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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan Umum Tumbuhan Millettia atropurpurea

Tumbuhan Millettia atropurpurea berupa pohon dengan tinggi mencapai 25
m dan diameter 60 cm dengan batang yang pada umumnya bengkok (Heyne, 1987).
Tumbuhan ini banyak dijumpai di daerah katulistiwa seperti di Thailand, Malaysia
dan Indonesia (Burkill, 1966). Tjitrosoepomo (1994) membuat klasifikasi tumbuban

ini sebagai berikut :

Kingdom : Plantac

Divisio : Spermatophyta
Sub-Diviso : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae
Sub-Kelas : Dialypctalae

Ordo - : Rosales

Famili : Leguminosae

Genus : Millettia

Spesies : Millettia atropurpurea

Heyne (1987) melaporkan bahwa kayu dari tumbuhan ini bernilai rendah

karena tidak begitu awet. Bijinya memiliki khasiat sebagai obat pembengkakan.

2.2. Tinjauan Botani Famili Leguminosae

Leguminosae merupakan satu diantara tiga famili tumbuhan terbesar yang
termasuk tumbuhan biji tertutup. Famili ini meliputi lebih dari 11.500 jenis yang
terbagi ke dalam lebih dari 500 genus. Ciri khas dan farmh I.eguminosae adalah buah
nya berupa buah polong. Buah ini berasal dari satu daun buah dengan atau tanpa
sekat-sekat semu. Biji-bijinya terdapat pada kampah perut. Apabila sudah masak,
buah akan mengering kemudian pecah sehingga, biji terlontar keluar atau buah

terputus-putus menjadi beberapa bagian menurut sekat-sekat semunya. Namun tidak
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semua demikian. Ada juga yang buahnya berdaging dan tidak pernah pecah
(Tyitrosoepomo, 1989).

2.3. Tinjauan Umum Genus Millettia

Millettia terdiri dari 150 spesies yang tersebar di daerah tropis dan sub-tropis
(Valkerberg dan Bunyapraphatsara, 2002). Genus ini tumbuh berupa pohon dan
semak dan kadang-kadang berupa semak yang memanjat (Phrutivorapongkul, 2003).

Millettia terkenal karena sifat racunnya terhadap ikan. Biasanya bagian
tumbuhan yang digunakan adalah akar atau bijinya (Valkerberg dan
Bunyapraphatsara, 2002). Millettia yang tumbuh di Afrika digunakan olech penduduk
setempat sebagai racun pada anak panah. Masyarakat Melayu menggunakan daun M.
serecea untuk mengobati sakit mata, sedangkan orang Jawa menggunakan bubuk
batang tumbuhan ini sebagai anticacing perut (Burkill,1966). Di Sudan, keseluruhan
bagian tumbuhan M. thonningii setelah dikeringkan digunakan scbagai antimalaria
(Valkerburg dan Bunyapraphatsara, 2002).

2.4. Senyawa Kimia dari Famili Leguminosae

Famili Leguminoasae sudah banyak diteliti dari sudut fitokimianya. Telah
dilakukan uji farmakologi terhadap tumbuh-tumbuhan yang termasuk dalam famili
ini maupun metabolit sekunder yang berhasil diisolast.

Flavonoid adalah jenis metabolit sekunder yang paling banyak dilaporkan

kehadirannya pada famili Leguminosae. Pada tumbuhan Machaerium aristulatum,

Seo dkk. (2001) melaporkan adanya turunan sinamil fenol dan isoflavon. Dari kulit
batang tumbuhan ini, mereka berhasil mengisolasi dua senyawa yang mempunyai
aktivitas sitotoksik, yaitu marcaristol (1) dan (+)-medikarpin. Selain kedua senyawa
i, turut diisolasi (+)-maakiain (3) dan formononesin (4). Pistelli dkk. (1998)
berhasil mengisolasi hidroksialpinumisoflavon (5), epedroidin (6) dan genisteon (7)
pada tumbuhan Genista ephedroides. Bhattacharyya, dkk. (1998) juga berhasil
mengisolasi dioflorin (8) sebagai senyawa favonoid minor dari ekstrak etanol akar

batang twinbuhan Dioclea grandiflora.
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Jenis tumbuhan dari famili Leguminosae yang dikenal sebagai sumber
alkaloid adalah kacang kalabar (Physostigma  venmenosum), dilaporkan olch
Poobrasert dan Cordell (1997) mengandung suatu alkaloid indol pisostigmin (9).
Pada tahun 1997, Dixit dan Misra berhasil mengisolasi 3 alkaloid turunan munciamin

makrosiklik baru (10-12) dari ekstrak metanol biji tumbuhan Alhizia lebbek.

HaCHN To
0
T T

)

(10) R = CH,CH(OH)CH,CH,CH; =5

n NH KN (L1) R = CH-CHCI,CH,CH, e
{12) R = CH=CHCH,CI1,Cli; "7

NH HN

Semma dkk. (2001) berhasil mengisolasi saponin triterpena jenis sikloartan
(13) dari tumbuhan Asfragalus caprinus. Calis dkk. (2001) juga berhasil mengisolasi
triterpena jenis yang sama (14-15) dari tumbuhan Astragalus zahlbruckneri. Pada
tahun 1997, Ali dkk. berhasil mengisolasi ester triterpenoid baru dari Acacia
linaroides dan Acacia trineura. Dari tumbuhan A. linaroides, mereka mengisolasi

ester cis-p-hidroksisinamoil dan trans-p-hidoksisinamoil dari amirnn (16-17),

sedangkan dari 4. trineura mereka mengisolasi ester frans-p-hidroksisinamoil lupeol
(18). Kashiwada dkk. (1998) juga berhasii mengisolasi senyawa yang memiliki
aktifitas anti-HiV, diantaranya asam oleanolat (19) dan asam ursulat (20) dari

tumbuhan Prosopis glandulosa Torr.
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Pada tahun 2001, Li dkk. berhasil mengisolasi senyawa turunan naftopiron
dari tumbuhan Cassia guinquangulata yailu, quanquangulon (21), quanquangulin
(22) dan rubrofusarium (23). Pada tahun yang sama, loset dkk. berhasil mengisolasi 5
turunan stilben terprenilasi (24-28) dan 3,5-dimetoksistilben (29) dari akar batang
Lonchocarpus chiricanus, yang memiliki aktivitas sebagai insektisida. Calis dkk.
{2001) berhasil mengisolasi 4 fenolik glikosida dani Astragalus zahlbruckneri (30-
33). tumbuhan ini berkhasiat sebagai antiprespirant, diuretik, obat tonik, mengobati

diabetes militus dan kanker uterus.
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2.5. Senyawa Kimia dari Genus Millettia

Kebanyakan spesies pada genus Millettia telah dilaporkan banyak
mengandung senyawa turunan isoflavon dan rotenoid. Valkerburg dan
Bunyapraphatsara (2002) melaporkan adanya isoflavon pada daun dan rotenon pada
biji tumbuhan M. ichtvochtona. Takahashi (2006) juga melaporkan isoflavon pada
jantung kayu dari tumbuhan M. pendula.

Nkengfack dkk. (1998) melaporkan struktur dua isoflavon baru dari M
conraui yang digunakan untuk mengobati parasit pencernaan dan kolik pada anak-
anak. Mereka menemukan konrauinon A (34) dan konrauinon B (35) yang diperoleh
dari ekstrak metanol kulit batang tanaman ini. Yenesew dkk. (1997) berhasil
mengisolasi isoflavon baru dari tumbuhan M. durg yang tumbuh di Afrika Timur
berupa semak (perdu). Mercka mengisolasi senyawa tersebut dari ekstrak
diklorometana dan menetapkan strukturnya sebagai isoflavon A (36), milletton

rotenoid (37) dan tefrosin (38).

Il
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Phrutivorapongkul dkk. (2003) berhasil mengisolasi 4 turunan catkon baru
(39, 41, 42, 44) beserta tujuh senyawa yang telah dikenal (40, 43, 45, 46, 47, 48, 49)
dari kulit batang M. leunchata KURZ. Senyawa-senyawa ini memperlihatkan
aktivitas sitotoksik, antivirus dan anti-inflamasi.

Millettia nitida var. hirsutissima sejak ratusan tahun lalu digunakan sebagai
obat tradisional Cina. Air rebusan batang tumbuhan ini digunakan untuk
memperlancar aliran darah. Tumbuhan ini juga biasanya digunakan mengobati sakit
atau kebas pada pergelangan tangan, lutut atau sendi dan melancarkan siklus haid.
Pada tahun 2005, Cheng dkk. berhasil mengisolasi senyawa-senyawa golongan
flavonoid yang dinamai hirstissimisida A (50), hirstissimisida B (51) dan

hirstissimisida C (52).
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2.6. Metode Ekstraksi dan Isolasi
2.6.1. Bahan tumbuhan -

Analisis fitokimia sebaiknya menggunakan jaringan tumbuhan yang masih
‘scgar. Cara lain dapat dilakukan dengan mengeringkan tumbuhan dan kemudian
diekstraksi. Pengeringan dilakukan dengan hati-hati agar konstituen kimia yang ada
pada sampel tidak berubah, misalnya adanya aktivitas enzim, oksidasi dan lain
sebagainya. Pada analisis fitokimia, identitas botani harus dapat dibuktikan terlebih

dahulu dengan membuat herbarium (Harborng, 1987).

2.6.2. Metode ekstraksi
Ekstraksi banyak jenisnya, bergantung pada tekstur, kandungan air bahan
tumbuhan yang diekstraksi dan jenis senyawa yang diisolasi. Bahan tumbuhan dapat

dimaserasi dengan pelarut, lalu disaring. Selain maserasi, untuk mendapatkan

14

R Repository University Of Riau
PERPUSTRKAAND UNIVERSITAS RIAU
http://repository.unri.ac.id/




kandungan senyawa organik dan jaringan tumbuhan kening dapat juga digunakan alat

soklet. Serbuk bahan dan pelarut dimasukkan ke dalam alat soklet kemudian
dipanaskan. Kita dapat mengganti pelarut sesuai dengan kepolaran yang diinginkan.
Biasanya pelarut yang digunakan berganti dari pelarut non polar seperti eter,
kloroform, etilasetat hingga alkohol untuk senyawa-senyawa yang lebth polar

(Harborne, 1987).

2.7. Metode Pemisahan Senyawa Bahan Alam

Kromatografi merupakan suatu tchnik pemisahan yang saat ini banyak
digunakan dan dikembangkan. Banyak teknik kromatografi, mulai dari yang paling
sederhana sampai yang tercanggih, digunakan untuk pekerjaan rutin dalam pemisahan
campuran senyawa, khususnya dalam kimia orgamik bahan alam maupun dalam
sintesis (Wilcox dan Wilcox, 1995).

2.7.1. Kromatografi kolom

Bahan alam maupun hasil reaksi biasanya berada dalam keadaan campuran.
Untuk memisahkan campuran tersebut, di laboratorium kimia organik sering
digunakan kromatografi kolom (Nimit, 1991). Jumlah sampel yang dapat dipisahkan
dengan menggunakan kromatografi kolom bisa dalam jumlah besar skala produksi
maupun hanya dalam jumlah beberapa gram (Zubrick, 1987).

Pada kromatografi kolom, fase diam dimasukkan ke dalam sebuah tabung
kaca. Sampel dimasukkan ke bagian atas kolom, kemudian fase gerak dilewatkan
mengalir ke bawah. Komponen sampel akan memisah oleh perbedaan interaksi
dengan fase diam menghasilkan pita-pita. Pita-pita ini kemudian dielusi dengan eluen
dan ditampung dalam suatu penampung (biasanya disebut vial) saat kelvar dari kolom
{(Nimit, 1991).

Pemisahan dengan menggunakan kromatografi kolom bergantung pada jenis
fase diam yang dipakai. Pemisahan berlangsung dengan mekanisme yang berbeda,
seperti adsorbsi, partisi, pertukaran ion, affinitas dan ekslusi. Keberhasilan pemisahan
bergantung pada jumlah adsorben, ukuran partikel, diameter kolom dan kecepatan

aliran eluen yang digunakan (Palleros, 2000)
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2.7.2. Kromatografi lapis tipis

Kromatografi lapis tipis (KLT) adalah tehnik pemisahan yang sering
digunakan dalam kimia organik. KLT dapat digunakan untuk analisa kualitatif
maupun kuantitatif. KLT dapat digunakan menganalisis campuran yang rumit seperti
bahan alam maupun hasil reaksi, hanya dalam beberapa menit menggunakan
peralatan yang murah dan biasanya tersedia di laboratorium. KLT digunakan dalam
banyak aplikasi. Kecepatan tehnik ini membuatnya sangat berguna untuk memonitor
kromatogrtafi kolom skala besar. Analisis KLT dapat digunakan untuk memantau
pemisahan dengan kromatografi kolom dan untuk menggabungkan fraksi-fraksi yang
dikumpulkan. Jalannya suatu reaksi dapat juga dipantau secara periodik dengan
menggunakan KL'T (Mayo dkk, 1994).

Pemisahan dengan KLT berlangsung pada lapisan tipis dari fase diam padat
yang tersebar pada plat yang terbuat dari aluminium, kaca atau plastik ketika fase
gerak bergerak disepanjang plat dengan proses partisi, adsorbsi, pertukaran ion atau
eksklusi-ukuran. Namun di dalam kimia organik, aplikasi KLT didasarkan pada
adsorbsi (Palleros, 2000).

Sampel berupa cairan atau larutan yang tidak volatil dilarutkan dalam pelarut
yang volatil, kemudian ditotolkan pada adsorben dengan menggunakan pipa kapiler
pada jarak 1,5 cm dari ujung bawah plat. Pelarut dibiarakan mengering dan kemudian
plat dimasukkan dalam sebuah bejana yang berisi fase gerak. Fase gerak dibiarkan
merembes sampai kira-kira 0,5 cm dari ujung atas plat. Selama proses berlangsung,
bejana ditutup agar keseimbangan cair-uap fase gerak tetap terjaga.

Fase gerak naik pada plat KLT melalui gaya kapilaritas mengelusi sepanjang
komponen yang ada pada sampel. Umumya kecepatan pergerakan senyawa-senyawa
berbeda karena memuliki interaksi spesifik dengan fase diam. Ketika mencapai garis
batas atas, plat dikeluarkan dan dianalisis.

Penandaan noda hasil pengembangan KL'T' dapat dilakukan tergantung dari
sifat senyawa yang dipisahkan. Untuk senyawa berwarna dapat langsung ditandai

dengan pensil. Untuk senyawa yang aktif pada sinar ultraviolet, dapat digunakan
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menguapinya dengan uap iodin ataupun dengan memberikan peraksi penampak noda

{Palleros, 2000).

Noda yang sudah divisualisasi dan ditandai dengan pensil ditentukan Rf (ratio
of the fronf)-nya. Rf adalah perbandingan jarak yang ditempuh oleh senyawa (x)
dengan jarak yang ditempuh oleh fase gerak (y) terhadap noda asal.

_ Jarak yang ditempuh oleh senyawa x
Jarak yang ditempuholeh fase gerak vy

Q=" =0

Gambar 1. Kromatografi lapis tipis

Aplikasi KLT yang sering digunakan lebih lanjut adalah KLT preparatif dan
KLT dua arah. Jadi KL T dapat diaplikasikan secara kualitatif atau preparatif (Nimit,
1991).

2.8. Metode Spektroskopi

Spektroskopt adalah studi mengenai ataraksi antara energi cahaya dan materi.
Panjang gelombang dalam mana senyawa orgamk menyerap energi cahaya,
bergantung pada struktur senyawa itu. Oleh karena itu teknik-teknik spekroskopi
dapat digunakan untuk mentukan struktur senyawa yang tidak dikctahui dan untuk
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merﬁpelajaﬁ karakteristik ikatan senyawa .yang diketahui (Fessenden dan
Fessendén,.l 998). o
Atkins dan Carey (2002) mengemukakan empat metode spektroskopi sebagai
berikut |
. _Spektroskopi resonansi magnetik inti (Nuclear Magnetic Resonance, NMR)
memberikan informasi mengenai kerangka karbon dan lingkungan kimia
hidrogen yang melekat pada kerangl'(a molekul. _
» Spekroskopi infra merah (IR), menyatakan adanya gugus-gugus fungsi yang
ada pada molekul.

» Spektroskopi ultra violet-sinar tampak, menunjukkan distnbusi elektron

dalam molekul, khususnya dalam molekul yang memiliki sistem elektron =

~ (phi) terkonjugast.
e Spektrometri massa, memberikan informasi mengenai berat dan rumus
motlekul baik molekul itu sendiri (ion molekul) maupun fragmen-fragmen nya.
Informasi déui ' l;e—empat metode spektr'oskopi‘ tersebut digabungkan, sehingga

struktur senyawa dapat ditentukan.

2.8.1. Spektroskopi UV
' Spektroskopi ultraviolet (UV) sangat berguna dalam mempelajari molekul-
molekul organik yang meﬂgandung ikatan rangkap dua maupun ikatan rangkap tiga,
khususnya yang memiliki sistem terkonjugasi dan cincin aromatik (Palleros, 2000).
spektroskopt UV melibatkan transisi elektronik pada panjang gelombang 200-380 nm
(Field dkk, 1996). o

Pada spektroskopi UV, parameter yémg akan diukur adalah intensitas
transmitan atau absorpsivitasnya. Absorptifitas sebanding dengan konsentrasi dan
panjang sampel yang dilewati oleh sinar. Hubungan ini dikenal dengan Hukum
Lambert-Beer (Field dkk, 1996). Untuk tujuan- karakterisasi kromofor, intensitas
absorpsi dinyatakan dengan absorptiﬁtas molar (£} sebagaimana dirumuskan sebagai .

A
£=—
Cl
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dengan ketentuan A adalah absorpstifitas, C adalah konsentrasi (mol per liter) dan 1

adalah panjang yang dilalui oleh sinar (cm).

Senyawa organik yang akan dikarakterisasi pada spektroskopi UV harus
berada dalam keadaan murni dan dalam bentuk larutan. Senyawa dilarutkan dalam
pelarut yang sesuai. Pelarut yang sering digunakan adalah n-heksana, air, etanol
ataupun dioksan (Zubrick,1987).

Gugus yang menyerap radiasi pada UV disebut kromofor. Data yang berguna
untuk penentuan adalah kromofor yang mengabsorbsi kuat (g } pada spektroskopi UV
seperti sistem ikatan rangkap terkonjugasi maupun sistem aromatik. Sistem konjugasi
dapat diperpanjang oleh kehadiran ansokrom. Ausokrom adalah atom yang memiliki
satu atau lebth pasangan elektron tidak berpasangan maupun gugus yang memiliki
ikatan rangkap, misalnya gugus OH, NH,, karbom! dan lain sebagainya. Apabila
struktur berubah, seperti pelekatan ausokrom maupim penambahan pereaksi geser,
maka serapan maksimum juga akan berubah. Jika serapan bergeser pada pertambahan
panjang gelombang maka disebut pergeseran batokromik, sebaliknya apabila bergeser
ke panjang gelombang yang lebih pendek disebut pergeseran hipsokromik {Field dkk,
1996).

2.8.2. Spektroskopi inframerah (IR)

Spektrum IR berada pada rentang frekuensi 4000 dan 650 cm-'. Penentuan
spektrum ini didasarkan pada vibrasi ikatan. Gugus-gugus fungsi menyerap energi
vang spesifik untuk mengalami vibrasi bergantung pada sifat ikatan.Berdasarkan
pemahaman ini, gugus-gugus fungsi spesifik dalam molekul dapt dikenali (Zubrick,
1987). Ikatan yang polar akan menyearap dengan kuat, scbaliknya ikatan yang
simetris tidak akan menyerap sama sekali. lkatan yang lebih pendek dan kuat
memiliki vibrasi ulur pada frekuensi yang lebih tinggi dibandingkan dengan ikatan
yang lebih panjang dan lemah (Field dkk, 1996).

Sampel yang digunakan pada spekroskopi IR dapat berupa gas, cair maupun
padat. Biasanya sampel padatan sebanyak 2-5 miligram digerus dengan garam kbr

dan ditckan membentuk pellet kemudian langsung diukur. Cara yang lain untuk
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perlakuan sampel padatan adalah dengan mendispersikan sampel pada nujol. Untuk

sampel cairan, sampel sebanyak 2-5 mikroliter disebarkan pada diantara dua plat nacl
dan diukur efektif pada 1600-4060 em” (Field dkk, 1996).

Gugus-gugus fungsi yang dengan mudah dikenali adalah gugus karbonil
(menyerap kuat pada 1650-1870 cm™). Pita serapan untuk gugus-gugus fungsi yang
lain sekarang sudah dibuat daftar dan susunannya, namun harus dihubungkan dengan

informasi dari data-data spektroskopi yang lain seperti NMR (Field dkk, 1996).

2.8.3. Resonansi magnetik inti

Resonansi magnetik inti atau NMR adalah suate tchnik karakterisasi yang
sangat berguna untuk mengidentifikasi kerangka hidrokarbon yang merupakan tempat
melekatnya gugus-gugus fungsi. NMR 'H memberikan informasi jenis maupun
jumlah hidrogen yang ada dalam molekul. NMR "C memberikan informasi
mengenai karbon-karbon yang ada pada kerangka molekul. Biasanya kombinasi
informasi yang didapat dan spektroskopi IR dan NMR telah dapat memberikan
gambaran struktur molekul khususnya molekul-molekul yang kompleks (Wilcox dan
Wilcox, 1994).

Sampel dilarutkan, kemudian dimasukkan ke dalam tabung khusus dan
diletakkan di antara kutub magnet yang kuat. Signal frekuensi radio dikenakan pada
sampel. Walanpun proton-proton berada dalam lingkungan yang sama, namun
proton-proton tersebut tidak menyerap frekuensi yang sama. Jika proton lebih dekat
ke gugus elektronegatif atau cincin aromatik maka signal akan bergeser ke
frekuensiradio yang berbeda. Pergeseran ini dinamakan pergeseran kimia (Zubrick,
1987). Biasanya pergeseran kimia proton-proton yang ada di dalam molekul di
bandingkan dengan tetrametilsilan (1MS). TMS dipilih sebagai standar karena
memliki keunggulan diantaranya: (1) relatif inert dan memiliki titik didih yang
rendah (26,5 °C) sehingga dapat dengan mudah dihilangkan selesai pengukuran (2)
memberikan puncak tunggal yang tajam baik dalam NMR 'H dan BC (3) memiliki

signal yang berada diluar dari signal senyawa-senyawa organik schingga signal yang
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dihasilkan tidak akan tumpang tindih (4) pergeseran kimia TMS tidak dipengaruhi

oleh efek pelarut.
Pergescran kimia dapat diukur dalam Hz namun biasanya dinyatakan dalam
ppm (part per million).
0° imi dalam H:
Pergeseran kimia:l x pergeseran kimia TMS dalam Hz

Frekuensi spektrometer dalam Hz

2.8.4. Spektroskopi massa

Spektroskopi massa {mass spectroscopy, MS) memberikan informasi
mengenai bobot molekul, komposisi dan bentuk fragmentasi molekul. Bobot molekul
yang akurat sangat penting karena menjadi dasar untuk penentuan komposisi ataupun
rumus molekul. Informasi tentang fragmentasi mungkin berguna untuk mendukung
kesimpulan tentang struktur yang diajukan dan memungkinkan perbandingan dengan
senyawa-senyawa yang telah dikenal (Zubrick, 1987). Bobot molekul maupun massa
fragmen-fragmen dinyatakan dengan massa per muatan, m/e (e = 1) (Field dkk, 1996)

Molekul dalam bentuk vap diionisasi dengan 2 metode . Pertama, yang umum
dilakukan adalah dengan dibombardir dengan elekiron berenergi tinggi (elektron
impact, EI). Tumbukan ini menyebabkan molekul kehilangan sebuah elektron
membentuk spesi kation radikal (M™). Selanjutnya ion molekul ini akan terionisasi
menghasilkan molekul kecil netral atan atau fragmen-fragmen terionisasi. lon-ion
yang terbentuk akan masuk ke tabung analisator dan akan dikumpulkan dan
selanjutnya akan dicatat berupa grafik dengan m/e pada sumbu X dan kelimpahan (%)
pada sumbu Y. Kedua, ionisasi dapat dilakukan dengan cara kimia (chemical
ionization, CI}). Pada CI, molekul dalam bentuk uap diinjeksi ke dalam kamar
pengion yang berisi reagen seperti CHs'. Apabila molekul bereaksi dengan CHj',
molekul akan menerima sebuah proton membentuk (M+1) atau kehilangan proton
membentuk {M-1). Kedua jenis kation ini menyatakan bobot molekul. Selanjutnya
molekul akan mengalami fragmentasi menghasilkan molekul kecil netral ataupun

fragmen-fragmen bermuatan (Field dkk, 1996)
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