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Abstract 

Colon cancer is one of the degenerative diseases caused of death after lung and breast cancer. One 

of the food ingredients that potentially inhibites the occurrence of colon cancer is black rice bran. 

The aim of this study was to found the effect of black rice bran on apoptosis and cell proliferation 

on BALB/c mice. In this study, BALB/c mice were divided into three groups, they are normal 

group (K-), AOM/DSS induced tumor group (K+), and feeding black rice bran with induction of 

AOM/DSS (BRB). At the end of the study, all mice were terminated and the presence of nodule 

were analysed in colon tissue used imageJ application. The expression of caspase-3, caspase-8, 

and PCNA were analysed in colon tissue used q-RT PCR. The data obtained by analyzes of 

variance (ANOVA) and continued by Tukey HD different test at 5% level. Administration of BRB 

significantly decreased the expression of PCNA in comparison with that of control mice (K+) 

(0.58 ± 0.09 vs 5.22 ± 0.80). The expression of caspase 3 (0.91 ± 0.20) and caspase 8 (0.36 ± 0.15) 

of BRB significantly increased comparasion with control mice K+. Our results thus indicated that 

black rice bran performed to suppresed proliferation and induced apoptosis. 

Keywords: AOM/DSS, BALB/C, Black Rice Bran, Caspase 3, Caspase 8, Colon Cancer, 

PCNA 

 

PENDAHULUAN 

American Cancer Society [1] melaporkan 

terdapat 50.260 jiwa mengalami kematian dan 

95.520 jiwa terjangkit kanker kolon pada tahun 

2017 di Amerika. Hasil penelitian mengenai 

pengaruh komponen pangan fungsional 

terhadap pencegahan kanker kolon telah 

banyak dilaporkan, salah satunya adalah 

komponen bioaktif seperti senyawa fenol dan 

serat pangan yang berpotensi sebagai agen 

kemopreventif. Beberapa komponen bioaktif 

pada bekatul beras hitam yang diketahui 

berperan dalam mencegah terjadinya kanker 

kolon yaitu asam ferulat, antosianin, -

oryzanol, β-sitosterol, tokotrienol/tokoferol dan 

asam fitat [12]. Bekatul beras hitam memiliki 

kandungan pigmen antosianin dan asam ferulat 

lebih tinggi dibanding dengan beras merah dan 

beras putih [11]. Kandungan antosianin yang 
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merupakan pencetus bioaktivitas penghambat 

kanker kolon terdapat lebih banyak pada 

bekatul beras hitam dibanding bekatul beras 

merah dan beras putih [13]. Antosianin, asam 

protokatekat, asam ferulat dan  -oryzanol pada 

bekatul beras hitam berperan sebagai 

antioksidan, penekan proliferasi sel kanker, 

meningkatkan sistem imun dalam jaringan yang 

terserang kanker, dan penginduksi apoptosis 

[4]. Selain itu, serat pangan pada bekatul beras 

hitam diketahui dapat meningkatkan aktivitas 

enzim caspase, yang merupakan enzim penanda 

terjadinya apoptosis pada kanker [3]. 

Selama perkembangan kanker di dalam suatu 

jaringan, sel akan mengalami  mekanisme 

biokimia yang bertujuan untuk mematikan sel-

sel kanker secara terprogram, sehingga dapat 

menstabilkan populasi sel didalam jaringan. 

Mekanisme kematian sel secara terprogram 

pada suatu jaringan tersebut adalah mekanisme 

apoptosis [19]. Salah satu enzim caspase yang 

berperan dalam proses apoptosis pada kanker 

kolon adalah caspase 3 yang berperan sebagai 

efektor dan caspase 8 berperan sebagai 

inisiator. Senyawa bioaktif seperti antosianin, 

asam ferulat, asam protokatekat pada bekatul 

beras hitam bertindak sebagai modulator yang 

dapat mengaktifkan beberapa gen pro-

apoptosis, diantaranya yaitu caspase 3, caspase 

9, caspase 8, bid, dan bax [21]. Proliferasi sel 

kanker kolon dapat dideteksi dengan adanya 

ekspresi marka proliferating cell nuclear 

antigen (pcna). Pcna merupakan marka 

proliferasi yang menjadi efektor pada sintesis 

DNA dan memiliki keterlibatan pada proses 

replikasi DNA [2]. Komponen bioaktif seperti 

asam protokatekat dan serat pangan pada 

bekatul beras hitam diduga memiliki 

kemampuan untuk menekan proliferasi sel 

kanker dengan cara menghambat kinerja cyclin 

dan CDK dalam proses replikasi DNA [20] 

Potensi bekatul beras hitam belum pernah 

diteliti secara mendalam terkait penghambatan 

kanker kolon. Oleh karena itu, diperlukan suatu 

studi in vivo menggunakan hewan model 

mencit BALB/c yang diinduksi Azoxymethane 

(AOM) dan Dextran sodium sulphate (DSS) 

dengan tujuan untuk mempelajari pengaruh 

pemberian bekatul beras hitam dalam 

menghambat perkembangan kanker kolon. 

Pada studi ini akan  dievaluasi kondisi klinis 

hewan, bobot dan ekspresi gen penanda 

aktivitas apoptosis dan proliferasi pada organ 

kolon. 

 

METODE PENELITIAN 

Persiapan Sampel Bekatul Beras Hitam  

 Bekatul beras hitam yang digunakan 

sebagai bahan utama penelitian, diperoleh 

masih dalam bentuk gabah kering giling 

(GKG), yang selanjutnya dikupas kulitnya 

melalui cara penggilingan dengan mesin huller 

merk Yanmar Rice Huller tipe HW-60A, 

sehingga diperoleh beras pecah kulit (PK). 

Beras PK disosoh dengan mesin polisher tipe 

N-70-F. Dari proses penyosohan akan didapat 

dua produk, yakni beras sosoh dan bekatul. 

Selaput bekatul beras hitam diayak dengan 

ayakan 20 mesh. Bekatul beras hitam 

selanjutnya di keringkan menggunakan mesin 

Freeze dry Labconco pada suhu -50 °C selama 

24 jam. Selanjutnya, bekatul beras hitam di 

simpan pada suhu -20 °C. 

Evaluasi Suplementasi Bekatul Beras Hitam 

terhadap Penghambatan Perkembangan 

Kanker Kolon pada Mencit BALB/c  

Penelitian dilakukan menggunakan 24 

ekor mencit. Mencit diadaptasi selama satu 

minggu kemudian dibagi menjadi tiga 

kelompok (K+, K-, dan BRB) dengan setiap 

kelompok terdiri atas delapan ekor mencit. dan 

ransum diberikan sesuai kebutuhan nutrisi 

mencit perhari yaitu sebanyak 15 g/100 g berat 

badan/hari dan air minum diberikan secara ad 

libitum. Perlakuan pemberian pakan uji dimulai 

bersamaan dengan induksi menggunakan 

AOM. Mencit kelompok kontrol positif (K+) 

dan kelompok perlakuan (BRB) diinduksi 

karsinogen secara intraperitoneal dengan 

AOM sebanyak 10 mg/1000 g berat badan 

mencit pada hari pertama minggu keempat. 

Seminggu kemudian, mencit pada kelompok 
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tersebut mendapat perlakuan pemberian DSS 

melalui air minum (1 % DSS) selama empat 

hari untuk mempercepat inflamasi. Untuk 

menyeragamkan tingkat stress, mencit pada 

kelompok kontrol negatif akan diinduksi oleh 

0.9 % NaCl isotonik secara intraperitoneal 

sebagai placebo dan diberi air minum tanpa 

campuran DSS secara ad libitum. Pakan 

komersil ke pakan standar AIN1993M 

dilakukan secara bertahap. Selanjutnya mencit 

diintroduksi dengan pakan uji secara bertahap 

(disebut sebagai tahap pra-induksi). Jaringan 

kolon diamati secara makroskopis terhadap 

adanya nodul. Selanjutnya jaringan difiksasi 

dengan larutan fiksatif paraformaldehid 4 % 

untuk kepentingan evaluasi molekuler. 

Evaluasi Ekspresi Marka Apoptosis dan 

Prorilferasi 

Proses isolasi RNA total diawali dengan 

menggerus bagian kolon di dalam mortar, 

kemudian sebanyak 30 mg sampel dipindahkan 

ke dalam tabung mikrosentrifugasi 1.5 ml steril 

berisi Tryzol. Ekstraksi dilakukan 

menggunakan Direct-zolTM RNA MiniPrep Plus 

mengikuti prosedur baku (Zymo Research Mini 

Handbook 2006). Pengubahan RNA menjadi 

cDNA dilakukan menggunakan prosedur baku 

dari SuperScriptTM III Reverse Transcriptase 

(InvitrogenTM Mini Handbook 2014). 

Penentuan kuantifikasi relatif ekspresi gen pada 

Real-time PCR menggunakan SsoFastTM 

EvaGreen Supermix. Selanjutnya, menyiapkan 

template untuk analisis ekspresi gen caspase-3 

(casp3), caspase-8 (casp8), dan proliferatif cell 

nuclear antigen (pcna) dengan mesin Bio-Rad 

iQ5 Real Time PCR Detection System (Bio-Rad 

Laboratories Inc Hercules CA). Kondisi RT-

PCR yang digunakan yaitu 42 siklus yang 

terdiri dari aktivasi enzim pada 98 °C selama 2 

menit, denaturasi 98 °C selama 5 detik, dan 

annealing 55 °C selama 10 detik [17]. 

 

Analisis Data 

Penelitian dengan delapan kali ulangan, 

menggunakan rancangan percobaan acak 

lengkap (RAL) pada tiga perlakuan. Data yang 

dilaporkan merupakan rata-rata ± standar 

deviasi (SD). Data hasil percobaan diolah 

dengan perangkat lunak MiniTab 17.0 dan 

ditampilkan dalam bentuk Anova satu arah 

untuk identifikasi perbedaan antar taraf 

perlakuan. Hasil berbeda antar taraf perlakuan 

dilanjutkan dengan uji lanjut Tukey HD dan 

nilai signifikansi ditentukan berdasarkan taraf 

nyata 5 %. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Bobot Badan Mencit 

Berdasarkan hasil observasi terhadap 

kondisi klinis mencit uji, didapatkan bahwa 

kelompok K-, K+, dan BRB memiliki kondisi 

klinis dan perilaku yang baik. Hal tersebut 

ditunjukkan dengan bobot badan yang relatif 

stabil bahkan terdapat kenaikan bobot badan 

pada beberapa hewan di kelompok K+ maupun 

BRB. Rata-rata asupan pakan harian di semua 

kelompok memenuhi kebutuhan nutrisi yang 

dibutuhkan yaitu 15 g/100 g berat badan. Hasil 

analisis terhadap bobot badan mencit 

menunjukkan perbedaan nyata (P<0.05) antara 

kelompok BRB dengan kelompok K+ dan K-. 

Kelompok K+ memiliki bobot badan yang 

cenderung lebih rendah dibandingkan dengan 

kelompok K- dan BRB, meskipun hanya 

berbeda nyata dengan Kelompok BRB 

(Gambar 1). Rendahnya rerata bobot badan 

pada kelompok tersebut dapat disebabkan oleh 

adanya efek perkembangan kanker didalam 

sistem pencernaannya yang mempengaruhi 

asupan pakannya. Sel-sel tumor juga 

memerlukan asupan nutrisi yang diperoleh dari 

inangnya untuk bertahan hidup [18]. Kondisi 

tumor didalam pencernaan seperti kolon akan 

menghambat sistem pencernaan nutrisi yang 

masuk kedalam tubuh, akibatnya bobot badan 

pada hewan tumor akan mengalami penurunan 

[14]. 
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Gambar 1 Bobot akhir mencit uji (gram).  K- 

(Kelompok normal + pakan standar) ; K+ 

(Kelompok kanker + pakan standar) ; dan BRB 

(Kelompok kanker + pakan modifikasi bekatul 

beras hitam). Angka yang diikuti huruf berbeda 

menunjukkan berbeda nyata pada taraf 5 % 

(p<0.05). 

Ekspresi Marka Proliferasi (Ploriferating 

cell nuclear antigen/pcna) 

PCNA (Proliferating Cell Nuclear 

Antigen) banyak digunakan untuk pendeteksian 

sel kanker dikarenakan adanya keterlibatan 

PCNA dengan ensim-ensim dalam proses 

replikasi DNA, seperti yang telah dilakukan 

oleh Bravo [2] dimana terdapat suatu aktivitas 

PCNA selama terjadi replikasi DNA pada fase 

S dari siklus sel, setelah dilakukan iradiasi 

ultraviolet dan analisa secara in vitro dan in 

vivo.  

 
Gambar 2 Ekspresi mRNA pcna pada mencit 

BALB/c relatif terhadap kelompok 

K-.  

     Angka yang diikuti huruf berbeda 

menunjukkan berbeda nyata pada taraf 5 % 

(p<0.05).  

 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

kelompok BRB memiliki ekspresi gen pcna 

lebih rendah dibanding dengan kelompok K+ 

(Gambar 2). Hasil analisis ini menunjukkan 

bahwa pemberian pakan bekatul beras hitam 

berpotensi mengendalikan terjadinya 

proliferasi sel selama perkembangan kanker. 

Pakan yang dimodifikasi dengan bekatul beras 

hitam diduga memiliki kemampuan anti-

proliferatif dengan mempengaruhi 

pembentukan ensim yang berperan dalam 

proses replikasi dan transkripsi. Hal ini 

mengakibatkan terhambatnya aktivitas 

transkripsi pada fase S yang mengarah pada 

perbaikan siklus sel dan pada akhirnya 

proliferasi yang berlebihan dapat dikendalikan 

[7]. Sawitri [18] melaporkan bahwa pemberian 

ekstrak bekatul beras hitam pada tikus Sprague-

Dawley yang diinduksi 1,2 DMH mampu 

menurunkan ekspresi pcna sebesar 2,25 fold. 

Pertumbuhan tumor kolon pada tikus Sprague-

Dawley yang diberi ekstrak bekatul beras hitam 

juga menunjukkan rerata yang lebih rendah 

yaitu 40.44 % dibanding tikus kontrol yang 

tidak ditreatment dengan bekatul beras hitam 

sebesar 83.33 %. 

Mekanisme penghambatan proliferasi sel 

kanker oleh senyawa bioaktif yaitu dimulai dari 

pengikatan atau blocking area sisi aktif gen 

pcna oleh senyawa bioaktif dan asam lemak 

rantai pendek, sehingga laju aktivitas pcna pada 

perkembangan sel kanker akan dihambat dan 

menurunkan jumlah sel kanker yang terbentuk. 

Proses pengikatan sisi aktif pcna oleh senyawa 

bioaktif pada bekatul beras hitam akan 

menghambat aktivitas traskripsi pada fase S 

yang akan mengarah pada perbaikan DNA yang 

rusak [7]. 

Ekspresi Marka Apoptosis (caspase 3 dan 

caspase 8) 
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Gambar 3 (a) Ekspresi mRNA caspase 3 (b) 

Ekspresi mRNA caspase 8. K- (Kelompok 

normal + pakan standar ) ; K+ (Induksi 

AOM/DSS + pakan standar) ; dan BRB 

(Induksi AOM/DSS + pakan modifikasi bekatul 

beras hitam). Ekspresi merupakan nilai ekspresi 

relatif terhadap K-. Angka yang diikuti huruf 

berbeda menunjukkan berbeda nyata pada taraf 

5 % (p<0.05). 

Proses apoptosis merupakan kematian 

sel secara terprogram yang normal terjadi untuk 

menyingkirkan sel-sel yang rusak. Salah satu 

tipe perubahan biokimia yang terjadi pada 

apoptosis adalah teraktivasinya caspase [5]. 

Pada penelitian ini dievaluasi ekspresi gen 

caspase 3 (casp3) dan caspase 8 (casp8)  yang 

merupakan marka aktifitas apoptosis (Gambar 

3). Kelompok BRB menunjukkan ekspresi gen 

casp3 dan casp8 yang lebih tinggi 

dibandingkan dengan kelompok K+. Hal 

tersebut mengindikasikan bahwa mencit yang 

diberi pakan bekatul beras hitam berpotensi 

dalam menekan perkembangan kanker kolon 

dengan meningkatkan aktifitas apoptosis sel 

kanker, antara lain dengan mempengaruhi 

caspase 3 dan caspase 8. 

Keberadaan senyawa asam fitat dan asam 

ferulat pada bekatul beras hitam dilaporkan 

mampu meningkatkan gen apoptosis seperti 

caspase 3 dan menghambat proliferasi tumor 

pada tikus TRAP [9]. Senyawa asam ferulat dan 

golongan senyawa fenol lain yang ada pada 

bekatul beras hitam juga berpotensi 

menginduksi gen apoptosis seperti pro-caspase 

8. Caspase 8 yang merupakan bentuk aktif dari 

pro-caspase 8 secara proteolitik akan 

mengaktifkan caspase 3. Dimana caspase 3 

merupakan gen efektor caspase yang dapat 

merubah morfologis sel seperti fragmentasi 

DNA, sehingga perkembangan kanker dapat 

ditekan. 

Rosa [15] melaporkan bahwa senyawa 

fenolik pada bekatul beras hitam dapat 

mendorong terjadinya apoptosis pada sel 

kanker yang disebabkan senyawa karsinogen 

melaui jalur intrinsik (mitokondria). Bekatul 

beras hitam memiliki  jumlah komponen 

antosianin dan asam ferulat lebih tinggi 

dibanding bekatul beras merah dan beras putih 

[11]. Antosianin dan asam ferulat merupakan 

triger utama yang dimiliki bekatul beras hitam 

dalam menghambat perkembangan kanker 

kolon. [6]. Antosianin dan senyawa fenol pada 

bekatul beras hitam akan mengaktifkan sisi 

aktif enzim caspase 8 dan caspase 3, sehingga 

kedua enzim caspase tersebut akan aktif dan 

memulai proses apoptosis melalui jalur 

intrinsik (mitokondria). Asam butirat yang 

diproduksi dari proses fermentasi serat pangan 

larut juga di laporkan dapat menjadi salah satu 

agen yang dapat menginduksi terjadinya 

apoptosis pada sel kanker dengan mengaktifkan 

ensim caspase 3 dan caspase 9 [16]. 

Selain komponen bioaktif, bekatul beras 

hitam dilaporkan memiliki kandungan serat 

pangan. Komponen serat pangan berupa β-

glukan dilaporkan memiliki efek apoptosis 

terhadap sel kanker kolon melalui jalur caspase-

3 [8]. Perubahan struktur kromatin tersebut 

menyebabkan ekspresi protein yang 

memfasilitasi jalur mitokondria teraktifasi, 

salah satunya yaitu enzim caspase-3 [10]. 

Mekanisme apoptosis pada kanker kolon oleh 

senyawa bioaktif bekatul beras hitam dapat 

dijabarkan sebagai berikut yaitu sisi aktif dari 

senyawa fenol (gugus –OH), antosianin, asam 

protokatekat, dan asam ferulat yang masuk ke 

dalam tubuh akan bertindak sebagai modulator 

pada sel kanker. Secara garis besar, senyawa 

bioaktif tersebut akan memodulasi ekspresi gen 

Fas ligan dan Fas melalui membran sel yang 

menyebabkan trimerisasi reseptor sebagai awal 
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proses apoptosis jalur ekstrinsik. Pembentukan 

trimerisasi reseptor menyebabkan pengikatan 

antara FADD (Fas associated death domain 

protein) dan death domain. Pengikatan ini akan 

mengaktifkan procaspase-8 sebagai sisi aktif 

enzim. Caspase-8 yang teraktivasi oleh 

procaspase 8 akan membelah gen bid yang 

merupakan gen pro apoptosis. Bid yang 

terbelah atau biasa disebut t-Bid akan 

ditranslokasikan kedalam mitokondria untuk 

melepaskan sitokrom-c.  Sitokrom-c bersama 

Apaf-1 akan mengaktifkan caspase-9 untuk 

menginisiasi caspase 3. Ketika caspase 3 

teraktivasi maka gen tersebut akan membelah 

gen ICAD (Caspase-activated-

Deoxyribonuklease Inhibitor) sehingga gen 

CAD (Caspase-activated-Deoxyribonuklease) 

dilepaskan dari ICAD. CAD mendegradasi 

kromosem DNA sel kanker, kemudian sel akan 

mengalami fragmentasi menjadi apoptotic body 

dan terjadi tahap fagositosis (dimana apoptotic 

body mengeluarkan signal “eat me” yang 

dikenal dengan fagosit misalnya sel makrofag) 

[5]. 

 

PENUTUP 

KESIMPULAN 

Pakan berbasis bekatul beras hitam 

berpotensi menghambat perkembangan kanker 

kolon pada mencit BALB/c yang diinduksi 

dengan AOM/DSS. Pemberian pakan berbasis 

bekatul beras hitam mampu menekan sebaran 

tumor pada jaringan kolon dibandingkan 

perlakuan pakan standar AIN1993M. 

Komponen serat dan bioaktif pada bekatul 

beras hitam berpotensi menghambat 

perkembangan kanker dengan menekan 

proliferasi sel kanker dengan menurunkan 

ekspresi gen pcna dan menginduksi apoptosis 

dengan meningkatkan ekspresi gen caspase 3 

dan caspase 8. Hasil penelitian 

mengindikasikan bahwa bekatul beras hitam 

berpotensi dalam menghambat perkembangan 

kanker pada kolon. Bekatul beras hitam dapat 

dijadikan makanan terapi atau asupan 

pendamping pada penderita kanker kolon 

(namun diperlukan penelitian lebih lanjut). 
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