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DEVELOPMENT OF RESTRICTED-ACCESS MEDIA CHROMATOGRAPHIC COLUMNS PROTEIN-IMMOBILIZED AND
THEIR EVALUATION FOR THE ANALYSIS OF DRUGS BY DIRECT INJECTION OF HUMAN PLASMA. A series of bovine
serum albumin-immobilized supports have been prepared and used as restricted access media (RAM) columns. Restricted-access
supports combine size-exclusion of proteins and other high-molar-mass matrix components with the simultaneous enrichment of
low-molar mass analytes. These characteristics were chromatographically evaluated for the columns. The RAM-BSA (Bovine Serum
Albumin) columns showed excellent performance for exclusion of human plasma protein with good retention capacity for a series
of acidic, basic, and neutral drugs.
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INTRODUÇÃO

A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) é uma
técnica amplamente utilizada na análise de xenobióticos em flui-
dos biológicos. No entanto, amostras de matrizes biológicas não
devem ser diretamente injetadas nas fases cromatográficas, uma
vez que as proteínas presentes nestes tipos de matrizes (soro, plas-
ma, urina, leite, etc) provocam rápido entupimento da coluna e
perda da eficiência cromatográfica, devido à sua adsorção acumu-
lativa no suporte. Para evitar a rápida deterioração das colunas,
antes da análise cromatográfica é necessário realizar um pré-trata-
mento nas amostras biológicas. Este pré-tratamento permite a re-
moção das proteínas e dos interferentes endógenos e/ou a pré-con-
centração dos analitos, proporcionando um aumento na seletividade
e sensitividade do método1-3.

Entre as técnicas mais comumente utilizadas para extração e/
ou pré-concentração de substâncias presentes em fluidos biológi-
cos destacam-se extração líquido-líquido, extração em fase sólida,
extração com fluido supercrítico e extração com membranas sóli-
das ou líquidas.

Atualmente, devido ao grande número de amostras usualmente
manuseadas nas análises, o procedimento de preparo das mesmas
deve ser rápido e conveniente, com perdas mínimas dos analitos e
baixo custo de análise. Neste sentido, técnicas de injeção direta de
amostra têm sido exploradas uma vez que eliminam os erros hu-
manos de manipulação, minimizam as perdas dos analitos, evitam
o manuseio de amostras perigosas ou infecciosas e aumentam, sig-
nificativamente, o número de análises por tempo4,5.

Dentre as técnicas de injeção direta, as que utilizam fases
do tipo RAM (“Restricted-Access Media”) têm se destacado4,5.
Estas fases estacionárias combinam os princípios da
Cromatografia de Exclusão e da Cromatografia de Fase Reversa,
uma vez que sua superfície hidrofílica impede a adsorção de
macromoléculas da matriz biológica na fase estacionária e suas
propriedades hidrofóbicas são responsáveis pela retenção das
micromoléculas (Figura 1)6-11.

Dentre os diversos tipos de suportes cromatográficos, as fases
hidrofóbicas proteína-imobilizadas6, ISRP (“Internal Surface
Reversed-Phase”, GFF® II - Regis Technologies)7, SPS® (“Semi-
Permeable Surface”, Regis Technologies)8, SHP (“Shielded
Hydrophobic Phases”, Hisep® - Supelco)12 e ADS (“Alkyl-Diol
Sílica”, LiChrospher® ADS – Merck Alemã)13, disponíveis comer-
cialmente ou de fácil preparo em laboratório, têm sido usadas para
análises de xenobióticos em fluidos biológicos.

As fases RAM têm aplicação analítica muito versátil, podendo
ser utilizadas tanto no modo simples de análise como no modo
multidimensional. No primeiro caso, a amostra biológica não tra-
tada é injetada diretamente na coluna e, após exclusão das
macromoléculas, os xenobióticos são analisados por eluição gradi-
ente14. Na cromatografia multidimensional, a coluna RAM é usada
como pré-coluna e, após a eluição das macromoléculas, os analitos
são transferidos para uma coluna analítica, utilizando-se uma vál-
vula de comutação, onde são separados e analisados14-16.

Figura 1. Esquema representando a exclusão de proteínas e retenção das
micromoléculas nas fases hidrofóbicas RAM-BSA. FH: Fase Hidrofóbica;

BSA: Albumina Sérica Bovina e X: Xenobiótico
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Neste contexto, quatro colunas RAM-BSA (“Bovine Serum
Albumin”) foram preparadas e avaliadas quanto à capacidade de
exclusão das proteínas do plasma e de retenção para uma série de
fármacos ácidos, básicos e neutros. Este trabalho apresenta os re-
sultados obtidos.

PARTE EXPERIMENTAL

Generalidades

Os seguintes sistemas cromatográficos foram utilizados: Sis-
tema 1: cromatógrafo líquido composto por uma bomba Waters
510 (Milford, USA), um injetor manual Rheodyne 7125 (Cotati,
USA) e um detector de ultravioleta Waters 481 acoplados a uma
interface Shimadzu CBM 10A (Kyoto, Japan) e Sistema 2:
cromatógrafo líquido composto por duas bombas Shimadzu LC
10ADvp, uma válvula seletora de solvente Shimadzu FCV-10AL,
um auto-injetor Shimadzu SIL 10ADvp, uma válvula de seis ca-
minhos Valco Nitronic 7000 EA (St Louis, USA) e um detector de
ultravioleta Shimadzu SPD-10Av acoplados a uma interface
Shimadzu SCL 10 Avp.

As colunas de fases estacionárias hidrofóbicas foram empaco-
tadas em uma empacotadora Shandon. A imobilização da albumina
sérica bovina nas fases hidrofóbicas e a avaliação da exclusão das
proteínas do plasma pelas colunas RAM-BSA foram realizadas no
sistema 1 e a avaliação da capacidade de retenção das micromo-
léculas nas colunas RAM-BSA, no sistema 2.

As medidas de absorção molecular na região do UV-visível fo-
ram realizadas em um espectrofotômetro HP 8452A (Avondale, USA)
utilizando-se uma cubeta de vidro de 10 mm de caminho óptico.

Os solventes (grau HPLC) utilizados nas análises cromato-
gráficas foram obtidos da Merck (Darmstadt, Germany) ou
Mallinckrodt Baker (St. Louis, USA). A água utilizada no preparo
das soluções foi purificada em um sistema MILLI-Q® (Millipore,
Ribeirão Preto, SP).

Os reagentes e outros produtos químicos foram obtidos de di-
ferentes fontes: albumina sérica bovina, Sigma (fração V, St. Louis,
USA), glutaraldeído, di-hidrogenofosfato de potássio e gluta-
raldeído, Merck (Darmstadt, Germany) e corante azul brilhante de
Coomassie, Mallinckrodt (St. Louis, USA).

Os seguintes fármacos foram avaliados: Betaxolol (doado
pela Alcon Laboratórios do Brasil Ltda, São Paulo, SP), Atenolol,
Metoprolol e Propranolol (doados pela AstraZeneca do Brasil
Ltda, Cotia, SP), Modafinil (doado pelo Laboratoire L. Lafon,
Maisons, France), Lansoprazol (doado pela Boehringer
Ingelheim do Brasil Química e Farmacêutica Ltda, São Paulo,
SP), Pantoprazol (doado pela BYK Química e Farmacêutica Ltda,
São Paulo, SP), Omeprazol (doado pela Libbs Farmacêutica Ltda,
São Paulo, SP), Cetoprofeno e Ibuprofeno (doados pela Aventis-
Pharma Ltda, São Paulo, SP), Flurbiprofeno (doado pela Allergan
Produtos Farmacêuticos Ltda, São Paulo, SP), Verapamil (doa-
do pela Sanval Comércio e Indústria Ltda, São Paulo, SP),
Tetramisol (doado pela Janssen-Cilag Farmacêutica, São Paulo,
SP) e Cetamina comprado da Sigma (St. Louis, USA).

O plasma humano utilizado neste estudo foi fornecido pelo
Hemonúcleo Regional do Hospital Universitário São Francisco,
Bragança Paulista, SP.

Preparo das colunas RAM-BSA

As colunas RAM do tipo hidrofóbica imobilizada com
albumina sérica bovina (RAM-C

8
-BSA, RAM-C

18
-BSA, RAM-

Ph-BSA e RAM-CN-BSA) foram preparadas segundo o procedi-

mento descrito na literatura17: 1,5 g das fases hidrofóbicas octil-
sílica (C

8
 (2) Luna®, 10 µm e 100 Å), octadecil-sílica (Hypersil®,

10 µm e 120 Å), sílica fenil (Hypersil®, 5 µm e 120 Å) e sílica
ciano (Nucleosil®, 10 µm e 100 Å) foram suspensas em 50 mL de
metanol, sonicadas durante 3 min e empacotadas em colunas de
aço inoxidável (10 x 0,46 cm D.I. ou 4,0 x 0,46 cm D.I.) sob
pressão de 7500 psi, utilizando-se metanol como solvente. Em
seguida, as colunas foram condicionadas em metanol, durante 4 h,
a uma vazão de 1,0 mL/min.

A imobilização da BSA foi realizada in situ, por Cromatografia
Frontal, de acordo com o procedimento descrito por Menezes e
Félix18. As colunas foram eluídas, a uma vazão de 1,0 mL/min,
com solução de KH

2
PO

4
 0,05 mol/L (pH=6,0) durante 20 min,

solução de albumina sérica bovina 2,0 mg/mL (preparada em so-
lução de KH

2
PO

4
 0,05 mol/L, pH=6,0) durante 30 min (20 min

para a coluna RAM-C
8
-BSA de 4,0 x 0,46 cm D.I.), água

deionizada durante 20 min e duas porções de 10 mL de
glutaraldeído a 25%. Após um repouso de 5 h, as colunas foram
eluídas com solução de NaBH

4
 1,0 mg/mL até o eluato apresen-

tar pH 10 e, após mais 2 h em repouso, as fases estacionárias
foram lavadas com água deionizada durante 1 h. As fases estaci-
onárias foram mantidas em água e as colunas armazenadas na
geladeira, a 4 oC, após o preparo e uso.

Avaliação da exclusão das proteínas do plasma humano pelas
colunas RAM-BSA

Preparo do reagente de Bradford
A solução do corante azul brilhante de Coomassie (reagente de

Bradford) foi preparada na concentração de 100 mg/L, segundo o
procedimento descrito por Bradford19. Em um béquer dissolveu-se
50,0 mg do corante em 25 mL de etanol e, em seguida, acrescen-
tou-se 50 mL de ácido fosfórico 85%. Transferiu-se a solução para
um balão volumétrico de 500 mL e completou-se o volume com
água deionizada. A solução do corante foi armazenada, em frasco
de vidro âmbar, na geladeira a 4 oC.

Preparo das amostras
O plasma humano foi centrifugado, à temperatura ambiente, a

5.000 rpm durante 15 min. Após o condicionamento das colunas
RAM-BSA com água a 1,0 mL/min durante 30 min, injetou-se 50 µL
de plasma humano, eluiu-se com água e coletou-se frações de
2,0 e/ou 5,0 mL em balões volumétricos. Em seguida, as colunas
foram eluídas, a 1,0 mL/min, com água por 10 min e acetonitrila por
30 min para eluição dos compostos endógenos e, em seguida, condi-
cionadas com água por 30 min. Este procedimento foi repetido, em
triplicata, para volumes de injeção de 100 e 200 µL de plasma huma-
no. As frações coletadas foram transferidas para frascos de vidros
âmbar, armazenadas na geladeira a 4 oC e analisadas no máximo até
12 h após a coleta.

As soluções de referência foram preparadas adicionando-se vo-
lumes de 50, 100 e 200 µL de plasma humano em balões
volumétricos de 2,0 e/ou 5,0 mL e completando-se o volume em
água deionizada. As soluções foram armazenadas, em frascos de
vidro âmbar, na geladeira a 4 oC.

Medidas espectrofotométricas
Pipetou-se 500 µL das amostras eluídas das colunas RAM-BSA,

adicionou-se 5,0 mL da solução do corante azul brilhante e dei-
xou-se reagir por 3 min. As amostras de 2 mL e respectivas solu-
ções de referência, após os 3 min de complexação com o reagente
de Bradford, foram diluídas com 5 mL de água. Em seguida, trans-
feriu-se uma alíquota para uma cubeta de vidro e registrou-se o
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espectro na região de 190 a 800 nm. As absorbâncias foram medi-
das no comprimento de onda de 595 nm, relativo à máxima absor-
ção do complexo proteína-corante20. O mesmo procedimento foi
repetido para as soluções de referência.

A eficiência de extração das proteínas do plasma em cada co-
luna foi calculada comparando-se as absorbâncias das amostras
coletadas e as absorbâncias das soluções de referência, que forne-
cem a quantidade total de proteínas presentes no plasma (100%).

Avaliação da retenção das micromoléculas pelas colunas RAM-BSA
Soluções estoques dos fármacos foram preparadas, em metanol,

na concentração de 100 µg/mL e a partir destas soluções foram
preparadas soluções de trabalho nas concentrações de 20 µg/mL.
Alíquotas de 200 µL das soluções analíticas foram colocadas em
tubos de ensaios e o solvente evaporado, sob fluxo de ar comprimi-
do. Os analitos foram reconstituídos com 200 µL de fase móvel, a
solução foi agitada em vórtex por 10 s e, então, 20 µL foram inje-
tados no sistema cromatográfico 2.

O fator de retenção (k) dos fármacos foi mensurado utilizando-se
a equação k = (t

R
 – t

0
)/t

0 
e o fator de assimetria (A

s
) foi calculado a 10%

da altura da banda cromatográfica21. O tempo morto (t
0
) foi medido

usando-se acetonitrila. As condições cromatográficas foram fase móvel:
acetonitrila:solução de di-hidrogenofosfato de potássio 10 mmol/L;
pH 2,5; 6,0; 6,5 e 7,0, (40:60 v/v) e vazão de 1,0 mL/min.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Colunas RAM proteína-imobilizada preparadas com BSA6,
avidina22 e AGP (α-1-glicoproteína)23 têm sido utilizadas com
sucesso na análise de xenobióticos em leite18,24, plasma20,25,26,
saliva27 e tecidos biológicos28,29. Como a albumina sérica bovina
se encontra disponível comercialmente a um custo relativamen-
te baixo e suas propriedades físico-químicas permitem a utili-
zação em várias condições cromatográficas no modo reverso de
eluição, o que é uma vantagem quando se trabalha com injeção
direta de amostras biológicas, esta proteína foi usada no prepa-
ro das colunas RAM avaliadas.

A fase hidrofóbica utilizada no preparo das colunas RAM-BSA
influencia na retenção das micromoléculas. As fases C

8 
e C

18
 têm

sido utilizadas no preparo de diferentes colunas RAM10,11 porém,
diferentes interações podem ser conseguidas com as fases fenil e
ciano. Assim, pela primeira vez descrevemos o uso dessas fases de
sílica no preparo de colunas RAM-BSA.

Avaliação da exclusão das proteínas do plasma humano
Para avaliar a eficiência de exclusão das proteínas pelas colu-

nas RAM-BSA, alíquotas de 50, 100 e 200 µL de plasma humano
foram eluídas, com água a 1,0 mL/min durante 5 min17,20,25,26.

As proteínas eluídas foram complexadas com o corante azul
brilhante e os espectros de absorção foram registrados na região de
190 a 800 nm. A Figura 2 apresenta o espectro de absorção do
corante e do complexo proteína-corante após eluição de 50, 100 e
200 µL de plasma humano pela coluna RAM-C

8
-BSA.

Como pode ser observado, o espectro de absorção do corante
apresenta dois picos bem definidos, com máximos de absorção
em 400 e 640 nm correspondentes, respectivamente, às formas
catiônica e neutra do corante30. Após a formação do complexo
corante-proteína, as bandas em 400 e 640 nm desaparecem en-
quanto há um aumento substancial da absorbância na região de
595 nm. Isto ocorre porque, devido à interação entre o corante e
as proteínas do plasma, há um deslocamento do equilíbrio do
corante para a forma aniônica, que absorve fortemente no com-
primento de onda de 595 nm30.

Para as quatro colunas RAM-BSA, nas condições
cromatográficas avaliadas, a exclusão das proteínas foi superior a
90% de eficiência, independente do volume de plasma injetado
(50, 100 ou 200 µL) (Figura 3).

Com o intuito de avaliar se a diminuição do tamanho da colu-
na acarretaria em uma redução no tempo necessário para exclu-
são das proteínas, alíquotas de 50, 100 e 200 µL de plasma huma-
no foram injetadas nas colunas RAM-C

8
-BSA de 4 x 0,46 cm D.I

e de 10 x 0,46 cm D.I e os eluatos foram coletados durante 2 e 5
min, respectivamente. Os resultados, apresentados na Figura 4,
mostram que independentemente do volume de plasma injetado,
diminuindo-se o tamanho da coluna o tempo necessário para ex-
clusão das proteínas também é reduzido.

Os resultados evidenciam que, nas condições cromatográficas
utilizadas, a BSA é suficientemente hidrofílica e, através de
interações repulsivas, exclui com eficiência as proteínas do plas-
ma. A Figura 5 mostra um típico cromatograma de exclusão das
proteínas do plasma humano por uma coluna RAM-BSA.

Avaliação das colunas RAM na retenção de micromoléculas
No modo reverso de eluição, quanto maior a hidrofobicidade

de um composto, maior será o valor do fator de retenção (k).
Quando um composto ácido ou básico ioniza, ele se torna muito
mais hidrofílico e, conseqüentemente, o valor de k é reduzido.
Assim, para um composto ácido quanto maior o pH da fase mó-

Figura 2. Espectros de absorção do corante azul brilhante (1) e do complexo
corante-proteína após a eluição do plasma humano na coluna RAM-C

8
-BSA.

Volume de plasma injetado: (2) 50, (3) 100 e (4) 200 μL.  Fase móvel: água

e vazão: 1,0 mL/min

Figura 3. Porcentagem de proteínas do plasma humano excluídas em 5 min pelas

colunas RAM-BSA (10 x 0,46 cm D.I.).  Fase móvel: água e vazão: 1,0 mL/min
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Figura 4. Porcentagem de proteínas do plasma humano excluídas em 5 min
(A) e 2 min (B) pelas colunas RAM-C

8
-BSA (10 x 0,46 cm D.I.) (1) e RAM-C

8
-

BSA (4 x 0,46 cm D.I.) (2). Fase móvel: água e vazão: 1,0 mL/min

Figura 5. Cromatograma do plasma humano na coluna RAM-Ph-BSA

(10 x 0,46 cm D.I.). Condições cromatográficas: Fase móvel: água, Vazão:
1,0 mL/min, volume de injeção: 200 μL e λ: 280 nm

Figura 6. Retenção dos fármacos básicos, neutros e ácidos em função do pH

da fase móvel nas colunas RAM-C
8
-BSA (10 x 0,46 cm D.I.) e C

8
 (10 x 0,46

cm D.I.)

Figura 7. Fator de assimetria (As) dos fármacos básicos, neutros e ácidos

em função do pH da fase móvel nas colunas RAM-C
8
-BSA (10 x 0,46 cm D.I.)

e C
8
 (10 x 0,46 cm D.I.)



76 Quim. Novade Lima et al.

Tabela 1. Fármacos avaliados nas fases RAM-BSA

Compostos Estrutura química λ (nm) Categoria terapêutica

Básicos

Atenolol 275 Anti-hipertensivo

Betaxolol Anti-hipertensivo

Metoprolol Anti-hipertensivo

Propranolol 290 Anti-hipertensivo

Cetamina 261 Anestésico intravenoso

Tetramisol 254 Anti-helmíntico de uso veterinário

Verapamil 275 Bloqueador de canais de cálcio

Neutros

Modafinil 245 Antinarcoléptico

Lansoprazol 285 Supressor da secreção de HCl gástrico

Pantoprazol Supressor da secreção de HCl gástrico

Omeprazol 302 Supressor da secreção de HCl gástrico

Ácidos

Cetoprofeno 265 Antiinflamatório não esteroidal

Ibuprofeno 228 Antiinflamatório não esteroidal

Flurbiprofeno 254 Antiinflamatório não esteroidal
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Figura 8. Retenção dos fármacos básicos, neutros e ácidos em função do pH
da fase móvel nas colunas RAM-BSA (10 x 0,46 cm D.I.)

Figura 9. Fator de assimetria (As) dos fármacos básicos, neutros e ácidos
em função do pH da fase móvel nas colunas RAM-BSA (10 x 0,46 cm D.I.)

vel menor é a sua retenção e, para um composto básico, a reten-
ção aumenta. Para compostos neutros não ocorre variação de k
em função do pH da fase móvel21.

Para avaliar o poder de retenção das colunas RAM-BSA prepa-
radas, foram determinados, de modo sistemático, o fator de reten-
ção (k) e o fator de assimetria de bandas cromatográfica (As) de
uma série de fármacos ácidos, básicos e neutros (Tabela 1) em con-
dições adequadas de pH e concentração de modificador orgânico.
Este estudo é importante para direcionar a escolha da coluna RAM-
BSA para um determinado composto.

Os fatores de retenção e assimetria das bandas cromatográficas
foram avaliados na coluna RAM-C

8
-BSA (10 x 0,46 cm D.I.) e em

uma coluna C
8
 (10 x 0,46 cm D.I.) preparada com a mesma sílica

usada na coluna RAM, utilizando-se as condições cromatográficas
descritas na parte experimental. O uso de fases móveis em pH pró-
ximo ao ponto isoelétrico (pI) da albumina leva a uma perda de
performance de exclusão e à precipitação das proteínas do plasma.
Portanto, não é recomendável o uso de eluentes com pH entre 3 e 5

em métodos analíticos por injeção direta de amostra que utilizam
colunas RAM31. A Figura 6 mostra as variações do fator de reten-
ção dos fármacos avaliados em função do pH da fase móvel.

Os resultados mostram que as retenções dos fármacos nas co-
lunas RAM-C

8
-BSA e C

8
 são semelhantes, indicando que a BSA

imobilizada não modificou a performance de retenção das fases
hidrofóbicas. Porém, ocorreram mudanças significativas na assime-
tria das bandas cromatográficas (Figura 7) provavelmente devido à
retenção secundária dos compostos, através de troca-iônica fraca.

Os fatores de retenção e as assimetrias das bandas cromato-
gráficas dos mesmos compostos também foram determinados
para as colunas RAM-C

18
-BSA, RAM-Ph-BSA e RAM-CN-BSA,

nas mesmas condições cromatográficas utilizadas anteriormen-
te. As Figuras 8 e 9 mostram os resultados obtidos nessas três
colunas e também, para efeito de comparação, na coluna RAM-
C

8
-BSA.

Como pode ser observado, na Figura 8, a coluna RAM-C
18

-BSA
apresentou um comportamento mais retensivo para os compos-
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tos básicos e neutros em relação às demais colunas. Para os
compostos ácidos, esta coluna apresentou um perfil de retenção
semelhante ao da coluna RAM-C

8
-BSA porém, a mesma mos-

trou-se mais retensiva do que as colunas RAM-Ph-BSA e RAM-
CN-BSA.

O uso de colunas RAM para injeção direta de amostra na mai-
oria das vezes está associado à cromatografia multidimensional,
uma vez que estas colunas quase sempre apresentam baixa eficiên-
cia analítica. Desta forma, bandas cromatográficas com alta
assimetria podem ser aceitas, uma vez que as mesmas vão ser
transferidas para uma coluna analítica eficiente. As colunas avali-
adas mostraram assimetria de bandas apropriadas para serem utili-
zadas em cromatografia multidimensional. Entretanto, para os com-
postos Tetramisol e Propranolol, em pH 6,0, a coluna RAM-C

18
-

BSA mostrou assimetria superior a 2,3, o que pode dificultar a
eficiente transferência da banda cromatográfica (Figura 9).

A Figura 10 mostra os fatores de retenção do Propranolol
(básico), Modafinil (neutro) e Ibuprofeno (ácido) nas quatro co-
lunas RAM-BSA. Os resultados obtidos evidenciam que a re-
tenção destes compostos ocorre segundo mecanismos de eluição
no modo reverso, com pouca ou nenhuma influência de meca-
nismos de troca-iônica.

CONCLUSÃO

A desproteinação do plasma humano, por injeção direta de
amostras, foi conseguida de modo eficiente nas quatro colunas
RAM-BSA utilizando-se água como fase móvel. Estas colunas apre-
sentaram fatores de retenção adequados para os compostos avalia-
dos, o que permite a exclusão das proteínas sem perdas dos analitos.
Para os compostos ácidos e básicos, a variação do pH da fase mó-
vel permite a adequação dos fatores de retenção.

Figura 10. Retenção dos fármacos Modafinil (neutro), Ibuprofeno (ácido) e

Propranolol (básico) em função do pH da fase móvel nas colunas RAM-BSA
(10 x 0,46 cm D.I.)
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