ekskresi metabolik melalui urin. Dengan
demikian, LC-MS/MS menjadi alat penting untuk
memahami peran fisiologis SCFA sekaligus
mendukung diagnosis dini, serta pengembangan
terapi berbasis metabolit mikrobiota (Chalova et
al., 2023).

Table 2. Pre-Analysis Stages And Test Conditions For Various Types Of Biological Samples

Jenis Tahapan Persiapan Kondisi Operasi / Perlakuan Referensi
Sampel Utama
Pengenceran dan homogenisasi Disentrifugasi 13,2 gram, 20 menit, 4
Feses dengan larutan NaOH 5 mM yang °C; supernatan diambil untuk (Ramos-Garcia
mengandung internal standard  derivatisasi dengan propanol/piridin et al., 2022)
(asam kaproat-Ds) dan propil kloroformat
Pencampuran sampel denean Derivatisasi menggunakan
. P pe £ propanol/piridin (3:2) dan propil (Ramos-Garcia
Urin NaOH 5 mM dan internal ) }
standard kloroformat; 'ekstra.ks1 dengan n- etal., 2022)
heksana, sentrifugasi 2,000 g, 25°C
Presipitasi protein menggunakan Ink}l basi Flalam ©s 20 menit; (Shafaei et al.,
Serum o e sentrifugasi dan pemisahan fase
asetonitril dingin . 2021)
asetonitril
(Chen et al.,
Semua Penvimpanan pascanersiapan Disimpan pada suhu —80°C sebelum  2019; Mayo-
sampel yimp pascap p analisis GC/FID atau HPLC Martinez et al.,
2024)
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Table 3. Detection of Short Chain Fatty Acids (SCFA) in Biological Waste

Limbah, Referensi

Alat Deteksi

Kondisi Operasi

Hasil

Kekurangan dan Kelebihan

Urine dan Feses,
(Ramos-Garcia et al.,
2022)

Feses, (Han et al.,
2015)
Plasma , (Mayo-

Martinez et al., 2024)

Gas Chromatography-Mass
Spectrometry (GC-MS) type
Agilent 7890B yang
digabungkan dengan detektor
spektrometri massa
quadrupole Agilent 59774
(Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA)

Liquid  Chromatography-
Tandem Mass Spectrometry
type

Ultimate 3000 RSLC (LC-
MS/MS)  (Dionex  Inc.,
Amsterdam, Belanda)
digabung dengan
spektrometer massa triple-
quadrupole 4000 QTRAP
(AB Sciex, Concord, ON,
Kanada)

Liquid Chromatography
Quadrupole Mass
Spectrometry LC-QqQ-MS
type Degasser (seri 1260
Infinity, Agilent)
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GC-MS dengan kolom kapiler HP-5 MS dan
injeksi dalam mode split dengan rasio 10:1.
Suhu oven 50°C selama 2 menit, kemudian
dinaikkan hingga 290°C selama 8 menit. Gas
pembawa helium dengan aliran 1 mL/menit,
temperatur inlet dan transfer line diatur pada
260°C dan 290°C, dengan energi elektron
diatur pada -70 eV.

LC-MS/MS menggunakan pemisahan
kromatografi dilakukan pada kolom UPLC
Waters BEH C18 (2,1 100 mm, 1,7mm),
menggunakan air:asam format (100:0,01, v/v;
pelarut A) dan asetonitril:asam format
(100:0,01, v/v; pelarut B) sebagai fase gerak
untuk elusi gradien. Laju aliran kolom adalah
0,35 mL minl; suhu kolom adalah 40°C, dan
autosampler dijaga pada 5°C. Gradien elusi
pelarut biner dioptimalkan pada 15% B selama
2 menit, 15%-55% B dalam 9 menit, dan
kemudian ditahan pada 100% B selama 1
menit. Kolom diseimbangkan selama 3 menit
pada 15% B di antara injeksi.

LC-QqQ-MS menggunakan kolom fase
terbalik (Acquity BEH C8) dengan ukuran 100
mm x 2,1 mm dan partikel 1,7 um, dipanaskan
suhu 60°C. Aliran mobile phase 0,350
mL/menit, dengan dua eluen: eluen A terdiri
dari 5% asetonitril (ACN) dan 0,1% asam
format dalam air u/trapure, sedangkan eluen B
adalah 0.1% asam format dalam ACN.

Kadar asam asetat 1.

yaitu 2 hingga 8593
uM, konsentrasi
asam propionat 0,5
hingga 8927 uM dan

konsentrasi asam
butirat 0,1 hingga
1619 uM. 2.
Konsentrasi SCFA 1

antara 93,1% hingga
108,4%

SCFA dalam plasma 1.

dan feses dengan
konsentrasi  antara
0,2 hingga 200 uM
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Kelebihan metode ini menunjukkan kemampuan untuk mengukur
SCFAs dan BCAAs secara akurat dalam volume sampel yang
kecil, dengan validasi yang menunjukkan akurasi dan presisi
tinggi. Penelitian ini juga memberikan referensi konsentrasi
metabolit di dalam feses dan urin, serta mengidentifikasi
perbedaan signifikan antara ibu dan bayi, yang penting untuk
memahami kesehatan mikrobiota dan dampak gizi.

Kekurangan metode ini memerlukan derivatisasi dan langkah
analisis yang kompleks, yang dapat meningkatkan waktu dan
biaya. Selain itu, pengambilan sampel urin dari bayi baru lahir
dapat menimbulkan tantangan, dan potensi kontaminasi dari alat
pengumpul dapat mempengaruhi hasil.

. Kelebihan metode ini menunjukkan sensitivitas tinggi dengan

batas deteksi yang sangat rendah (femtomolar) dan akurasi
kuantifikasi yang baik (93—-108%). Penggunaan derivatisasi
dengan 3-nitrophenylhydrazine (3-NPH) memungkinkan analisis
yang stabil dan dapat diandalkan, meningkatkan pemahaman
tentang peran SCFAs dalam kesehatan manusia. Penelitian ini
juga memberikan wawasan baru tentang hubungan antara
metabolit dan kondisi kesehatan.

. Kekurangan metode ini memerlukan langkah derivatisasi yang

kompleks, yang dapat menambah waktu analisis. Selain itu, ada
risiko potensi kehilangan senyawa selama proses derivatisasi dan
analisis.

Kelebihan metode ini mencakup akurasi dan presisi tinggi
dalam kuantifikasi asam lemak rantai pendek (SCFAs), serta
kemampuan untuk menganalisis beberapa jenis SCFAs secara
simultan. Waktu analisis yang singkat dan sensitivitas terhadap
konsentrasi rendah dalam matriks biologis menjadikannya
pilihan yang efisien untuk penelitian.

Kekurangan pada netode ini yaitu kebutuhan akan peralatan
mahal dan prosedur yang kompleks, yang memerlukan
keahlian teknis tinggi. Hasil analisis juga dapat dipengaruhi
oleh efek matriks, dan meskipun analisisnya cepat, waktu
persiapan sampel dapat mengurangi efisiensi. Selain itu,
penggunaan bahan kimia berpotensi menghasilkan limbah
berbahaya yang memerlukan pengelolaan ketat.



Serum, (Shafaei et al.,
2021)

Liquid  Chromatography-
Tandem Mass Spectrometry
(LC-MS/MS) type Thermo
Scientific Ultimate 3000

Serum, ( Chen et al.,
2019)

Liquid  Chromatography-
Tandem Mass Spectrometry
(LC MS/MS) type Thermo
Fisher  Scientific  Inc.,
Waltham, MA, AS
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LC-MS/MS menggunakan Sampel yang
dipisahkan pada kolom Thermo Hypersil aQ
dan ACE C18-PFP (100 mm x ID 2,1 mm,
partikel 1,7 um) dengan fase gerak air (A) dan
asetonitril (B). Kondisi awal fase gerak adalah
99% A dan 1% B, ditahan selama 2 menit,
kemudian A dikurangi menjadi 90% selama 2
menit, dan 10% selama 5 menit. Laju aliran
0,2 mL/min dan suhu kolom 30°C. Suhu
kolom ditetapkan pada 45°C dengan laju aliran
0,3 mL/min dan volume injeksi 2 pL. Ionisasi
elektrospray mode ion negatif dengan
tegangan semprotan 2500 V, suhu gas
tambahan 350°C, dan suhu kapiler 350°C.

LC MS/MS menggunakan kolom AscentisVR
Express Phenyl-Hexyl (5 cm 2,1 mm ID, 2,7
Im, Supelco, Inc., Bellefonte, PA, USA) pada
suhu 45°C. Volume injeksi 1,0 IL dan fase
gerak 5 mM amonium asetat berair (A),
isopropanol (B) dan metanol (C) pada laju
aliran 200 1L/menit. Elusi gradien berikut
diterapkan selama 5 menit 65% A dan 35% C;
0,5-1,0 menit 30% A, 20% B, 50% C; 1,04,5
menit 5% A, 30% B, 65% C; 4,5-5,0 menit
33% B, 67% C; rasio ini dipertahankan selama
8,0 menit; 8,0-10,0 menit. Tegangan semprot
3000 V. Nitrogen sebagai gas selubung dan
gas tambahan ditetapkan pada 50 psi dan 10
psi. Suhu vaporizer dan suhu kapiler 350°C
dan 200°C. Tekanan gas tabrakan (argon) 1,8
mTorr.

Konsentrasi  asam
asetat 14,627 ng/mL
pada kolam 1 dan
14,933 ng/mL

pada kolam 2. Asam
propionat
konsentrasi 1,271
ng/mL di kolam 1
dan 1,200 ng/mL di
kolam 2. Asam
butirat konsentrasi
1,387 ng/mL pada
kolam 1 dan 1,479

ng/mL pada kolam 2.
SCFA yang
dihasilkan

konsentrasi asam
butirat (FA 4:0)
tercatat sebesar
162,4 + 76,4
umol/L, asam
kaproat (FA 6:0)

mencapai 2,0 + 2,5
umol/L..

1.

1.

2.

Kelebihan metode ini menunjukkan kemampuan deteksi yang
sangat sensitif, dengan batas deteksi rendah (1-7 ng/mL) dan
pemulihan yang baik (94-114%). Penggunaan kromatografi
dan spektrometri massa yang tinggi resolusi memungkinkan
identifikasi yang akurat dan pengukuran SCFAs dalam serum,
yang penting untuk memahami hubungan antara kesehatan
usus dan penyakit. Metode ini juga menunjukkan potensi untuk
aplikasi klinis dalam pemantauan kesehatan.

Metode ini memerlukan langkah derivatisasi yang kompleks
untuk meningkatkan sensitivitas dan mengurangi interferensi,
yang dapat menambah waktu dan biaya analisis. Selain itu,
kehadiran senyawa isomerik dapat mempengaruhi akurasi
hasil.

Kelebihan Metode ini menunjukkan sensitivitas tinggi dengan
batas deteksi yang rendah (5 pmoL untuk FA 4:0 dan 0.12
pmoL untuk FA 6:0). Selain itu, metode ini mampu mengukur
bentuk esterifikasi dan bentuk bebas SCFAs secara akurat
dalam serum manusia, memberikan wawasan penting tentang
hubungan antara SCFAs dan kesehatan.

Kekurangan Metode ini memerlukan langkah derivatisasi yang
kompleks, yang dapat menambah waktu dan biaya analisis.
Selain itu, ada potensi interferensi dari senyawa lain yang dapat
mempengaruhi akurasi hasil.
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KESIMPULAN

Analisis berbagai jenis limbah menunjukkan
HPLC merupakan metode paling efektif untuk
mendeteksi SCFA pada limbah industri seperti
WAS dan POME karena mampu memberikan
hasil akurat pada senyawa kompleks, sedangkan
GC-FID lebih sesuai untuk limbah yang
mengandung senyawa volatil seperti vinasse.
Sementara itu, untuk limbah biologis seperti feses,
serum, dan urin, metode LC-MS/MS
menunjukkan sensitivitas dan presisi tertinggi
dalam mengukur SCFA pada konsentrasi sangat
rendah. Temuan ini memiliki implikasi praktis
terhadap peningkatan efisiensi pengolahan limbah
dan pemantauan kesehatan lingkungan maupun
manusia melalui pemanfaatan SCFA sebagai
indikator biologis. Penelitian ke depan perlu
difokuskan pada pengembangan sistem deteksi
cepat, portabel, dan berkelanjutan, termasuk
integrasi teknologi sensor berbasis IoT dan
bioteknologi  mikroba, guna memperkuat
pengawasan real-time terhadap limbah industri
dan biologis dalam mendukung ekonomi sirkular
dan pengelolaan lingkungan berkelanjutan.
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