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ABSTRACT 
 

Tofu whey is a by-product obtained during tofu production that contains proteins and peptides, 
soluble carbohydrates, soy isoflavone, and minerals. This research aimed to characterize the functional 
properties of whey protein from tofu through separation using membranes with different pore sizes. The 
permeate resulted from Whatman No. 3 filtration was subjected to acidity (pH) and protein content 
measurement, while its protein profile was characterized by SDS-PAGE. electrophoresis. Additionally, this 
permeate was further sieved using ultrafiltration membranes with 30, 10, and 5 kDa cut-off. The 
corresponding filtrates were analyzed for antioxidant activity, isoflavone content, and ACE inhibitor activity. 
The tofu whey had a pH of 3.14, crude protein of 2 g/100 g sample, and soluble protein content of 
1.47mg/mL. The separation of protein bands using SDS-PAGE showed that the dominant protein or 
peptides in tofu whey had molecular weights below 18 kDa. The use of ultrafiltration membranes could 
increase the bioactivity of permeates. The filtrate resulting from the smallest membrane cut-off (i.e., 5 kDa) 
had a higher antioxidant activity, isoflavone content, and ACE inhibitory activity.  

 
Keywords: ACE inhibitor, antioxidant, bioactive peptide, isoflavone, whey 

ABSTRAK 
 

Whey tahu merupakan produk samping pengolahan tahu yang masih mengandung protein, gula 
sederhana, oligosakarida, mineral, dan isoflavon kedelai. Tujuan dari penelitian ini adalah mengkarak-
terisasi sifat fungsional dari whey tahu. Sampel yang dihasilkan dari penyaringan Whatman No. 3 diuji 
karakteristik derajat keasaman (pH) dan pengukuran kandungan protein, sedangkan profil protein 
dikarakterisasi dengan metode elektroforesis SDS-PAGE. Permeat selanjutnya disaring menggunakan 
membran ultrafiltrasi dengan cut-off sebesar 30, 10, dan 5 kDa. Filtrat yang dihasilkan digunakan untuk 
analisis aktivitas antioksidan, kandungan isoflavon dan aktivitas penghambatan kerja ACE. Whey tahu 
memiliki pH 3,14, kandungan protein kasar 2 g/100 g sampel, dan kandungan protein terlarut 1,47 mg/mL. 
Pemisahan pita protein menggunakan SDS-PAGE menunjukkan bahwa protein atau peptida dominan 
yang ada dalam whey tahu memiliki berat molekul di bawah 18 kDa. Penggunaan membran ultrafiltrasi 
dapat meningkatkan bioaktivitas permeat. Filtrat yang dihasilkan dari membran dengan cut-off yang paling 
kecil (5 kDa) memiliki aktivitas antioksidan, kandungan isoflavon dan aktivitas penghambatan kerja ACE 
yang tertinggi. 

 
Kata kunci: ACE inhibitor, antioksidan, isoflavon, peptida bioaktif, whey 

 

PENDAHULUAN1 

 
Tahu merupakan suatu produk yang dihasilkan 

dari proses pembentukan dadih susu kedelai yang 
banyak diminati dan mudah diperoleh di Indonesia. 
Proses pembentukan dadih tahu dikenal sebagai 
proses koagulasi. Jenis koagulan, konsentrasi dan 
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suhu koagulasi yang digunakan dapat memengaruhi 
hasil produksi tahu dan hasil samping produksinya 
yang berupa whey (Syah et al., 2015; Sitanggang et 
al., 2020a). Whey tahu adalah cairan bening berwar-
na kuning yang dihasilkan dari proses penyaringan 
dan pengepresan dadih susu kedelai. Pembuatan 
tahu yang menggunakan 1 kg kedelai dan ditambah-
kan 45 L air akan menghasilkan ±43,5 L whey tahu  
(Arinto et al., 2013). Whey tahu yang dibuang tanpa 
pengolahan lanjut ke lingkungan akan menyebabkan 
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terjadinya pengendapan zat-zat organik pada badan 
perairan, memicu terjadinya proses pembusukan 
dan perkembangan mikroorganisme patogen (Chua 
dan Liu, 2019).   

Whey tahu masih memiliki banyak nutrisi seper-
ti gula sederhana, oligosakarida, protein, peptida 
dan asam amino, isoflavon, serta berbagai mineral 
(Belén et al., 2013). Isoflavon, saponin dan peptida 
yang merupakan beberapa jenis senyawa bioaktif 
masih terdapat pada whey tahu (Chua dan Liu, 
2019). Hal inilah yang menjadikan whey tahu dapat 
dimanfaatkan sebagai salah satu sumber ingredien 
atau pangan fungsional. Pangan fungsional adalah 
pangan yang secara alami maupun yang telah mela-
lui proses, mengandung suatu atau lebih senyawa 
yang berdasarkan kajian ilmiah dianggap mempu-
nyai fungsi fisiologi yang bermanfaat bagi kesehatan 
(BPOM, 2011). 

Senyawa isoflavon yang terdapat pada whey 
tahu termasuk senyawa polifenol dari golongan 
flavonoid. Isoflavon yang terkandung dalam whey 
kedelai sekitar 50 mg/L (Muthia et al., 2017; Chua et 
al., 2018). Adanya proses fermentasi dan hidrolisis 
mampu meningkatkan aktivitas senyawa bioaktif se-
perti antioksidan (Nabilatul et al., 2014; Muthia et al., 
2017), isoflavon (Tu et al., 2019), serta aktivitas dari 
peptida bioaktif terutama pada aktivitas penghamba-
tan Angiotensin-I-Converting Enzyme (ACE) (Fung 
dan Liong, 2010). Efektivitas suatu peptida bioaktif 
dapat dilihat dari panjang rantai, jenis asam amino, 
urutan asam amino dan berat molekul peptida 
(Sitanggang et al., 2018). Panjang rantai 7-25 asam 
amino (MW 800-3000 Da) lebih aktif dibandingkan 
dengan panjang rantai <7 residu asam amino 
(MW<700-800 Da) (Capriotti et  al., 2015). Peptida 
bioaktif dengan berat molekul di bawah 1 kDa, jenis 
asam amino penyusun dan posisi asam amino da-
lam struktur peptida merupakan faktor-faktor yang 
paling dominan memengaruhi aktivitas peptida. 
Sitanggang et al. (2020b) melaporkan bahwa penya-
ringan membran ultrafiltrasi (UF) pada ukuran 5 kDa 
memiliki aktivitas peptida bioaktif tertinggi dalam hal 
aktivitas antioksidan, penghambatan ACE dan aktivi-
tas penghambatan α-glukosidase, sehingga dapat 
dikatakan bahwa penggunaan membran UF meru-
pakan salah satu metode yang baik untuk memper-
oleh fraksi peptida bioaktif dengan ukuran berat 
molekul yang berbeda-beda. Penelitian ini bertujuan 
mengkaji potensi peptida bioaktif whey tahu yang 
telah mengalami proses separasi menggunakan 
membran ultrafiltrasi. Beberapa aktivitas biologis 
yang dikarakterisasi adalah aktivitas antioksidan dan 
aktivitas penghambat kerja ACE. 

 
 
 

BAHAN DAN METODE 
 

Bahan 
Bahan yang digunakan untuk menghasilkan 

filtrat whey yakni Whatman No. 3 serta membran 
ultrafiltrasi (UF) terbuat dari polietersulfon (PES) 
dengan molecular weight cut-off (MWCO) sebesar 5, 
10, dan 30 kDa (Microdyn-Nadir, Jerman). Beberapa 
reagen seperti reagen untuk pengujian protein, 
asam askorbat, tris-HCl (pH 7-9), N,N,N′,N′-Tetra-
methylethylenediamine, poliakrilamida, asam asetat 
glasial, asetonitril, isoflavon (daidzein dan genistein), 
Hipuril-l-histidil-l-leusin (HHL), sodium dodesil sulfat 
(SDS), etil asetat, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinee-
thanesulfonic acid (HEPES), 1,1-diphenyl-2-picrylhy-
drazyl didapatkan dari Merck KGaA (Darmstadt, 
Jerman). Sementara itu, ACE didapatkan dari Xi’An 
Zebang Biological Technology CO., LTD (Republik 
Rakyat Cina), dan protein ladder 10-245 kDa (PT 1

st 

BASE, Singapura). 
 

Persiapan sampel whey tahu 
Penelitian ini diawali dengan penyaringan whey 

tahu dengan menggunakan kertas saring Whatman 
No. 3. Whey hasil penyaringan dianalisis karak-
teristik awalnya berupa pH dan kandungan protein 
(protein kasar dan terlarut), sementara profil protein-
nya diidentifikasi menggunakan metode elektrofo-
resis SDS-PAGE. Sebelum melakukan pengujian 
SDS-Page, terlebih dahulu sampel melewati proses 
defatting yang bertujuan menghilangkan gangguan 
berupa lemak yang mampu memengaruhi proses 
pergerakan protein. Selain itu, permeat disaring 
menggunakan membran UF berbagai ukuran yakni 
30 kDa, 10 kDa dan 5 kDa cut-off. Whey lolos saring 
Whatman No. 3 dan membran UF dikarakterisasi 
aktivitas biologisnya, yakni dengan menguji aktivitas 
antioksidan, kandungan isoflavon (daidzein dan 
genistein) dan aktivitas penghambatan kerja ACE. 

 
Analisis derajat keasaman 

Sampel whey tahu dipipet sebanyak 10 mL, 
dimasukkan ke dalam labu Erlenmeyer dan diukur 
nilai pHnya. pH meter (Ohaus Starter 3100, USA) 
terlebih dahulu dikalibrasi dengan larutan penyang-
ga pH 4,0 dan 7,0 (Nawangsari et al., 2012). 

 
Analisis proksimat kandungan protein kasar 

Sampel diambil sebanyak 3 g, kemudian dima-
sukkan ke dalam labu Kjeldahl. Sebanyak 5 g cam-
puran K2SO4 dan HgO (20:1) ditambahkan 10 mL 
H2SO4 dan dimasukkan ke dalam labu destruksi. 
Labu destruksi dipanaskan menggunakan suhu awal 
200-250°C sampai larutan tidak berasap lagi, lalu 
dilanjutkan dengan pemanasan pada suhu 300-
400°C hingga larutan dalam labu destruksi telah 
jernih. Larutan hasil destruksi diencerkan dengan 
akuades dan ditambahkan larutan NaOH 45% sam-
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pai larutan bersifat alkalis. Sampel didestilasi sam-
pai volume residu hanya 1/3 dari volume awal 
(Muskitta dan Tuapattinaya, 2016). Hasil destilasi 
dilanjutkan dengan proses titrasi dengan larutan HCl 
0.1 N sampai mencapai titik ekuivalen yang ditandai 
dengan warna keabu-abuan. Analisis kadar nitrogen 
dengan memperhitungkan VHCl= volume HCl (mL) 
yang digunakan untuk titrasi; NHCl= Normalitas HCl 
(0.1 N); W= berat sampel (g), dihitung menggunakan 
persamaan sebagai berikut: 

 

  N  
   l sampel x N  l x   

  sampel
 x               ) 

 
Perhitungan kadar protein dilakukan menggunakan 
faktor konversi sebagai berikut: 
 

  adar Protein (
g
    g⁄  bahan basah)   

 

  N x faktor konversi   ,  )              ) 
 

Analisis kandungan protein Lowry  
Protein terlarut yang terkandung dalam sampel 

dianalisis menggunakan metode Lowry. Sebelum di-
lakukan analisis, terlebih dahulu disiapkan reagen A 
(Na2CO3 2%-NaOH 0,1 N), reagen B (CuSO4.5H2O 
0,5%-Na.K.Tartarat 1%), reagen C dengan perban-
dingan antara A:B sebesar 60:1 dan reagen D yang 
terdiri dari Folin dan akuades dengan perbandingan 
1:1. Sebanyak 4 mL sampel ditambahkan dengan 
5.5 mL reagen C lalu divortex. Larutan didiamkan 
selama 15 menit pada suhu ruangan, lalu ditambah-
kan dengan reagen D sebanyak 0,5 mL, dan didiam-
kan kembali selama 30 menit. Absorbansi diukur 
pada panjang gelombang 650 nm menggunakan 
Genesys™     U –Vis Spectrophotometer (Thermo 
Scientific, USA) (Susanti dan Hidayat, 2017). Kon-
sentrasi protein (ppm, mg/mL) dihitung mengguna-
kan rumus sebagai berikut: 

 
 onsentrasi (ppm)  
 

absorbansi sampel

 lop
 x  aktor pengenceran         ) 

 

 adar Protein (mg m ) 
konsentrasi

    
          ) 

 
Identifikasi profil protein  

Identifikasi profil protein pada whey tahu dilaku-
kan dengan analisis Sodium dodecyl sulfate-poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Bio-
Rad, Singapura). Kandungan lemak sampel terlebih 
dahulu dihilangkan dengan ekstraksi menggunakan 
heksana. Sebanyak    μ  sampel hasil deffating di-
masukkan ke dalam microtube dan ditambahkan 10 
μ  buffer   ampuran tersebut dididihkan selama   

menit   ebanyak    μ  sampel dimasukkan ke 
dalam sumur (well). Konsentrasi yang digunakan da-
lam gel adalah 4% stacking gel dan 15% separating 
gel. Separasi dilakukan menggunakan tegangan 80 
V selama 20 menit, dan kemudian dinaikkan sebe-
sar 100 V (Sitanggang et al., 2020b). Setelah proses 
selesai, gel dikeluarkan lalu dimasukkan ke dalam 
larutan pewarna dan digoyangkan menggunakan 
alat rotary shakers. Gel yang telah diwarnai diren-
dam dalam air mendidih selama 10 menit. Mobilitas 
relatif sampel (Rf) dan perkiraan berat molekul (MW) 
protein atau peptida yang terpisah dihitung dengan 
persamaan sebagai berikut, dengan memasukkan 
a= koefisien mobilitas relatif; dan b= konstanta: 

 

 f  
jarak migrasi protein

jarak migrasi pewarna protein
           ) 

 
Log (MW) = a (Rf) + b                  ) 
 
. 
 
Pengukuran aktivitas antioksidan 

Pengukuranan aktivitas antioksidan dilakukan 
dengan metode DPPH. Sebanyak 0,3 mL whey tahu 
ditambahkan dengan 0,7 mL akuabides, lalu divor-
tex   elanjutnya,   m  larutan DPP      μM ditam-
bahkan dan campuran dihomogenisasi (Sitanggang 
et al., 2020c). Larutan yang telah homogen diinku-
basi selama 30 menit. Setelah itu, absorbansi sam-
pel diukur pada panjang gelombang 517 nm meng-
gunakan Genesys™     U –Vis Spectrophotome-
ter.  

 
 Penghambatan    
 

absorbansi blanko   absorbansi sampel

absorbansi blanko
 x           ) 

 
Pengukuran kandungan isoflavon: daidzein dan 
genistein  

Sebanyak 10 mL whey ditambah 2 mL fase ge-
rak, kemudian divortex. Sampel yang telah homogen 
disaring menggunakan membran  ,   μm untuk 
dianalisis menggunakan HPLC 1200 Series MWD 
(Agilent, USA). Sampel dianalisis menggunakan ko-
lom  ymmetry   8     x ,  mm,  μm,  himadzu 
Jepang) dengan fase gerak berupa campuran 0,1 % 
asam asetat: asetonitril (70:30 v/v) pada laju alir 1,0 
mL/menit dan suhu kolom 40°C (Liu et al., 2013). 
Setelah itu, kandungan isoflavon whey diukur meng-
gunakan detektor ultraviolet pada panjang gelom-
bang 260 nm. 

 

 otal  soflavon (
μg

g
) 
area intersep

slop
 x bobot sampel   8) 
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Pengukuran aktivitas ACE inhibitor 
Pengujian aktivitas penghambat kerja ACE dila-

kukan dengan cara     μ  larutan buffer substrat 
(6,7 mM hipuril-l-histidil-l-leusin dalam 50 mM 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HE 
PES) dengan 300 mM NaCl pH 8,3) dicampurkan 
dengan     μ  permeat dan dipre-inkubasi pada 
  °  selama   menit   ebanyak    μ  enzim angio-
tensin (0,33 U/mL) ditambahkan untuk memulai 
reaksi. Setelah diinkubasi selama 20 menit pada 
suhu 37°C, reaksi enzimatis dihentikan dengan pe-
nambahan 3 mL HCl 1 N (Sitanggang et al., 2020b). 
Asam hipurat yang terlepas akibat aksi dari ACE 
dihidrolisis dengan menggunakan 2,4 mL etil asetat, 
dan divorteks selama 2 menit. Sebanyak 1 mL lapi-
san bagian atas yang merupakan asam hipurat di-
ambil dan dievaporasi pada suhu 120°C selama 30 
menit. Sedimen yang tersisa kemudian dilarutkan 
dalam 1 mL akuades dan diukur absorbansinya 
pada panjang gelombang 228 nm menggunakan 
Genesys™     UV–Vis Spectrophotometer. Persen-
tase penghambatan dengan memasukkan a= Absor-
bansi larutan mengandung ACE tanpa sampel; b = 
Absorbansi larutan mengandung ACE yang telah 
diinaktivasi dengan HCl tanpa sampel; c= Absor-
bansi campuran ACE dan sampel; d= Absorbansi 
larutan mengandung ACE dan sampel yang telah 
diinaktivasi dengan HCl, dihitung sebagai berikut: 
 
Penghambatan   )  a b)  c d)a b x            9) 
 
Analisis statistik 

Data hasil pengujian dianalisis dengan one- 
way ANOVA dengan uji lanjut Tukey. Perangkat 
lunak statistik yang digunakan adalah SPSS 22.00 
(IBM, AS).  

HASIL DAN PEMBAHASAN 
 

Karakteristik awal  
Hasil analisis derajat keasaman (pH) whey tahu 

dapat dilihat pada Tabel 1. Whey tahu memiliki pH 
4,13 yang termasuk kategori pH rendah (asam). 
Rendahnya aktivitas ion hidrogen pada suatu sam-
pel ditandai dengan tingginya nilai pH yang terukur. 
Sebaliknya, sampel yang termasuk ke dalam pH 
rendah memiliki aktivitas ion hidrogen yang tinggi 
(Fatma et al., 2012). Koagulan asam cuka yang 
digunakan oleh produsen menghasilkan whey de-
ngan nilai pH yang rendah. Sifat asam yang dimiliki 
whey tahu mampu menurunkan pH dari suatu bahan 
yang menyebabkan terjadinya proses agregasi 
protein, sehingga membentuk gumpalan protein 
atau curd (Elygio et al., 2016). Koagulasi protein 
yang baik terjadi ketika suatu koagulan mencapai 
titik pH isoelektrik. Oleh karena itu, kuantitas ion 

hidrogen pada pH adalah faktor yang sangat meme-
ngaruhi proses (Maharani et al., 2012). 

 
Tabel 1. Karakteristik awal whey tahu 
Table 1. Initial charcteristics of tofu whey 

Analisis (Analysis) Hasil (Result) 

Derajat keasaman (pH) 
(Degree of acidity (pH)) 

4.13±0.005 

Protein kasar (g/100 g) 
(Crude protein (g/100 g)) 

2.0±0.025 

Protein terlarut (mg/mL) 
(Soluble protein (mg/mL)) 

1.47±0.052 

                           
Whey tahu memiliki kandungan protein kasar 

sebesar 2 g/100 g sampel dan protein terlarut seba-
nyak 1,47 mg/mL. Hal ini menunjukkan tidak semua 
protein mengumpal dalam pembuatan tahu, dan 
akhirnya terbuang bersama dengan whey. Protein 
yang terkandung dalam whey tahu berkisar 0,1-
0,8% (Chua dan Liu, 2019; Tu et al., 2019). Whey 
keju memiliki kandungan protein sebesar 0,76-
2,13% (Nursiwi et al., 2015; Prastujati et al., 2018; 
Cabral et al., 2019). Kandungan protein pada whey 
dipengaruhi oleh karakteristik bahan baku, proses 
pengolahan dan koagulasi dalam pembentukan 
dadih. Andarwulan et al. (2018) melaporkan bahwa 
tahu yang dihasilkan dari berbagai jenis kedelai me-
miliki kandungan serta karakteristik yang berbeda-
beda. Tingginya kadar protein kedelai menghasilkan 
tahu dengan kadar protein yang tinggi pula. Lama 
proses perendaman kedelai mampu menurunkan 
kandungan protein, karena adanya pelepasan ikatan 
struktur protein, sehingga komponen tersebut ter-
larut dalam air (Midayanto dan Yuwono, 2014). 

 
Profil protein 

Identifikasi profil protein pada sampel dilakukan 
dengan metode SDS-PAGE untuk melihat peptida-
peptida yang terdapat pada filtrat whey tahu. Kurva 
standar marker yang diperoleh dari hubungan antara 
mobilitas elektroforetik (Rf) dengan nilai logaritma 
berat molekul (Log BM) marker digunakan untuk 
menentukan berat molekul yang terdapat pada sam-
pel. Pemisahan protein dalam penelitian ini dilaku-
kan pada gel poliakrilamida 15%. Berdasarkan hasil 
elektroforesis pada Gambar 1 dapat diketahui bah-
wa filtrat whey tahu memiliki tiga pita dengan berat 
molekul 116,3; 92,6; dan 18,8 kDa. 

Jenis koagulan dan kandungan protein yang 
ada pada suatu sampel memiliki pengaruh terhadap 
tipe sub unit 11/7S pada sampel uji. Kedelai me-
ngandung 70% sub unit 7S dan 11S. Sub unit 11 S 
terdiri dari asam dan basa, sedangkan sub unit 7S 
terdiri dari sub unit mayor yakni α’, α, dan β (Syah et 
al., 2015). Sub unit 11S merujuk pada pita MW 14,4-
44 kDa dan 7S pada pita 44-91 kDa. Dapat diketa-
hui bahwa pita protein whey dengan berat molekul 
18,8 kDa termasuk dalam kategori sub unit 11S, 
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245 
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140 
100 
75 
60 
45 

35 
25 
20 

15 

10 

5 

18.8 

92.6 

1163 

m              w              BM(kDa) 

sedangkan untuk pita protein 92,6 kDa termasuk 
dalam sub unit 7S. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan: m= marker protein; w= sampel; BM= berat 

molekul 
Note: m= protein marker; w= sample; BM= molecular 

weight 

 
Gambar 1.  Hasil elektroforesis sampel whey tahu 

dengan metode SDS-PAGE 
Figure 1.  SDS-PAGE electrophoresis of tofu whey 

 
Senyawa bioaktif 

Aktivitas antioksidan pada whey tahu tanpa 
penyaringan maupun menggunakan penyaringan 
membran UF diuji dengan metode DPPH. Gambar 
2a menunjukkan bahwa penyaringan menggunakan 
membran UF menghasilkan aktivitas penghambatan 
yang lebih tinggi dibandingkan tanpa penyaringan. 
Nilai penghambatan dengan penyaringan menggu-
nakan Whatman No. 3 menghasilkan penghambatan 
sebesar 12,18%. Sementara itu, permeat dengan 
penyaringan menggunakan membran UF 30, 10, 
dan 5 kDa berturut-turut memiliki aktivitas pengham-
batan oksidasi sebesar 13,40; 14,38; dan 14,20%. 
Pada penelitian ini juga dilakukan pengujian nilai 
IC5o antioksidan. Nilai IC50 pada whey tahu tanpa 
dan maupun dengan penyaringan membran UF me-
nunjukkan hasil penghambatan yang tergolong sa-
ngat lemah, yaitu dengan nilai IC50 aktivitas antioksi-
dan menggunakan Whatman No. 3 sebesar 1161 
ppm, sedangkan whey dengan penyaringan mem-
bran UF 30, 10, dan 5 kDa berturut-turut sebesar 
961, 693, dan 686 ppm. Hasil uji statistik dengan 
ANOVA menunjukkan bahwa tidak adanya perbe-
daan yang signifikan antara nilai aktivitas antioksi-
dan dari permeat hasil penyaringan menggunakan 
membran 5, 10, dan 30 kDa (p>0,05), akan tetapi, 
terdapat perbedaan yang signifikan terhadap whey 
tahu yang hanya disaring menggunakan Whatman 
No. 3. Hal ini membuktikan bahwa sifat antioksidan 
tergantung pada ukuran molekul, terutama untuk 

peptida yang didapatkan pada permeat hasil 
penyaringan membran UF (Di Bernardini et al., 
2011; Dong et al., 2013; Singh et al., 2014). 
Sitanggang et al. (2020b) menyatakan bahwa berat 
molekul peptida yang rendah mampu menghasilkan 
aktivitas biologis yang semakin tinggi. Selain itu, 
peptida yang terdapat pada permeat diduga terdiri 
dari asam amino aromatik (Y, H, W dan F), asam 
amino hidrofobik (Q, A, V dan L), dan sistein (C) 
(Sarmadi dan Ismail, 2010). 

Berdasarkan hasil analisis menggunakan HPLC 
diketahui bahwa puncak kromatogram isoflavon 
(daidzein dan genistein) whey tahu berada pada 
menit ke 5 dan 11 (Gambar 3). Benedetti et al. 
(2016) melaporkan bahwa senyawa isoflavon Daid-
zein yang dimiliki whey tahu berkisar antara 0,47-
1,   μg mg dan genistein sebesar 0,34-0,9  μg mg  
Kandungan daidzein dan genistein whey tahu 
dengan penyaringan menggunakan Whatman No. 3 
sebesar  ,   dan  ,   μg m    elain itu, whey tahu 
yang disaring menggunakan membran UF 30, 10 
dan 5 kDa memiliki kandungan daidzein berturut-
turut sebesar 0,21; 0,39; dan  ,   μg m , serta kan-
dungan genistein sebesar 0,07; 0,14; dan 0,   μg  
mL (Gambar 2b). Uji statistik menunjukkan bahwa 
ada perbedaan nyata kandungan daidzein dan 
genistein pada whey tahu baik yang dipisahkan 
menggunakan membran UF dan tanpa mengguna-
kan membran UF (p<0,05). Kandungan isoflavon 
permeat yang lolos dari penyaringan membran UF 
cenderung lebih kecil dibandingkan dengan hasil pe-
nyaringan dengan Whatman No. 3. Hal ini dapat 
diakibatkan penolakan komponen isoflavon oleh 
membran UF seperti yang dilaporkan oleh (Li et al., 
2012). Gambar 2a menunjukkan bahwa aktivitas 
antioksidan di antara permeat hasil penyaringan 
membran UF tidak berbeda nyata. Di sisi lain, kan-
dungan isoflavon dari permeat hasil penyaringan 
membran UF berbeda nyata (p<0,05) dengan tren 
menurun dengan semakin kecilnya cut-off dari mem-
bran UF yang digunakan. Hal ini menunjukkan bah-
wa, selain isoflavon, terdapat peptida bioaktif yang 
berkontribusi dalam aktivitas antioksidan permeat.   

Rendahnya kandungan isoflavon dan antioksi-
dan pada sampel disebabkan oleh kondisi persiapan 
kacang kedelai dan proses koagulasi tahu yang da-
pat memerangkap isoflavon ke dalam matriks pro-
tein yang telah membentuk curd (Singh et al., 2014). 
Winarsi et al. (2010) menyatakan bahwa sampel 
yang memiliki kandungan isoflavon yang tinggi 
dihasilkan oleh bahan atau produk yang memiliki 
kandungan protein yang tinggi pula. Isoflavon 
merupakan senyawa yang cenderung larut dalam 
air, sehingga kandungan isoflavon pada whey tahu 
dapat terbuang selama pencucian dan perendaman 
kedelai. Kandungan isoflavon yang ada pada suatu 
bahan tergantung dari pelepasan isoflavon dan 
protein selama produksi. Oleh karena itu, jenis 
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koagulasi dapat menghasilkan kandungan yang 
berbeda pula pada kandungan isfolavon (Kao et al., 
2004; Speroni et al., 2010).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan: Angka yang berada dalam tanda kurung 

adalah angka aktivitas IC50 antioksidan (ppm). Fraksi 
1= filtrat dari Whatman No. 3; Fraksi 2, 3 dan 4= 

permeat dari membran UF berturut-turut 30, 10, dan 5 
kDa; Huruf yang berbeda pada setiap fraksi menun-
jukkan data yang berbeda nyata (p<0,05) 

Note: Value in the bracket is antioxidant activity IC50 
(ppm). Fraction 1= filtrate from Whatman No. 3; Frac-
tion 2, 3 and 4= permeate from membranes UF 30, 10, 
and 5 kDa, respectively; Different letters for the same 
fraction show significantly different data (p<0.05) 

 
Gambar 2.  Aktivitas antioksidan (A) dan kandungan 

isoflavon (B) whey tahu 
Figure 2.  Antioxidant activity (A) and isoflavone 

content (B) of tofu whey 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 3.  Kromatogram isoflavon. Standar (A) dan 

Sampel (B). 1= daidzein, 2= genistein; 
mAU pada 260 nm 

Figure 3.  Chromatogram of isoflavone standard 
(A) and sample (B). 1= daidzein, 2= ge-
nistein; mAU at 260 nm 

 
Aktivitas antioksidan yang terdapat pada sam-

pel dapat dipengaruhi oleh proses pemanasan kare-
na proses ini dapat menyebabkan terjadinya pening-
katan laju oksidasi dan degradasi (Nabilatul et al., 
2014). Berdasarkan hasil pengukuran yang ditampil-
kan pada Gambar 2a dan b, kandungan isoflavon 
tidak memiliki tren yang sama dengan aktivitas anti-
oksidan, dan bahkan bersifat acak untuk permeat 
hasil penyaringan Whatman No. 3, dan membran 
UF 5, 10, dan 30 kDa. Hal ini dapat mengindikasikan 
bahwa peptida bioaktif atau protein berberat molekul 
kecil lainnya juga berkontribusi terhadap aktivitas 
antioksidan. 

Penggunaan membran UF dapat menghasilkan 
permeat yang memiliki peningkatan aktivitas ACE 
inhibitor. Aktivitas yang tertinggi terdapat pada mem-
bran 5 kDa, sedangkan aktivitas yang terendah di-
hasilkan oleh whey tahu dengan pemisahan meng-
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gunakan Whatman No. 3. Gambar 4 menunjukkan 
bahwa nilai penghambatan kerja ACE dari permeat 
hasil penyaringan menggunakan Whatman No. 3 
memiliki nilai penghambatan sebesar 20,04%. 
Sementara itu, permeat lolos saring dari membran 
UF 30, 10, dan 5 kDa memiliki nilai penghambatan 
ACE berturut-turut sebesar 57,64; 58,95; dan 
57,64%. Hasil uji statistik dengan ANOVA menun-
jukkan bahwa ada perbedaan nyata diantara nilai 
penghambatan kerja ACE antara whey permeat 
tanpa dan dengan membran UF (p<0,05). Pada 
penelitian ini, tidak didapatkan perbedaan yang 
signifikan atas penghambatan kerja ACE di antara 
permeat lolos saring 5, 10, dan 30 kDa (p>0,05).  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keterangan: Angka yang berada dalam tanda kurung 

adalah angka aktivitas IC50 ACE inhibitor (ppm). Fraksi 
1= filtrat dari Whatman No. 3. Fraksi 2, 3 dan 4= 

permeat dari membran UF berturut-turut 30, 10 dan 5 
kDa; Huruf yang berbeda pada setiap fraksi 
menunjukkan data yang berbeda nyata (p<0,05) 

Note: Value in the bracket is antioxidant activity IC50 
(ppm). Fraction 1= filtrate from Whatman No. 3; 
Fraction 2, 3 and 4= permeate from membranes UF 
30, 10, and 5 kDa, respectively; Different letters for the 
same farction show significantly different data (p<0.05) 

Gambar 4. Aktivitas IC50 ACE inhibitor whey tahu 
Figure 4. IC50 ACE inhibitor of tofu whey 

KESIMPULAN 
 

Pengukuran IC50 aktivitas ACE inhibitor memi-
liki nilai sebesar 76 ppm untuk whey tahu tanpa pe-
nyaringan menggunakan membran UF. Sementara 
itu, permeat lolos saring membran UF 30, 10, dan 5 
kDa menghasilkan aktivitas berturut-turut sebesar 
63, 60, dan 52 ppm. Hasil ini menunjukkan bahwa 
penggunaan membran UF mampu meningkatkan 
aktivitas biologis whey tahu terutama pada aktivitas 

penghambatan kerja ACE. Aktivitas ACE inhibitor 
pada whey tahu tidak jauh berbeda dengan hidro-
lisat whey susu, fraksi dengan berat molekul <6, 6-
10, dan >10 kDa memiliki aktivitas pengham-batan 
sebesar 64,26;  51,54; dan 40,46% (Pan et al., 
2012). Peptida bioaktif dengan berat molekul rendah 
lebih memiliki aktivitas penghambatan kerja ACE 
yang lebih tinggi dibandingkan dengan yang berat 
molekul besar, umumnya berasal dari dipeptida 
hingga penta-peptida dengan berat molekul 150-800 
Da (Zhang et al., 2009). Oleh karena itu, penggu-
naan membran UF sangat efisien untuk meningkat-
kan aktivitas peptida bioaktif (Lassissi et al., 2014). 
Hal ini didukung oleh penelitian Ratnayani et al. 
(2019) yang mengemukakan bahwa aktivitas ACE 
inhibitor tertinggi dimiliki olek fraksi terkecil dan 
Mullally et al. (1997) menyatakan bahwa fraksinasi 
menggunakan membran UF 3 kDa menghasilkan 
permeat dengan aktivitas ACE inhibitor yang lebih 
tinggi.  

Peningkatan aktivitas biologis permeat whey 
tahu terjadi seiring dengan mengecilnya ukuran pori 
membran UF yang digunakan dalam proses sepa-
rasi. Pemisahan pita protein menggunakan SDS-
PAGE menunjukkan bahwa protein atau peptida 
yang dominan di dalam whey tahu adalah yang me-
miliki berat molekul di bawah 18 kDa. Whey hasil 
penyaringan dengan membran UF 10 kDa mengha-
silkan aktivitas antioksidan dan kandungan isoflavon 
yang tertinggi. Permeat whey hasil penyaringan de-
ngan membran UF 5 kDa menunjukkan aktivitas ter-
tinggi sebagai ACE inhibitor. Berdasarkan kenaikan 
aktivitas biologis, penggunaan membran UF 10 kDa 
dapat dipilih sebagai cut-off membran UF yang ter-
baik yang dapat digunakan dalam memperoleh per-
meat whey tahu dengan aktivitas antioksidan dan 
penghambat kerja ACE yang optimum. 
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