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INTRODUZIONE 

 

Il principale vantaggio del capello come matrice nelle analisi 

tossicologiche è la sua capacità di fornire dettagli storici 

sull’esposizione di un individuo a farmaci e sostanze in seguito ad uso 

cronico delle stesse. Inoltre, è possibile rilevare sostanze nel capello 

anche dopo una singola esposizione 1. A differenza di quanto avviene 

con molti campioni biologici tradizionali raccolti per indagini 

tossicologiche, quali sangue, urina o liquido orale, i farmaci incorporati 

nella matrice del capello rimangono relativamente stabili per molti mesi 

o addirittura anni. In virtù di questi vantaggi, i campioni di capelli 

vengono regolarmente raccolti e analizzati nell’ambito d i indagini 

penali (quali decessi correlati alla droga, reati facilitati dalla droga 

(DFC), protezione dei minori) e per il monitoraggio dell’abuso di 

droghe (programmi di riabilitazione della droga, test d’abuso di droga 

sul posto di lavoro) 2. 

Il limite di tale metodo è dovuto alla sensibilità e alla precisione del 

rilevamento della concentrazione dei farmaci e delle sostanze. Entrambi 

gli svantaggi fanno riferimento ad una mancanza di conoscenza dei 

fattori che influenzano la presenza di sostanze nei capelli, alla 

differente modalità di incorporazione di queste ultime (circolo 

sanguigno, sebo, sudore o incorporazione da contaminanti esterni) e alla 

degradazione dei farmaci presenti nel capello stesso con il passare del 

tempo. 

Sebbene i ricercatori abbiano riportato di avere trovato arsenico nei 

capelli dell’imperatore Napoleone Bonaparte  3 e cocaina nei capelli 

delle mummie peruviane 4, secoli dopo la loro morte, è noto che le 
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concentrazioni di droga nei capelli diminuiscono nel tempo a causa del 

naturale dilavamento 5. La stabilità dei farmaci nei capelli dipende sia 

dalla loro morfologia che dalle proprietà chimico-fisiche 

6.Quotidianamente i capelli sono soggetti all’esposizione alla luce 

solare e ad agenti atmosferici che hanno dimostrato di ridurre le 

concentrazioni di varie sostanze, quali cannabinoidi 7,metadone, 

cocaina, eroina e loro metaboliti 8. Inoltre, la contaminazione esterna e 

la diminuzione di concentrazione di farmaci dai capelli, è facilitata 

dalla diffusione, di questi ultimi, in presenza di acqua 9 .Nonostante lo 

shampoo quotidiano non influisca in modo significativo sulle 

concentrazioni di farmaci, altresì asciugare, arricciare o lisciare i 

capelli con il calore può danneggiare o distruggere la cuticola fornendo 

percorsi per la contaminazione e la perdita delle sostanze incorporate.  

Ulteriori danni sono evidenti quando i capelli vengono sottoposti a 

trattamenti cosmetici più aggressivi 10. Gli studi riportati in letteratura 

sono vari, sia rispetto ai farmaci che ai trattamenti cosmetici studiati, e 

sono tutti concordi nel constatare che tinture, permanenti, rilassanti e 

decoloranti possiedono un effetto deleterio sulla concentrazione di 

farmaco rilevata nei capelli. Le diminuzioni delle concentrazioni di 

farmaci sono più evidenti per i capelli decolorati rispetto a quelli tinti. 

I capelli danneggiati mostrano, invece, concentrazioni 

significativamente più basse. 

Per comprendere e interpretare appieno i risultati dei test sui capelli, è 

essenziale che il Tossicologo Forense abbia una panoramica di quali 

fattori influenzano l’incorporazione di farmaci  nel fusto del capello, 

inclusa la contaminazione esterna, ma deve soprattutto considerare i 

fattori che influenzano la perdita del farmaco incorporato. 
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1.1 Anatomia e fisiologia dei peli 

I peli coprono la maggior 

parte della superficie 

corporea dell’uomo, ad 

eccezione delle labbra, 

palmi delle mani, la suola 

dei piedi e alcune parti dei 

genitali esterni 11. I peli 

hanno lo scopo di 

proteggere la pelle da 

lesioni e di regolare la 

temperatura corporea. Il 

loro aspetto varia da peli 

fini quasi incolori, che si 

trovano sulla maggior parte 

della superficie corporea, a 

peli più spessi e più lunghi 

sul cuoio capelluto. 

Il fusto del pelo, visibile 

sopra la superficie della pelle, 

è costituito da cellule completamente cheratinizzate e strettamente 

impacchettate con la cuticola, formando uno strato protettivo esterno 12. 

La cuticola è suscettibile ai danni da una serie di fonti, tra cui 

esposizione alla luce o al calore; trattamenti chimici, tra cui 

sbiancamento, permanente e danni fisici. Di conseguenza, nel tempo, la 

superficie del pelo può essere compromessa, esponendo gli strati 

Figura 1: Struttura del follicolo pilifero 
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interni: questo è particolarmente evidente nelle estremità distali del 

pelo. 

La struttura interna del fusto del pelo contiene cellule corticali che 

costituiscono la corteccia. Quest’ultima racchiude la maggior parte del 

fusto e contiene anche cellule della cuticola dove si trova la melanina, 

il pigmento principale nei peli. La regione più interna del pelo, il 

midollo, può essere continua lungo la lunghezza dell’asta, discontinua 

o completamente assente. Il follicolo pilifero è incorporato 3-4 mm 

sotto la superficie della pelle ed è la struttura responsabile della crescita 

dei peli. La struttura del follicolo pilifero è illustrata nella figura 1. 

Le strutture principali del follicolo pilifero includono la guaina della 

radice esterna, Outer Root Sheath, (ORS), la guaina della radice interna, 

Inner Root Sheath, (IRS), e il bulbo della radice. L’ORS forma un’area 

rigonfia alla base del muscolo erettore del pelo, vicino alla ghiandola 

sebacea, e si ritiene sia la fonte di cellule staminali fondamentali per lo 

sviluppo e la pigmentazione del follicolo pilifero 13. 

L’IRS, invece, fornisce supporto per la crescita dei peli producendo 

materiale di legame intracellulare e dirigendo il fusto in crescita verso 

l’alto 14. Le cellule situate all’interno della regione inferiore del bulbo 

radicale, la matrice, sono mitoticamente attive, mentre la sezione 

superiore del bulbo radicale contiene la regione cheratogena. Alla base 

del bulbo radicale si trova la papilla dermica che contiene l’afflusso di 

sangue. L’IRS si degrada man mano che i capelli in crescita si 

disidratano: così si verifica la cheratinizzazione. 

Vicino al follicolo pilifero vi sono le ghiandole sebacee e apocrine che 

secernono entrambe direttamente nel follicolo. Le ghiandole apocrine, 

a differenza delle ghiandole sebacee, non sono presenti su tutta la 
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superficie del corpo ma sono localizzate nelle regioni ascellari e 

pubiche. Le ghiandole sudoripare eccrine si trovano vicino al follicolo 

ma secernono in prossimità del follicolo pilifero, quindi non 

direttamente in esso. 

 

 

1.1.1 Classificazione dei peli 

 

I tre tipi fondamentali di peli sul corpo umano sono classificati come 

vellus, intermedi e terminali. I peli di vellus coprono la maggior parte 

della superficie corporea di bambini e adulti, sono fini, corti e non 

pigmentati. Li troviamo anche su palpebre e sulla fronte. Laddove i peli 

di vellus sono prodotti da follicoli piliferi non sessuali e non influenzati 

dagli ormoni, i peli intermedi e terminali sono influenzati dagli ormoni 

e dai cambiamenti durante la pubertà. I peli terminali si trovano sul 

cuoio capelluto, sulla barba, sulle sopracciglia, sulle ciglia, sulle 

ascelle, sulle aree pubiche e, contrariamente ai peli di vellus, sono 

grossolani, lunghi e pigmentati con un’ampia area trasversale . I peli 

intermedi hanno caratteristiche sia dei vellus che dei peli terminali e si 

trovano sulle braccia e sulle gambe degli adulti.  

I capelli vengono anche classificati in base all’etnia in africani, asiatici 

o europei. Un altro sistema di classificazione propone otto differenti 

sottogruppi, basati sul fatto che i capelli siano ricci, lisci, mossi etc. 

questa classificazione fornisce un approccio più oggettivo rispetto a un 

approccio soggettivo basato sull’etnia 15. Il sistema di classificazione 

prevede la misurazione di tre parametri: il diametro della curva, l’indice 

di curvatura e il numero di onde. 
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1.1.2 La crescita dei capelli 

  

Sono numerosi i fattori che possono influire sulla crescita dei capelli: 

età, stadio dello sviluppo, genere, gravidanza, metabolismo e disordini 

genetici, nutrizione e cambiamenti stagionali 16,17. La crescita dei 

capelli è un processo ciclico, guidato dai cambiamenti d’att ività delle 

citochine (ormonali) in ogni soggetto e in ogni stadio della crescita 18. 

I tre stadi di crescita dei capelli riconosciuti sono: Anagen, Catagen e 

Telogen. La fase Anagen, o “stadio di crescita”, può durare molti anni 

ed è caratterizzata dalla formazione del fusto del pelo che sporge sulla 

superficie della pelle. È stimato che l’85% dei peli siano in questa fase. 

La fase Catagen, o “di transizione”, segue questo periodo di crescita 

attiva. Durante essa la divisione cellulare si arresta, il fusto diventa 

completamente cheratinizzato, il bulbo inizia a degenerare e la 

lunghezza varia in base al tipo di pelo. La fase Telogen, o “fase di 

riposo”, rappresenta la conclusione del ciclo di crescita del pelo: non 

c’è crescita ma la papilla dermica rimane nella fase di riposo. E’stimato 

che il 10-15% di tutti i peli sia in fase Telogen in un dato momento. I 

peli vengono facilmente rimossi durante questa fase e spesso sono 

definiti “caduti”. Poco tempo dopo riprende la fase di crescita 

stimolando le cellule staminali dell’area di rigonfiamento ORS  19. 

La Society of Hair Testing (SoHT) raccomanda di utilizzare 1cm/mese 

come tasso di crescita medio dei capelli 20. La variazione nei tassi di 

crescita riportata per i capelli del cuoio capelluto è considerevole, ed è 

ulteriormente aggravata dalla variabilità di sviluppo per le diverse 

tipologie di peli come riportato nella seguente tabella 21,22. 
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Come campione d’analisi 

è preferito il capello 

poiché ha il maggiore 

fattore di crescita e la più 

alta percentuale di 

follicoli in fase Anagen. In 

confronto, il pelo pubico 

ha una crescita molto lenta 

e una fase di riposo più 

lunga; mentre i peli della 

barba sono più spessi e 

possiedono la più lenta 

velocità di crescita. 

Quando vien effettuata 

un’analisi di campioni 

piliferi non provenienti 

dalla testa, è importante 

tenere in considerazione 

non solo le varie velocità 

di crescita, ma anche la 

variazione nella proporzione 

di capelli in crescita attiva o in fase di riposo 23. Se i capelli non sono 

disponibili, i peli pubici sono considerati una buona alternativa, però 

con delle aggiuntive considerazioni da fare sulla possibile 

contaminazione con le urine. 

La maggior parte dei tassi di crescita per i capelli del cuoio capelluto 

varia da 0.6 a 1.5 cm ogni mese, supportando un tasso di crescita medio 

Tabella 1: Tassi di crescita medi dei peli 
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di 1cm/mese. Tuttavia, è una semplificazione eccessiva, in quanto è 

stato riportato un tasso di crescita fino a 3.36 cm/mese 24. Questi valori 

riguardano unicamente la velocità di crescita dei capelli negli adulti. Vi 

è una mancanza significativa di informazioni relative alla variazione 

dei tassi di crescita per bambini più piccoli o per gli adolescenti. I tassi 

di crescita nei bambini sono stati riportati in un piccolo studio 

pubblicato nel 1964 25  con 13 femmine e 7 maschi, la cui età variava 

da 3 a 9 anni. I tassi di crescita dei capelli erano più veloci per i maschi 

in tutte le regioni del cuoio capelluto e il range di crescita arrivava da 

0.300 a 0.355 mm/giorno per i maschi e da 0.273 a 0.331 mm/giorno 

per le femmine.  

È noto che nella prima infanzia molti bambini nascono con una chioma 

folta, mentre altri hanno pochi o nessun capello per molti mesi. I nati 

con capelli possono perderne alcuni o tutti nel primo anno di vita. Barth 

26 ha descritto come la comparsa di peli sul corpo fetale compaia a 9 

settimane, divenendo follicoli piliferi in crescita attiva con radici che 

coprono la superficie del cuoio capelluto a 20 settimane di gestazione . 

I follicoli piliferi passano dalla fase anagen alla fase catagen durante il 

periodo di gestazione dalla 26° alla 28° settimana e poi alla fase telogen 

in quella che viene descritta come un’onda progressiva dalla regione 

frontale a quella parietale del cuoio capelluto. Molti dei capelli telogen 

vengono persi in utero, mentre altri capelli continuano a crescere fino 

alla nascita, prima di entrare anch’essi in fase telogen.  

Quando si interpretano i tempi di crescita di un campione, è sempre 

necessario tenere in considerazione non solo la variazione dei tassi di 

allungamento riconosciuti, ma anche la velocità di crescita dovuta 

all’età del soggetto. Inoltre, poiché è stato stimato che occorrono circa 
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7-10 giorni affinché i capelli in crescita raggiungano la superficie del 

cuoio capelluto, i capelli tagliati dal cuoio capelluto non rappresentano 

il periodo più recente di crescita di questi ultimi. 

 

1.1.3 Il colore dei capelli 

 

La pigmentazione all’interno del fusto del capello rappresenta appena 

lo 0.1-5% della massa del capello, con proteine e lipidi che 

rappresentano rispettivamente il 65-95 % e 1-9%  27.Le differenze nel 

colore dei capelli sono una conseguenza della variazione del tipo e della 

quantità di melanina presente. La melanogenesi follicolare, o la 

formazione di pigmenti, avviene all’interno di organelli chiamati 

melanosomi che sono presenti all’interno di cellule specializzate 

chiamate melanociti 28. Questo processo avviene esclusivamente 

all’interno del follicolo pilifero ed è regolato da enzimi, recettori e 

proteine durante la fase anagen della crescita attiva dei capelli  29. Si 

pensa che quattro tipi di melanina determinino il colore dei capelli : 

eumelanina, feomelanina e i loro prodotti ossidativi, ossieumelanina e 

ossifeomelanina 30. Generalmente nei capelli scuri (neri e castani) c’è 

predominanza di eumelanina; nei capelli più chiari abbiamo incremento 

della ossieumelanina. Feomelanina si trova nei capelli rossi, mentre 

nelle varianti più chiare del rosso c’è un aumento della forma ossidata. 
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1.2 Meccanismo di incorporazione delle sostanze 

 

L’esatto meccanismo 

con cui le sostanze e gli 

analiti di interesse 

vengono incorporati nel 

capello, e i fattori che 

influenzano la loro 

stabilità, non sono del 

tutto chiari. Si crede che 

le sostanze, e le tracce di 

questi elementi 

circolanti nel sangue, 

vengano incorporati nel 

capello durante periodi 

di incremento 

dell’attività metabolica e 

della divisione cellulare, 

sinonimo della fase 

anagen, “stadio di 

crescita” 31. Tuttavia, 

sono riconosciuti tre meccanismi di incorporazione delle sostanze nel 

capello, inclusa l’incorporazione diretta dal torrente circolatorio, dal 

sebo, dal sudore (che bagna i capelli) e dai contaminanti esogeni. (In 

figura sono illustrati questi tre meccanismi di incorporazione nel 

capello.) La misura in cui ciascuna di queste vie contribuisce 

all’incorporazione del farmaco non è chiara , o addirittura in che misura 

Figura 2: vie di incorporazione delle sostanze nei capelli  
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ciascuna di esse la influenzi, ma ciò che risulta chiaro è la differenza 

da sostanza a sostanza 32. 

Ci sono diversi modelli di incorporazione proposti che tentano di 

spiegare i profili farmacologici osservati nei capelli. Il modello più 

semplicistico prevede la diffusione passiva di sostanze o farmaci 

direttamente dal sangue che irrora il follicolo pilifero. Con la diffusione 

passiva ci si aspetterebbe che la concentrazione della sostanza nel 

capello sia correlata alla concentrazione nel sangue al momento della 

sintesi dei capelli 33,34. 

Questo modello non spiega però i diversi profili metabolici osservati 

nei capelli e nel sangue. Nel sangue sono perlopiù rilevabili i metaboliti 

dei farmaci o delle sostanze, mentre nel capello è più comune la 

presenza del farmaco, o sostanza, originale. Ad esempio: cocaina e 6-

monoacetilmorifina (6-MAM), il metabolita primario dell’eroina, si 

trovano generalmente in concentrazioni più elevate nei capelli rispetto 

ai loro metaboliti, rispettivamente benzoilecgonina e morfina. 

Il “concetto biochimico” è stato proposto per spiegare l’incorporazione 

endogena di molecole di farmaci o sostanze nei capelli in crescita 35. 

Questo concetto spiega provvisoriamente l’alto rapporto tra farmaco 

progenitore e metabolita nei capelli, la dipendenza dell’incorporazione 

dalle proprietà fisico-chimiche del farmaco, l’incorporazione di farmaci 

nei capelli non pigmentati e la dipendenza del contenuto del farmaco 

dalla pigmentazione dei capelli. I capelli hanno diverse affinità e 

capacità di legame per diversi farmaci con meccanismi di legame unici 

per ciascuna molecola 36. Il pKa del farmaco, la struttura, le dimensioni, 

la lipofilia, la capacità di legame alle proteine e l’affinità alla melanina 

sono i fattori noti per influenzare l’incorporazione e il legame dei 
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farmaci 36. I farmaci basici, come le amfetamine e cocaina, si 

incorporano in misura maggiore rispetto ai farmaci neutri o acidi e di 

conseguenza sono presenti in concentrazioni più elevate nei capelli 

rispetto alle benzodiazepine e ai cannabinoidi. 

 

 

1.2.1 Incorporazione dal circolo sanguigno, sebo e sudore 

 

La solubilità lipidica di un farmaco è un fattore critico nel determinare 

la velocità di trasporto dal flusso sanguigno, alla membrana cellulare e 

infine al bulbo radicale in crescita. Il gradiente di pH dal plasma, pH 

7.3, a condizioni più acide all’interno dei melanociti/cheratinociti (pH  

3-6), fornisce condizioni vantaggiose per i farmaci di carattere basico 

da incorporare preferenzialmente ai farmaci acidi. Questo è stato 

chiaramente dimostrato utilizzando composti strutturalmente correlati, 

rodamina (catione) e fluoresceina (anione), somministrati per via 

intraperitoneale risultando poi in bande fluorescenti distinte di 

rodamina, corrispondenti a ciascuna dose giornaliera 37. Anche la 

fluoresceina è stata identificata nella matrice cellulare durante la sua 

formazione, ma non è stata rilevata nel capello cheratinizzato. Vanno 

considerate anche altre vie per aiutare a spiegare il profilo 

farmacologico osservato nei capelli. Sono stati identificati farmaci sia 

nel sudore che nel sebo e, poiché entrambe queste secrezioni bagnano 

il follicolo e il fusto del capello mentre crescono, ci sarà un contributo 

ai farmaci incorporati nei capelli 38,39. 
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Sono state riportate prove a sostegno del ruolo dell’incorporazione nel 

sudore dell’etilglucuronide (EtG) nei capelli in seguito al rilevamento 

di EtG nei peli della barba 9 ore dopo una singola dose di alcol 

(etanolo). Tuttavia, la via predominante rimane l’incorporazione dal 

flusso sanguigno direttamente nel bulbo radicale 40. Le concentrazioni 

di EtG sono aumentate fino a un massimo di 72-242 pg/mg entro 2-4 

giorni dopo la dose e sono diminuite gradualmente al di sotto del limite 

di quantificazione entro il giorno 8-10, man mano che il bulbo della 

radice cresceva ed emergeva dalla superficie della pelle.  

 

 

1.2.2 Incorporazione da contaminanti esterni 

 

Merita di essere considerata anche la contaminazione da droghe 

provenienti dall’ambiente, inclusa l’esposizione passiva dalla vicinanza 

a persone che fumano droghe (ad es. eroina, crack, cocaina, cannabis), 

attraverso la manipolazione diretta delle droghe e quindi toccando i 

capelli propri o di qualcun altro. In particolare, i bambini, e in misura 

maggiore i neonati, sono ad alto rischio di esposizione se vivono in una 

famiglia in cui è prevalente l’abuso di droghe 41,42,43. Si dovrebbe anche 

prendere in considerazione il feto che sarà esposto a farmaci o sostanze 

se la madre continua ad abusarne durante la gravidanza 44,45,46. 

La contaminazione esterna e il ruolo che essa svolge 

nell’incorporazione dei farmaci è stata ampiamente studiata dai 

ricercatori, con la sfida di ricercare scenari di contaminazione realistici.  

È bene considerare la condizione del campione di capelli, che può 
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essere danneggiato dall’usura naturale o dal trattamento chimico, ed 

influenzeranno l’incorporazione di farmaci  da contaminazione esterna. 

Gli studi hanno dimostrato una contaminazione significativa dei capelli 

esposti a fumo contenente cannabis 47, sangue contenente cocaina 48 e 

metaboliti dell’eroina 49 e dall’applicazione diretta di cocaina sui capelli 

50. 

Va considerata anche la contaminazione specifica del sito, compreso il 

potenziale per le secrezioni di urina e ghiandole che contaminano i peli 

pubici e pezzi di epidermide che contaminano i peli della barba quando 

raccolti con la rasatura. Secondo alcuni studi le concentrazioni di EtG 

misurate in diversi tipi di campione di capelli variano 

significativamente e sollevano preoccupazione sull’uso di campioni di 

peli pubici o ascellari come campioni alternativi ai capelli della testa 

nella valutazione dell’uso cronico di alcol a causa di pregiudizi positivi 

e negativi, rispettivamente 51. 

Il SoHT fornisce linee guida per il lavaggio di rimozione della 

contaminazione grossolana dalla superficie dei capelli; tuttavia, la 

rimozione selettiva dei farmaci sulla superficie, preservando i farmaci 

incorporati nella matrice del capello, è un risultato improbabile quando 

si utilizzano sia solventi organici che soluzioni acquose. In uno studio 

effettuato, la decontaminazione completa non è stata ottenuta dai 

laboratori partecipanti a cui sono stati inviati campioni di capelli privi 

di droga contaminati da cocaina. Tutti i laboratori hanno utilizzato 

diversi protocolli di lavaggio ma nessuno di loro è stato in grado di 

decontaminare i capelli 52. 

Sono state suggerite delle proposte per discriminare tra contaminazione 

e incorporazione 53, e possono fornire sufficiente fiducia in futuro per 
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essere accettati come un approccio standardizzato, ma fino a quel 

momento, il ruolo potenziale della contaminazione esterna deve essere 

sempre considerato quando si interpretano i capelli positivi  ai test. 

 

 

1.2.3 Correlazione tra dose e risposta 

 

Sebbene studi a dosaggio controllato, sia su animali che su esseri umani, 

abbiano supportato una relazione lineare tra la dose e le concentrazioni 

di sostanze/farmaci presenti nei capelli per alcune tipologie di esse 

54,55,56, la stragrande maggioranza degli studi ha dimostrato che non 

esiste una relazione lineare 57,58,59,60. Ciò è dovuta alla variazione inter-

soggetto con una serie di fattori mutevoli, tra cui il colore dei capelli e 

i trattamenti cosmetici particolarmente aggressivi.  

A seguito di regimi controllati, a basso e alto dosaggio di 

metanfetamina, è stato osservata una buona correlazione intra-

individuale con le concentrazioni di metanfetamina e anfetamina 

misurate nei capelli 61. 

In questo studio è stata riportata anche un’ampia variazione 

interindividuale. Tuttavia, una volta effettuate le correzioni dovute al 

contenuto di melanina, ha dimostrato una buona correlazione, 

supportando una relazione lineare dose-correlata per l’incorporazione 

di metanfetamina, il suo metabolita anfetamina e le concentrazioni 

risultanti misurate nei capelli. 

In ogni caso le condizioni controllate non sono rappresentative 

dell’esposizione nella vita reale e deve essere considerato anche il ruolo 
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della contaminazione. È stato riportato che i bambini esposti alla 

metanfetamina, avevano concentrazioni di metanfetamina/anfetamina 

nei capelli di entità simile a quella misurata negli adulti che abusavano 

di metanfetamina 62,63 

 

1.2.4 Legame della Melanina 

 

Numerosi studi scientifici si sono occupati dell’incorporazione di 

diversi farmaci nei capelli che coinvolgono modelli animal i, fornendo 

informazioni utili sul ruolo della melanina 64,65,66,67. 

I capelli più scuri contengono una maggiore pigmentazione (melanina) 

rispetto a capelli di colore chiaro; perciò, agli animali con capelli sia 

pigmentati che non pigmentati sono stati somministrati farmaci di 

diversa basicità. I risultati hanno supportato una maggiore affinità di 

legame dei farmaci basici con la melanina, poiché erano presenti in 

concentrazioni più elevate nei capelli pigmentati. I farmaci neutri e 

acidi non hanno dimostrato una maggiore affinità con i capelli 

pigmentati o non pigmentati.  

È importante ricordare, quando si mettono in relazione questi risultati, 

che i capelli umani e animali differiscono per quanto riguarda i cicli di 

crescita e la struttura, le quali possono comportare una diversa 

distribuzione del farmaco. 

Sono stati riportati diversi profili di variabilità nell’incorporazione 

degli esteri etilici degli acidi grassi nei capelli di ratto rispetto ai capelli 

umani 68; questo è stato osservato anche per farmaci utilizzati per il 

trattamento della disfunzione erettile e i loro metaboliti 69. Il sildenafil 
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e il suo metabolita principale, desmetil sildenafil, sono stati rilevati in 

peli di ratto pigmentati e non pigmentati e in due campioni di capelli 

umani raccolti da individui sospettati di utilizzare forniture illegali di 

sildenafil. Le concentrazioni nei capelli pigmentati erano superiori a 

quelle misurate nei capelli non pigmentati, supportando il ruolo della 

melanina nell’incorporazione del farmaco. La concentrazione del 

metabolita (desmetil sildenafil) era significativamente più alta del 

farmaco originario nei capelli di ratto con un rapporto medio tra 

farmaco e metabolita di 0,1 (nessun intervallo riportato) ed era in diretto 

contrasto con il rapporto osservato nei due campioni di capelli umani 

di 0,83 e 3,6. Gli autori, infine, hanno riconosciuto ufficialmente una 

ricerca pubblicata in precedenza che ha osservato anche concentrazioni 

di metaboliti più elevati nei capelli di ratto per il sildenafil, ma hanno 

anche riportato un profilo simile per i campioni di capelli umani 

analizzati, non coerente con i loro risultati 70. 

In entrambi gli studi il numero di campioni di capelli umani testati era 

piccolo; è quindi necessario uno studio molto più ampio per studiare i 

profili farmaco-metaboliti nei capelli umani. Anche l’effetto delle 

condizioni di preparazione del campione di capelli utilizzate per 

estrarre i farmaci dalla matrice è stato riportato come influente sui 

rapporti apparenti misurati. Inoltre, sia le concentrazioni misurate che 

il rapporto tra farmaco progenitore e metabolita, variavano per gli altri 

farmaci per la disfunzione erettile studiati (mirodenafil e vardenafil). 

Sebbene siano composti strutturalmente correlati, altri fattori 

influenzano la loro incorporazione in aggiunta alla melanina.  

Kim 71 e il suo gruppo si sono occupati del ruolo della melanina rispetto 

all’incorporazione di cannabinoidi sintetici nei capelli e hanno scoperto 



 25 

 

che la melanina non era un fattore significativo nella loro 

incorporazione nei capelli. Ulteriori fattori influenzano 

l’incorporazione dei farmaci nei capelli, inclusa la quantità e il tipo di 

melanina presente e il legame con la cheratina. 72. 

 

1.3 Protocollo di campionamento 

 

Per un corretto campionamento sono disponibili delle linee guida sulle 

migliori pratiche da seguire per la raccolta di campioni di capelli, 

comprese raccomandazioni specifiche per il campionamento di capelli 

post mortem, test antidroga sul posto di lavoro e DFC 73. La maggior 

parte delle fasi coinvolte nel processo di raccolta sono le stesse, 

indipendentemente dal tipo di caso, ma vi sono anche protocolli 

specifici.  

Il SoHT raccomanda di tagliare i 

capelli più vicino possibile al cuoio 

capelluto dalla regione del vertice 

della testa, come illustrato in figura 

74. 

È preferibile la raccolta di un 

campione dalla regione del vertice in quanto questa è il sito in cui vi è 

la minima variazione nei tassi di crescita rispetto ad altre regioni del 

cuoio capelluto o rispetto ad altri tipi di peli del corpo. Inoltre, i capelli  

che crescono sul cuoio capelluto hanno la più alta percentuale di 

follicoli in crescita attiva e non in fase di riposo. Il volume dei capelli 

richiesto per l’analisi è una ciocca di capell i proporzionata allo spessore 

di una matita. La raccolta di un volume sufficiente di capelli è 
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fondamentale per garantire il completamento di tutti i test necessari.  La 

preoccupazione più comune, dei collezionisti e del donatore, è che la 

quantità di capelli campionati non lasci una “chiazza calva” visibile . 

Ciò è particolarmente preoccupante per i genitori di bambini piccoli o 

persone che soffrono di calvizie o diradamento dei capelli.  

Per evitare angoscia alle persone, è possibile anche la raccolta di 

campioni di capelli più piccoli da più siti all’interno della regione del 

vertice. Le singole ciocche più piccole dovrebbero quindi essere 

combinate in una ciocca di capelli più grande e allineata con l’estremità 

della radice identificata. 

Per ottenere un’analisi accurata è molto importante la circostanza in cui 

si esegue l’analisi segmentale dei capelli. Tagliare i capelli in segmenti  

più piccoli di lunghezza, più comunemente 0,5 – 3 cm, fornisce un 

profilo storico più dettagliato dell’esposizione di un individuo e può 

anche fornire un mezzo per determinare la contaminazione esterna nei 

casi post mortem 75. Quando i capelli della testa non sono disponibili, 

dovrebbero essere presi in considerazione siti di raccolta alternativi che 

comprendano campioni intimi (ad esempio i peli pubici). In queste 

circostanze, la privacy del donatore deve avere la priorità assicurando 

l’integrità del processo di raccolta. La raccolta dei campioni di capelli 

deve essere effettuata solo da un collezionista competente che deve 

riconoscere e aderire alle linee guida di buona pratica per la raccolta 

dei campioni, in modo da eliminare la potenziale contaminazione del 

campione e garantire che la catena di custodia sia mantenuta durante 

tutto il processo. Le Beau 76 ha inoltre evidenziato l’importanza di 

garantire che il campione sia raccolto il più vicino possibile al cuoio 

capelluto. Infatti, la lunghezza dei capelli rimasti sul cuoio capelluto 
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dopo il taglio era di 0,8 +/- 0,1 cm, con un impatto significativo sulla 

scala temporale dei segmenti corrispondenti dei campioni raccolti e 

sulla successiva interpretazione dei risultati.  

I campioni di capelli vengono regolarmente raccolti dal personale 

medico ma il collezionatore non richiede qualifiche mediche; egli può 

tuttavia essere tenuto a fornire prove in tribunale e dovrebbe quindi 

essere preparato a dimostrare la propria competenza attraverso 

l’esperienza e un’adeguata documentazione di formazione.   

 

  

1.3.1 Procedura di campionamento 

 

Per la procedura di campionamento le istruzioni devono essere chiare e 

vengono fornite insieme al kit di raccolta dei capelli. Il kit deve essere 

sigillato, in modo che il raccoglitore possa verificare che i sigilli non 

siano stati manomessi prima di aprirlo per il primo utilizzo, e per 

controllarne il contenuto. Le forbici, utilizzate per tagliare il campione 

di capelli, devono essere pulite con un panno privo di alcol o sterilizzate 

prima dell’uso. Il contenuto standard di un kit per la raccolta dei capelli 

dovrebbe includere quanto segue: 

• Modulo per la catena di custodia 

• Foglio e busta di raccolta 

• Sigilli di sicurezza 

• Busta per il trasporto 

• Istruzioni per la raccolta di un campione di capelli  
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Lo scopo principale del modulo della catena di custodia è di 

documentare i dettagli relativi alla raccolta e alla manipolazione del 

campione e facilitare l’identificazione del campione.  In caso di test 

antidroga sul posto di lavoro, deve essere mantenuto l’anonimato del 

donatore. Pertanto, sono richieste copie anonime del modulo da inviare 

con il campione al laboratorio per l’analisi.  Si raccomanda un servizio 

di consegna campioni sicuro in modo da garantire il mantenimento della 

catena di custodia; sono disponibili servizi di corriere specializzati con 

sistemi di tracciabilità e trasporto sicuro per consentire la completa 

tracciabilità dei campioni dalla raccolta al laboratorio. 

La seguente guida passo dopo passo riassume il processo di raccolta:  

1. Fase uno: tagliare una ciocca di capelli vicino al cuoio capelluto 

dalla regione del vertice e allineare i capelli identificando 

l’estremità della radice (figura) 

2. Fase due: piegare la pellicola nel senso della lunghezza ed evitare 

di piegarla al centro in quanto ciò potrebbe piegare i capelli 

rendendoli difficili da maneggiare (figura) 

3. Fase tre: posizionare il campione di capelli avvolto nella 

pellicolare all’interno della busta di raccolta . Sigillarlo, annotare 

iniziali e data. 

4. Fase quattro: inserire il modulo della catena di custodia 

compilato e la busta di raccolta sigillata nella busta delle prove e 

nella busta di trasporto e inviarla al laboratorio per l’analisi.  

Per la conservazione a lungo termine, i campioni di capelli devono 

essere conservati a temperatura ambiente, asciutti e al riparo dalla luce 

solare diretta. 
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1.3.2 Criminalità droga-correlata 

 

La maggior parte dei casi che coinvolgono DFC comporta la 

somministrazione di una singola dose di un farmaco e, di conseguenza, 

la raccolta del campione di capelli è critica in termini di tempo e 

dipende dal periodo trascorso da quando si è verificato l’incidente 77. Il 

SoHT raccomanda di raccogliere un campione di capelli almeno 4-6 

settimane dopo l’incidente e un secondo campione 1 mese dopo, ma 

solo se il primo campione è positivo78. Il secondo campione viene 

raccolta per fungere da controllo per corroborare i risultati del primo 

Figura 3: procedura di raccolta capelli secondo le 

linee guida 
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campione. Per evitare di compromettere l’indagine, il denunciante non 

deve sottoporsi a trattamenti chimici sui capelli, ad esempio 

candeggina, tinture, lozioni permanenti, e non deve tagliarsi i capelli 

fino alla conclusione dell’indagine. Ciò è particolarmente importante se 

i capelli del denunciante sono corti.  

Il volume del campione è particolarmente critico quando si tratta di casi 

DFC per le basse concentrazioni nei capelli dopo una singola dose e per 

la gamma di farmaci che avrebbero potuti essere somministrati. Una 

raccomandazione comprende di raccogliere quattro ciocche di circa 100 

capelli da utilizzare per lo screening dei farmaci più comunemente 

associati al DFC: una ciocca per le droghe d’abuso, una per  il test 

specifico per il -idrossibutirrato e la quarta da conservare per ulteriori 

analisi 79. Sebbene l’ideale sia presentare grandi volumi di capelli, la 

realtà è che una singola ciocca di capelli viene sottoposta all’analisi e i 

test devono avere la priorità in base alla sintomatologia descritta dal 

denunciante. 

 

 

1.3.3 Indagini post-mortem 

 

La raccolta di campioni di capelli post mortem può rappresentare una 

sfida a seconda delle condizioni dei capelli del defunto. Idealmente, i 

campioni di capelli dovrebbero essere asciutti e raccolti con l’estremità 

della radice dei capelli identificata, ma ciò non è sempre possibile. I 

capelli sporchi sono comuni a seguito di incidenti stradali o aggressioni 

violente e in caso di decomposizione si riscontrano regolarmente anche 

forti sporchi di liquidi corporei. In queste circostanze, il foglio e la 
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busta standard del kit per la raccolta dei capelli  potrebbero essere 

inappropriati e potrebbe essere necessario un recipiente di raccolta 

alternativo più robusto. I campioni di capelli molto sporchi di materiale 

biologico richiederanno procedure di pulizia estese rispetto ai protocolli 

di lavaggio standard. 

Sebbene la raccolta dei capelli tagliati fornisca informazioni relative 

all’uso storico di droghe nei mesi precedenti la morte, la raccolta e 

l’analisi delle radici dei capelli possono fornire ulteriori informazioni 

relative al recente consumo di droghe prima della morte. In circostanze 

in cui sono richieste informazioni relative all’uso recente, si 

raccomanda anche la raccolta sia di un campione di capelli tagliati che 

di un campione di capelli strappati con le radici intatte  80. La 

manipolazione delle radici dei capelli richiede notevole abilità e 

pazienza, ma poiché le informazioni fornite dalla loro analisi possono 

essere cruciali per l’esito di un caso, ad esempio nei casi di 

decomposizione avanzata, lo sforzo aggiuntivo richiesto sarebbe 

giustificato. 
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1.4 Determinazione di sostanze endogene 

 

Durante l’ultima decade, tra le possibili analisi di sostanze endogene, è 

emerso il rilevamento del cortisolo nei capelli come marcatore 

biologico di stress e per la sindrome di Cushing. A differenza delle 

sostanze d’abuso e dell’alcol che sono xenobiotici, nel caso del 

cortisolo si tratta di un metabolita. 

 

 

1.4.1 Determinazione dello stress cronico 

 

I biomarcatori dello stress acuto sono stati ben stabiliti e valutano 

principalmente il rilascio di catecolamine 81. Al contrario, trovare un 

biomarcatore per lo stress cronico, si è rivelato difficile data la sua 

complessa eziologia e le manifestazioni altamente individuali. 

I glucocorticoidi sono spesso usati come biomarcatori di stress.  Infatti, 

negli esseri umani, nei primati e in molti altri mammiferi, il cortisolo è 

il glucocorticoide più comune, mentre in altri vertebrati, includendo i 

roditori, il corticosterone è il principale ormone dello stress.  

Durante i periodi in cui un organismo è sottoposto a costrizione 

fisiologica, il cortisolo agisce per mobilitare le riserve di energia e per 

modulare il sistema immunitario. Esso è un ormone steroideo prodotto 

dalle cortecce delle ghiandole surrenali in risposta allo stress 

(fisiologico o psicologico). Il segnale per la produzione di cortisolo 

nasce nell’ipotalamo che secerne l’ormone di rilascio della 

corticotropina (CRH) sull’ipofisi anteriore, che, a sua volta, rilascia 
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l’ormone adrenocorticotropo (ACTH) in circolazione per agire sulle 

ghiandole surrenali 82. Una volta rilasciato, il 90% del cortisolo circola 

nel sangue in una frazione inattiva legata alle proteine, e il restante 10% 

del cortisolo libero è fisiologicamente attivo. Questo sistema è regolato 

dal feedback negativo: quando sono sufficientemente elevati, i livelli di 

cortisolo agiscono inibendo il sistema sia a livello dell’ipofisi anteriore 

che dell’ipotalamo 83. 

Il cortisolo è un derivato di una sequenza di reazioni biochimiche che 

modificano il colesterolo. Questo ultimo viene convertito nel suo 

metabolita inattivo, il cortisone, tramite l’11--idrossisteroide 

deidrogenasi 2 (11--HSD2). Il cortisone può quindi essere coniugato 

nel fegato, divenendo solubile e in grado di essere escreto attraverso i 

reni. Va notato che l’11--idrossisteroide deidrogenasi 1 (11--HSD1) 

si oppone all’azione dell’11--HSD2, e quindi una parte significativa 

del cortisone prodotto viene riconvertito in cortisolo.  

La capacità dei capelli di rilevare efficacemente i cambiamenti nelle 

concentrazioni di cortisolo è stata dimostrata in modo convincente in 

diversi studi sull’uomo. In uno di questi studi di sono stati coinvolti 

pazienti con la sindrome di Cushing 84.  

In questo studio, i campioni di capelli sono stati ottenuti  dai pazienti al 

momento della prima presentazione in clinica. Quando analizzato mese 

per mese, è stato osservato un aumento costante della concentrazione di 

cortisolo, coerente con i sintomi clinici dovuti all’esposizione di questo 

ultimo. Dopo un intervento chirurgico di successo per correggere la 

condizione, è stato ottenuto un altro campione di capelli e il contenuto 

di cortisolo di quei campioni è stato significativamente ridotto. Ciò è 

stato confermato da Manenschijn e colleghi, che hanno prelevato 
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campioni di capelli durante il decorso clinico di un paziente con 

malattia di Cushing (ipercortisolismo causato da un adenoma ipofisario 

che produce ACTH). Le concentrazioni di cortisolo nei capelli erano 

inizialmente elevate e mostravano un marcato declino a seguito di un 

intervento chirurgico correttivo 85. Nel complesso, questi studi 

supportano l’idea che il cortisolo nei capelli fornisca un riflesso 

dell’esposizione sistemica al cortisolo a lungo termine.  

 

 

1.4.2 Stress e infarto acuto del miocardio 

 

Recentemente, Pereg ha studiato il ruolo dello stress cronico, misurato 

tramite i livelli di cortisolo nei capelli, nello sviluppo di un infarto 

miocardico acuto (IMA) 86. Poiché i fattori di stress psicosociali cronici 

(ad es. finanziari, stress coniugale, stress lavorativo) sono spesso 

elencati come fattori di rischio per gli IMA, gli autori hanno ipotizzato 

che l’analisi del cortisolo dei capelli potrebbe potenzialmente essere 

uno strumento utile per quantificare questi fattori di stress.  I campioni 

di capelli, che rappresentano gli ultimi tre mesi di produzione di 

cortisolo, sono stati ottenuti da pazienti entro due giorni dal ricovero in 

ospedale per dolore toracico. Il gruppo di studio era composto da 56 

pazienti con infarto miocardico acuto confermato, con un gruppo di 

controllo composto da 56 pazienti in cui il dolore toracico era attribuito  

ad altre cause. La concentrazione mediana di cortisolo del gruppo AMI 

era significativamente superiore a quella del gruppo di controllo (295,3 

vs 224,9 ng/g; P=0,006). Nella regressione logistica, tenendo conto 



 35 

 

dell’età, dello stato lipidico, del fumo e di altri fattori predittivi, il 

cortisolo dei capelli era il più forte predittore di IMA, seguito dall’IMC 

(Indice di Massa Corporea). Pertanto, ciò suggerisce che lo stress 

cronico gioca un ruolo casuale nella fisiopatologia dell’IMA. Questo 

tipo di informazioni di solito non può essere ottenuto utilizzando altre 

matrici, se non come parte di uno studio prospettico, come illustrato 

dall’effetto predittivo dell’escrezione urinaria di cortisolo sulla 

morbilità e mortalità cardiovascolare 87.  

Nonostante siano necessari ulteriori studi, questo lavoro delinea un 

forte potenziale per applicare clinicamente l’analisi del cortisolo dei 

capelli nell’identificazione dei pazienti ad elevato rischio di infarto 

miocardico acuto. 

 

 

1.4.3 Analisi del cortisolo nei capelli 

 

Nel complesso, i metodi utilizzati per la misurazione del cortisolo nei 

capelli sono molto simili, con alcune variazioni nelle procedure tra i 

laboratori. In breve, per estrarre il cortisolo dai capelli, il campione 

viene accuratamente sezionato in segmenti di lunghezza che si 

avvicineranno al periodo di tempo di interesse (ad es. i 3 cm più 

prossimali negli ultimi tre mesi di produzione di cortisolo). Quindi, i 

capelli vengono tritati finemente con le forbici o macinati con mulino a 

palle e incubati in metanolo. La soluzione risultante viene evaporata a 

secco e quindi ricostituita in una soluzione salina tamponata 88. Dopo 
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l’estrazione, per la quantificazione del cortisolo sono stati utilizzati test 

Elisa, Ria o LC-MS/MS 89.  

 

 

1.4.4 Future applicazioni cliniche dell’analisi dei capelli  

 

Una delle sfide più difficili nella medicina clinica è accertare l’aderenza  

dei pazienti ai loro farmaci e la mancanza di risposta terapeutica ad essi 

è spesso dovuto al fatto che i pazienti non assumono i loro medicinali. 

Allo stesso modo in cui l’analisi dei capelli viene utilizzata 

nell’aderenza per il trattamento della dipendenza, può essere molto 

efficace nello stabilire l’aderenza alla terapia di condizioni croniche 

come malattie psichiatriche, HIV e condizioni cardiovascolari per  

citarne alcune 90.  

Sebbene attualmente l’analisi dei capelli sia percepita come un metodo 

costoso, non disponibile nella maggior parte dei contesti clinici, 

l’enorme costo della non aderenza in termini di esacerbazione della 

malattia, morbilità e mortalità potrebbe cambiare questo approccio nei 

prossimi decenni. 
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1.5 Tecniche Analitiche 

 

1.5.1 Tecniche Cromatografiche 

La cromatografia è una tecnica analitica di separazione basata sulle 

caratteristiche chimico-fisiche di composti chimici in una miscela 

complessa, che si distribuiscono in modi differenti tra due fasi 

immiscibili, una fissa (stazionaria) ed una che scorre (mobile). Venne 

inventata dal botanico russo, Milkhail Tswett, nei primi anni del 1900, 

per poter separare i pigmenti come xantofille e clorofille attraverso una 

colonna riempita con carbonato di calcio finemente suddiviso.  

I fenomeni chimico-fisici alla base del processo di separazione 

permettono di suddividere questa tecnica in varie tipologie, quali 

cromatografia di adsorbimento, di ripartizione, a scambio ionico e di 

esclusione molecolare; tutte hanno in comune la presenza di una fase 

stazionaria fissa (in colonna o su lastra) e di una fase mobile che fluisce 

attraverso la precedente trasportando i composti chimici da separare. 

Entrambe le fasi hanno altre caratteristiche che possono portare ad una 

ulteriore e più precisa suddivisione di questa metodica, in particolare lo 

stato fisico della fase mobile (liquido, gassoso, fluido), originando la 

cromatografia liquida, gascromatografia e la cromatografia con fluidi 

supercritici.  

I campioni solitamente vengono disciolti nella fase mobile e non in 

quella stazionaria e la loro scelta influisce anche sulla distribuzione dei 

composti presenti tra una fase e l’altra, in modo da avere la loro 

separazione poiché quelli che verranno trattenuti dalla fase stazionaria 
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si muoveranno più lentamente con il flusso della fase mobile, rispetto a 

quelli che non vengono trattenuti.  

Alla colonna cromatografica è accoppiato un rivelatore o un 

raccoglitore di liquidi, per evidenziare la presenza dei vari analiti eluiti. 

Il loro segnale è riportato in un grafico in funzione del tempo (o del 

volume di fase mobile), chiamato cromatogramma; quest’ultimo mostra 

una serie di picchi, ognuno dei quali presenta degli elementi 

caratteristici quali tempo, altezza picco e area picco.  

Il processo di separazione cromatografica è descritto da parametri, 

quali il tempo di ritenzione, il fattore di capacità, la selettività, la 

risoluzione e l’efficienza. Ogni specie chimica resta per un determinato 

tempo all’interno della colonna di separazione in base alla sua affinità 

per la fase stazionaria. Questo tempo, dal momento dell’iniezione fino 

all’arrivo al rivelatore, viene chiamato tempo di ritenzione, tr e dipende 

dalla costante di distribuzione tra le due fasi, cioè dal rapporto tra la 

concentrazione di analita nella fase stazionaria e quella nella fase 

mobile. La distribuzione di una sostanza tra le due fasi segue un 

equilibrio 

 

𝑖 (𝑚)  ↔ 𝑖 (𝑠) 

 

cioè si instaurano, in ogni piccolo volume di colonna, degli equilibri 

dinamici ai quali corrisponde una costante di equilibrio, che prende il 

nome di costante di distribuzione 

𝐾𝑑 =  
𝐶𝑠

𝐶𝑚
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tanto più sarà elevata la concentrazione nella fase stazionaria, tanto più 

elevato sarà il valore della costante e di conseguenza l’analita sarà 

eluito con un tempo di ritenzione maggiore. Un altro fattore molto 

importante è il fattore di capacità o di ritenzione, il quale descrive 

l’affinità di una specie chimica per la fase stazionaria, tramite la 

seguente equazione: 

 

𝑘 =  
𝑛𝑠

𝑛𝑚
=  

𝐶𝑠 ∙  𝑉𝑠

𝐶𝑚 ∙  𝑉𝑚
=  

𝑉𝑠

𝑉𝑚
 ∙  𝐾𝑑 

 

dove n indica il numero di moli nella fase stazionaria e in quella mobile 

e V rappresenta il volume di fase mobile disponibile per le interazioni 

chimico-fisiche tra sostanza e fasi; questo fattore può essere espresso 

anche in funzione del tempo di ritenzione, come mostrato di seguito  

 

𝑘 =  
𝑡𝑟 −  𝑡𝑚

𝑡𝑚
 

 

dove tr indica il tempo di ritenzione e tm rappresenta il tempo morto, 

tempo impiegato dalla fase mobile per percorrere la fase stazionaria. 

All’aumentare del tempo di ritenzione aumenta k, che esprime meglio 

il concetto di ritenzione di un composto rispetto al tempo di ritenzione 

stesso, in quanto indipendente dalle condizioni di analisi (lunghezza 

della colonna, velocità di flusso della fase mobile) e quindi utilizzabile 

per confrontare le prestazioni di colonne diverse. Per concludere il 

fattore di capacità deve essere maggiore di 1 per avere una buona 

separazione dei composti, minimizzando la loro possibile co-eluizione.  
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La capacità di un sistema cromatografico di separare due specie A e 

B in funzione di k, cioè di eluire le due specie a diversa velocità, è 

descritta dalla selettività α, espressa secondo l’equazione che segue 

come ritenzione relativa 

 

𝛼 =  
𝑘𝐵

𝑘𝐴
 

 

dove kB indica la costante di distribuzione per la specie B, più 

fortemente trattenuta, mentre kA indica la costante di distribuzione per 

la specie A, meno trattenuta. La selettività dipende dal tipo di 

interazione tra analita e le due fasi e può essere considera buona se è 

maggiore di 1. Tuttavia, per avere una buona separazione è importante 

che i picchi e le bande non si sovrappongano tra loro, a causa di 

dispersione in situ degli analiti. 

La capacità di un sistema cromatografico di ottenere picchi stretti 

viene definita come efficienza, che correla l’altezza di un piatto teorico 

H, il numero di piatti teorici N e la lunghezza della colonna L, secondo  

 

𝑁 =  
𝐿

𝐻
 

 

all’aumentare di N si ha l’aumento dell’efficienza di separazione.  

Secondo la teoria dei piatti teorici, un sistema cromatografico 

(colonna) è costituito da un numero di strati sottili contigui ma discreti 

chiamati piatti teorici [23], dove si instaurano gli equilibri dinamici tra 

soluto, fase stazionaria e fase mobile. Il movimento del soluto viene, 
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quindi, visto come un trasferimento discontinuo della fase mobile in 

equilibrio da un piatto al successivo. Pertanto, maggiore sarà il numero 

degli equilibri che si instaurano durante il passaggio dell'analita tra le 

due fasi, più alti saranno il numero dei piatti teorici e l'efficienza 

cromatografica. L’altezza di un piatto teorico può essere espressa anche 

come HEPT, altezza equivalente ad un piatto teorico, ossia il rapporto 

tra la lunghezza della colonna e il numero di piatti teorici  

 

𝐻𝐸𝑃𝑇 =  
𝐿

𝑁
 

 

si deduce che minore è la distanza tra due piatti, maggiore è il numero 

di piatti per metro di fase stazionaria e quindi maggiore è il potere 

separativo della colonna stessa. L'altezza equivalente di un piatto 

teorico è determinata da numerosi fattori, tra cui i l diametro delle 

particelle e la velocità di flusso della fase mobile.  

La capacità, la selettività e l’efficienza cromatografiche definiscono 

un ultimo importante parametro analitico: la risoluzione, che indica la 

capacità del sistema di separare due specie A e B (picchi separati e 

stretti) e viene definita come la differenza tra i tempi di ritenzione delle 

due specie divisa per la semisomma delle larghezze dei picchi a metà 

altezza 

 

𝑅 =  
𝑡𝑟𝐵 −  𝑡𝑟𝐴

𝑊1 +  𝑊2

2

 

Di conseguenza, un’alta risoluzione permette di separare specie 

chimiche con tempi di ritenzione molto simili.  
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Nel corso di questa tesi è stata utilizzata la cromatografia in fase 

liquida, per cui questa tecnica sarà descritta in maniera particolare.  

 

1.5.1.1 Cromatografia Liquida ad Alta Prestazione 

La cromatografia liquida consente di separare, caratterizzare e 

quantificare composti chimici di miscele in tempi brevi con elevata 

efficienza e risoluzione. La sua principale applicazione si ritrova 

attualmente nella cromatografia liquida ad alta pressione (HPLC – High 

Pressure Liquid Cromatography), sfruttata soprattutto per sostanze non 

volatili e termolabili, ma anche per sostanze di primaria importanza 

industriale, quali amminoacidi, proteine, acidi nucleici, prodotti 

farmaceutici e molte altre. 

 La strumentazione richiesta per questa tipologia di cromatografia 

deve essere adeguata a sopportare pressioni elevate, dovute alla 

compressione della fase mobile su colonne impaccate con una fase 

stazionaria finemente suddivisa. Le alte pressioni che si generano 

rendono possibili le alte prestazioni proprie della cromatografia liquida 

rispetto a quella convenzionale, poiché permettono di ottenere una 

diminuzione della sensibilità strumentale (fino a nano-picomoli), picchi 

di sostanze simili ben separati e un aumento della risoluzione. Infine, 

la cromatografia ad alta pressione consente di lavorare con quantità di 

campione estremamente piccole che possono anche essere recuperate 

alla fine dell’analisi. In base al meccanismo di separazione o al tipo di 

fase stazionaria si possono classificare varie tipologie di cromatografia 

liquida, tra i quali troviamo: 
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- Cromatografia di adsorbimento; 

- Cromatografia di ripartizione; 

- Cromatografia a scambio ionico; 

- Cromatografia di affinità; 

- Cromatografia ad esclusione molecolare. 

L’apparecchiatura per HPLC risulta essere molto complessa con un 

sofisticato sistema di pompaggio per tener fronte alle alte pressioni che 

si generano durante la corsa cromatografica. I componenti principali 

sono mostrati in figura e successivamente presentati singolarmente.  

 

 

 

 

I solventi, utilizzati come fase mobile, sono posti in contenitori di 

vetro inerte, spesso equipaggiati con un sistema di allontanamento di 

Figura 4. Schema riassuntivo di un sistema cromatografico liquido 

ad alta pressione (HPLC). 
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gas disciolti, ossigeno ed azoto, poiché potrebbero interferire 

nell’analisi (allargamento di banda, interferenze nel rivelatore) a causa 

della formazione di bolle; il sistema di degassamento consiste in una 

pompa da vuoto o in un sistema di gorgogliamento, attraverso cui i gas 

disciolti vengono eliminati da un flusso di piccole bolle di gas inerte 

non solubile nella fase mobile. L’eluente utilizzato per la separazione 

può avere composizione costante (eluizione isocratica), ma in un 

sistema di cromatografia liquida è preferibile usare una miscela di 

solventi, avendo un’eluizione a gradiente che determina un aumento di 

efficienza e separazione; i solventi prelevati vengono miscelati nella 

camera di miscelazione con diverse velocità ed in continuo. I solventi 

non devono reagire né con la fase stazionaria né con i composti da 

analizzare e devono avere un basso punto di ebollizione per poter 

recuperare gli analiti per semplice evaporazione.  

La parte fondamentale del sistema è costituita dalle pompe che 

consentono il passaggio della fase mobile con flusso costante attraverso 

Sistema di Degassamento 

Compartimento Colonne 

Valvola di Iniezione 

Auto-campionatore Termostatato 

Compartimento Pompe 

Figura 5. Xevo TQ-S micro. Elementi principali di un cromatografo liquido ad alta pressione.  
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la colonna e il rivelatore. Le pompe devono creare pressioni fino a 430 

atm e avere una variazione della velocità di flusso tra 0,1 e 10 mL/min, 

oltre ad essere costituite da materiali resistenti alla corrosione (acciaio 

inossidabile o Teflon) da parte dei solventi e generare flussi molto 

precisi per evitare variazioni dei tempi di ritenzione.  

I campioni vengono introdotti nello strumento tramite un sistema di 

iniezione a valvole, il cui principio operativo si basa su due fasi 

successive tra loro: la prima consiste nel caricamento del campione 

attraverso una siringa con ago da una zona a pressione atmosferica al 

loop a pressione dello strumento; la successiva, nell’iniezione vera e 

propria grazie alla rotazione di una valvola che devia il  flusso della fase 

mobile nel loop per trasportare il campione in colonna. Il loop è formato 

da un tubo calibro a volume noto che determina il volume di campione 

che viene iniettato, nell’ordine dei µL. Questo sistema di introduzione 

del campione permette di aumentare la riproducibilità delle iniezioni 

con precisioni di circa 0,1%, eliminando il problema dell’allargamento 

delle bande dovuto ad una quantità eccessiva di campione in colonna.  
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Un’altra parte fondamentale di un cromatografo è la colonna 

analitica, generalmente costruita in acciaio inossidabile levigato e 

differenziata in base a lunghezza (variabile tra 10 e 30 cm), diametro 

interno (variabile tra 2 e 5 mm), tipo di fase stazionaria e suo 

impaccamento (diametro particelle variabile tra 2 e 10 µm). Queste 

colonne presentano un’efficienza di 40 000-60 000 piatti per metro. Di 

recente sono state prodotte anche micro-colonne con dimensioni 

inferiori che variano tra 3-8 cm (lunghezza), 1-4,6 mm (diametro 

interno) e 3-5 µm (diametro particelle); presentano un’efficienza di 

circa 100 000 piatti per metro, con aumento della velocità di analisi e 

riduzione del consumo di solvente. Spesso vengono aggiunte pre-

colonne di protezione utili a trattenere eventuali contaminanti del 

solvente e a saturare la fase mobile con la fase stazionaria, limitandone 

la veloce diffusione nella fase fissa.  

 

Figura 6. Valvola di iniezione a sei vie. 
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È importante che la colonna sia mantenuta ad una temperatura 

costante, per questo la strumentazione è dotata di fornetti termostatici.  

Per aumentare l’efficienza della colonna ne si potrebbe aumentare la 

lunghezza, ma questo porterebbe ad avere contropressioni troppo 

elevate, per cui si può intervenire sulla dimensione delle particelle della 

fase stazionaria, diminuendone il diametro. Il riempimento 

maggiormente utilizzato in cromatografia liquida è a base di granuli 

porosi di silice con diametro variabile tra 3-10 µm e forma il più 

possibile omogenea; le particelle di silice vengono sintetizzate 

agglomerando particelle di silice sub-micron. La scelta della fase 

stazionaria da utilizzare dipende dalle caratteristiche chimiche dei 

composti da analizzare e deve essere inerte sia verso gli analiti che 

verso la fase mobile.  

Ad esempio, nella cromatografia di adsorbimento viene usato un 

solido adsorbente polare con affinità o meno per l’analita, che viene 

separato in base alla forza di interazione con la matrice. In 

cromatografia di ripartizione, invece, la fase stazionaria è formata da 

Figura 7. Colonne Cromatografiche per 

Cromatografia Liquida ad Alta Pressione. 
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un sottile fil liquido legato chimicamente o fisicamente alle particelle 

impaccate e i composti vengono separati in base alla loro ripartizione 

tra fase stazionaria e fase mobile; il film liquido può essere polare o 

apolare e si parla rispettivamente di cromatografia in fase diretta (NP-

HPLC) o in fase inversa (RP-HPLC). 

I composti in uscita, in tempi diversi, dalla colonna cromatografica 

vengono identificati attraverso un rivelatore che acquisisce i dati, li 

elabora e permette di visualizzarli sotto forma di cromatogramma. I 

rivelatori possono essere suddivisi in due macro-categorie, quelli che 

misurano variazioni delle caratteristiche della fase mobile o proprietà 

di massa (indice di rifrazione, costante dielettrica) e quelli che misurano 

la variazione di proprietà chimico-fisiche del soluto (assorbanza UV, 

fluorescenza). Un rivelatore ideale deve avere un’elevata sensibilità, 

una buona riproducibilità, una risposta lineare alla quantità di analita e 

un basso livello di rumore di fondo. Il rivelatore più usato nella 

cromatografia liquida è lo spettrometro di massa, a seguito dello 

sviluppo dell’interfaccia tra i due strumenti, diminuendo le 

problematiche legate ai grandi volumi prodotti dal cromatografo e alla 

presenza di vuoto nella massa.  

 

1.5.2 Spettrometria di Massa 

La spettrometria di massa è una tecnica analitica in grado di dare 

informazioni sulla struttura di specie molecolari complesse, sui rapporti 

isotopici degli atomi nei campioni, sulle proprietà strutturali e chimiche 

delle molecole, sull’identità di sostanze incognite e sulla composizione 

quali- e quantitativa di analiti in miscele complesse.  
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Le molecole, per essere analizzate, vengono dapprima ionizzate, cioè 

viene loro conferita una carica elettrica, e successivamente vengono 

frammentate in ioni con diverso rapporto massa/carica (m/z); è quindi 

un metodo di analisi distruttivo, poiché la molecola non rimane intatta 

dopo l’analisi. Dal rapporto m/z viene misurata indirettamente la massa 

dello ione in esame. 

La massa molecolare è espressa in Dalton, pari a 1/12 della massa di 

un atomo neutro di 12C; la massa dell’isotopo 12 del carbonio è usata 

come riferimento per calcolare i pesi atomici relativi ad isotopi di altri 

elementi. La carica degli ioni generati viene espressa dal numero z, cioè 

come carica elementare posseduta da un elettrone (negativa) o da un 

protone (positiva), e il rapporto m/z viene quindi misurato in Dalton per 

unità di cariche elementari. 

I risultati ottenuti alla fine dell’analisi vengono riportati in grafico, 

chiamato spettro di massa, caratterizzato dai valori di m/z sull’asse delle 

x e dalle abbondanze relative delle specie di ioni in ascissa.  

Lo spettrometro di massa ad alta risoluzione è formato da una serie 

di elementi principali: sistema di inserimento del campione, sorgente di 

ionizzazione, analizzatore, rivelatore, sistema di elaborazione del 

segnale ed un sistema di pompaggio. 
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Il sistema di inserimento del campione all’interno della sorgente 

permette di introdurre una quantità di campione estremamente piccola 

(fino ad un picogrammo, ossia 10 -12 grammi), senza causare perdite 

significative di vuoto; esso viene adattato in base al tipo di campione 

da analizzare e può essere a riserva di gas (per sostanze gassose o con 

punto di ebollizione fino a 500°C), a sonda diretta (per solidi e liquidi 

non volatili) oppure cromatografico (gas o liquidi provenienti da corsa 

cromatografica). 

La sorgente di ionizzazione converte i componenti del campione in 

ioni gassosi tramite bombardamento con elettroni, ioni, molecole o 

fotoni. Le tecniche di ionizzazione possono essere divise in “hard”, che 

portano alla frammentazione della molecola, e in “soft”, poiché 

adoperano basse energie di frammentazione del campione e ionizzano 

esclusivamente le molecole.  

Negli ultimi anni sono state introdotte delle sorgenti in grado di 

operare a pressione atmosferica (Atomospheric Pressure Ionization, 

Figura 8. Struttura di uno spettrometro di massa.  
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API), in cui la ionizzazione si ha per elettro-nebulizzazione. Le più 

comuni sorgenti utilizzate sono la ionizzazione chimica a pressione 

atmosferica (Atmospheric Pressure CI, APCI) e il sistema elettrospray 

(ElectroSpray Ionization, ESI), usato nel nostro caso e spiegato di 

seguito. 

L’Electrospray Ionization porta alla formazione di ioni partendo da 

una soluzione di analita grazie a fine nebulizzazione ad opera di un 

capillare tenuto ad alto potenziale elettrico; questo conferisce un’ampia 

applicabilità della tecnica, soprattutto in campo biochimico, grazie alla 

possibilità di trasferire gli ioni in soluzione alla fase gas e renderli così 

idonei all’analisi in massa. 

 

 

 

 

Figura 9. Schema della struttura di una sorgente a ionizzazione per elettrospray (ESI).  
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Essendo una tecnica “soft”, è possibile analizzare molecole di grandi 

dimensioni, non volatili, generando ioni molecolari monocarica 

[M+H]+ o multicarica [M+nH]+, in quattro passaggi principali: 

 

- Nebulizzazione: la soluzione di analita, passando attraverso il 

capillare metallico ad un potenziale di ±4kV, incontra un flusso di azoto 

che permette la formazione di un aerosol di goccioline di solvente 

contenenti l’analita ionizzato; 

- Desolvatazione: se il potenziale applicato è positivo, allora tutti gli 

ioni positivi si allontaneranno dal capillare, accumulandosi sulla 

superficie del liquido (sulla punta del capillare), mentre gli ioni negativi 

resteranno all’interno del capillare. A causa della repulsione tra gli ioni 

positivi e la forza del campo elettrico applicata su di essi, gli ioni 

vincono la tensione superficiale del liquido, con sua conseguente 

espansione (nel verso del campo applicato) in un cono, chiamato cono 

di Taylor; la punta di questo cono è instabile e allungandosi forma uno 

spray di goccioline.  

 

Figura 10. Formazione del cono di Taylor e ionizzazione 

del campione. 
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- Evaporazione del solvente: le goccioline cariche positivamente 

vengono attratte da un secondo capillare sottovuoto ad un potenziale 

negativo, trasportate da un flusso di gas ausiliario (azoto), coassiale 

rispetto al flusso della soluzione, che permette anche l’evaporazione del 

solvente rimasto. All’aumentare dell’evaporazione del solvente 

diminuisce il raggio delle goccioline, con aumento della densità di 

carica. 

- Formazione di ioni: il raggio della gocciolina diminuisce fino a 

raggiungere un valore limite, detto limite di Rayleigh, in 

corrispondenza del quale la repulsione tra cariche supera la tensione 

superficiale della gocciolina causando un’esplosione coulombiana con 

formazione di molte goccioline cariche; la formazione di ioni mono- e 

multicarica avviene in più passaggi, ancora oggetto di discussione, 

anche se sono stati proposti due meccanismi di formazione, riportati in 

figura 16. 
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In seguito, gli ioni vengono accelerati verso l’analizzatore tramite un 

sistema complesso di lenti elettrostatiche, con riduzione progressiva 

della pressione.  

L’analizzatore separa gli ioni generati in base al loro rapporto m/z 

grazie all’interazione tra ioni e campi elettrici e magnetici. La capacità 

di distinguere ioni con valori di massa molto simili tra loro determina 

un’alta capacità risolutiva, R, della tecnica, data dalla seguente 

equazione: 

 

Figura 11. Meccanismi di formazione di ioni molecolari. Modello della carica residua, 

proposto da Dole: le frammentazioni successive delle goccioline generate portano alla 

formazione di piccole goccioline di solo analita che trasportano una o più cariche in 

eccesso; dopo l’evaporazione del solvente le cariche si ridistribuiscono per dare lo ione 

più stabile in fase gas. Modello della Ion Evaporation, proposto da Iribarne e Thompson: 

lo ione viene emesso direttamente dalla gocciolina quando raggiunge determinate 

dimensioni; questo meccanismo diventa predominante sulla fissione coulombiana 

quando il raggio R è minore di 10 nm. 
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𝑅 =  
𝑚2

𝑚2 −  𝑚1
=  

𝑚2

∆𝑚
 

 

Valori elevati di R permettono di calcolare la massa esatta di uno 

ione e risalire alla sua composizione elementare.  

L’analizzatore utilizzato nell’analisi sperimentale dei campioni è 

basato sull’interazione degli ioni con campi elettrici alternati 

quadrupolari, detto analizzatore a quadrupolo. Questi passano 

attraverso quattro barre metalliche piene con sezione iperbolica (per 

ottenere campi elettrici omogenei) parallele tra loro. Solo ioni con un 

determinato rapporto m/z attraversano l’analizzatore senza scaricarsi 

sulle quattro barre metalliche, in base al valore scelto per due grandezze 

caratteristiche del potenziale, U e V, che variano con una certa 

frequenza ω. 

 

 

 

 

Figura 12. Struttura di un analizzatore 

quadrupolare; le barre cilindriche sono caricate a 

due a due con un diverso potenziale. 
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Infine, gli ioni separati arrivano ad un collettore dove avviene la loro 

rivelazione, solitamente tramite un dinodo di conversione ed un 

moltiplicatore di elettroni a dinodo continuo. Elettroni secondari 

(positivi, negativi o neutri) vengono emessi come conseguenza dell’urto 

degli ioni con una serie di dinodi (elettrodi) posti ad un potenziale 

crescente negativo; questi consistono in superfici metalliche concave 

poste ad angolo retto rispetto al fascio di ioni uscente dall’analizzatore. 

Il moltiplicatore è formato da un resistore di vetro drogato con piombo 

a forma di imbuto e caricato positivamente (catodo) con una superficie 

metallica nella parte terminale. Le particelle secondarie colpendo la sua 

superficie emettono elettroni che vengono accelerati dal gradiente di 

potenziale, generando una corrente di elettroni misurabile: la corrente 

è proporzionale al numero di particelle secondarie che colpiscono il 

catodo. 

 

 

 

Figura 13. Moltiplicatore a dinodi separati e a dinodi continui.  
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1.5.3 Sistema UHPLC-MS/MS Xevo TQ-S micro 

Nel progetto seguito in questa tesi è stato utilizzato un cromatografo 

UHPLC accoppiato ad un rivelatore a spettrometria di massa con una 

sorgente di tipo ESI (Electrospray Ionization) ed un analizzatore a triplo 

quadrupolo. Questo accoppiamento permette l’analisi di miscele 

complesse, ottenendo spettri di massa per ogni molecola presente. 

Inoltre, l’accoppiamento di più spettrometri di massa (Tandem MS) 

consente di avere informazioni molecolari più specifiche.  

L’utilizzo di un UHPLC rispetto ad un normale HPLC risulta 

vantaggioso grazie alla possibilità di ridurre i tempi di analisi e la 

quantità di solventi impiegata, nonché alla capacità del sistema di 

sopportare contro-pressioni maggiori (12000 psi). Di conseguenza 

vengono utilizzate colonne con minori dimensioni di fase stazionaria, 

1.8 µm di diametro, con aumento dell’efficienza di separazione dei 

composti e della risoluzione del sistema. 

L’analizzatore a triplo quadrupolo è formato da tre quadrupoli, di cui 

il primo e il terzo fungono da filtri per la selezione dei rapporti m/z 

desiderati, mentre in quello centrale (riempito con gas inerte) avviene 

la frammentazione dello ione molecolare, chiamato per questo camera 

di collisione. Le modalità operative che possono essere usate con il 

triplo quadrupolo sono la Single Reaction Monitoring (SRM) e la 

Multiple Reaction Monitoring (MRM – utilizzata soprattutto per analisi 

quantitative). L’identità della molecola solitamente è conosciuta a 

priori e il primo quadrupolo, Q1, viene fissato ad un preciso valore di 

m/z; il terzo quadrupolo, Q3, viene invece impostato su un solo rapporto 

m/z, nel caso del SRM, oppure su più rapporti m/z, nel caso del MRM. 
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Tuttavia, se non si conoscono le precise transizioni della molecola da 

analizzare, è conveniente lavorare in Full Scan. 

La sorgente ha geometria ZSpray™ e consente di rimuovere in 

maniera efficiente le molecole neutre convogliando i soli ioni verso 

l’analizzatore; in più, la veloce inversione di polarità assicura la 

copertura dei composti ionizzati a carica positiva e negativa in una sola 

corsa analitica. 

 

 

1.5.4 Selettività 

La selettività analitica è la misura in cui un metodo può essere usato 

per determinare particolari analiti in miscele o matrici senza 

interferenze da parte di altri componenti con comportamento simile [25]. 

In altre parole, è la capacità di un metodo analitico di differenziare e 

quantificare l’analita in presenza di altri componenti della matr ice, 

quali componenti endogeni della matrice stessa, metaboliti, prodotti di 

decomposizione e in aggiunta, per studi su campioni reali, anche 

farmaci e prodotti esogeni [21]. Se il metodo da validare è messo a punto 

per quantificare più di un analita, ognuno deve essere valutato per 

escludere ogni possibile interferenza. È necessario sapere che la 

proprietà misurata sia solo dell’analita e non di altre sostanze 

chimicamente simili, poiché potrebbero aumentare o diminuire il 

segnale proprio dell’analita, provocando uno scostamento dal valore 

reale; l’effetto dato dagli interferenti resta indipendente dalla 

concentrazione di analita presente e il segnale che si osserva viene 
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definito ‘interferenza della linea di base’ o ‘interferenza di fondo’, e 

può modificare l’intercetta della retta di taratura.  

Un approccio per stabilire la selettività di un metodo è provare 

l’assenza di risposta in una matrice blank, cioè verificare che non ci sia 

nessun segnale che vada ad interferire con quello dell’analita o 

dell’internal standard [30]. In alternativa, si analizzano i campioni prima 

e dopo l’aggiunta di possibili interferenti attraverso lo stesso metodo 

analitico.  

Sperimentalmente vengono dapprima analizzati campioni di prova o 

materiali di riferimento tramite il metodo in esame e altri metodi 

indipendenti per valutare la capacità del metodo di isolare l’analita di 

interesse (si usano almeno 6 diverse matrici blank, assicurando anche 

la selettività fino al limite di quantificazione); successivamente si 

analizzano campioni ai quali sono stati aggiunti gli interferenti, 

osservando il loro effetto sull’individuazione e la quantificazione 

dell’analita.  

 

1.5.5 Limite di Rilevabilità e Limite di Quantificazione 

Il limite di rilevabilità (Limit of Detection, LOD) è la più bassa 

concentrazione che può essere rilevata con un certo grado di sicurezza, 

cioè con una data probabilità di commettere un errore [26], è quindi la 

minima concentrazione netta rilevabile che non necessariamente viene 

quantificata come valore esatto. È un valore che dipende dall’analita, 

dalla matrice e dal metodo utilizzato.  

Il limite di quantificazione (Limit of Quantification, LOQ) è il più 

basso livello di analita che può essere determinato con una prestazione 
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accettabile [25], dove per prestazione si intendono una certa precisione, 

accuratezza e ripetibilità di analisi. Esso permette di stabilire la potenza 

di un metodo analitico ed è quindi di fondamentale importanza la scelta 

delle condizioni di analisi, del protocollo adottato e della 

strumentazione. A questa concentrazione limite il grado di incertezza è 

più alto e di conseguenza la variabilità è tale da poter paragonare il 

valore di concentrazione ottenuto sperimentalmente con quello 

dell’incertezza misurato; per ogni metodo chimico quantitativo il valore 

del LOQ deve essere calcolato attraverso verifiche di precisione.  

Il LOD viene valutato attraverso diversi approcci, il primo dei quali 

si basa sulla valutazione del segnale del bianco attraverso più repliche 

di misura (10) e calcolando in un secondo momento la media dei segnali 

ottenuti e lo scarto tipo; per ottenere il valore del LOD di moltiplica lo 

scarto tipo del bianco per un fattore, secondo le seguenti equazioni:  

 

𝑆′ =  𝜇𝐵 + 𝑘𝜎𝐵 

 

dove 𝑆′ è il limite di decisione o livello critico, 𝜇𝐵 è il segnale medio 

del bianco, 𝜎𝐵 è la deviazione standard del bianco e 𝑘 è un fattore 

moltiplicativo che permette di limitare gli errori e ha un valore statistico 

pari a 3,3. 𝑆′ rappresenta anche il minimo segnale significativo 

indicante la presenza di analita e nel calcolo del LOD si interpola il suo 

valore con la retta di calibrazione, ottenendo l’equazione:  

 

𝑆′ =  𝑆𝑠 =  𝜇𝐵 + 𝑘𝜎𝐵 =  𝑏 ∙ 𝐿𝑂𝐷 + 𝑎 
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dove a è l’intercetta e b è la pendenza della retta di calibrazione; questi 

parametri devono necessariamente essere conosciuti con una buona 

precisione e l’intercetta non deve essere significativamente diversa dal 

valore del segnale del bianco, 𝜇𝐵. Di conseguenza il valore del LOD è 

espresso come: 

 

𝐿𝑂𝐷 = 3.3 
𝜎𝐵

𝑏
 

 

Le analisi quantitative necessitano però di un valore minimo reale e non 

di una valutazione di presenza/assenza di analita. Un’analisi risulta 

essere quantitativa quando il segnale ottenuto è almeno (5)10-20 volte 

la deviazione standard del bianco e quindi il LOQ può essere descritto 

dall’equazione seguente: 

 

𝐿𝑂𝑄 = 10 
𝜎𝐵

𝑏
 

 

esso indica alternativamente il minimo contenuto di analita che si può 

rilevare nella matrice con una certa probabilità, generalmente la più alta 

possibile (95 – 99%) [26]. 

Nel calcolo del LOD e del LOQ bisogna tener conto di eventuali fattori 

di diluzione o di concentrazione del campione. 

Esistono altri due approcci usati nella valutazione del LOD e del 

LOQ. Il primo si basa sulla regressione lineare e il secondo sulla 

valutazione del rapporto segnale/rumore. La regressione lineare prende 

in considerazione, al posto di 𝜎𝐵, la deviazione standard dei residui (o 

della regressione), 𝑆𝑦 𝑥⁄ , o la deviazione standard dell’intercetta, 𝑆𝑎, che 
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rappresentano anch’esse una stima della deviazione standard del 

bianco.  

Il rapporto segnale/rumore viene valutato direttamente dalla 

strumentazione usata e su di esso si possono calcolare il LOD, come 

concentrazione di analita alla quale corrisponde un valore di S/N pari a 

3, e il LOQ, come concentrazione di analita alla quale corrisponde un 

valore di S/N pari a 10.  

 

1.5.6 Intervallo di Misura 

L’intervallo di misura è l’intervallo all’interno del quale il metodo 

fornisce risultati con un’incertezza accettabile [25]. L’estremo inferiore 

è generalmente il limite di quantificazione (LOQ) o il limite di 

rilevabilità (LOD), mentre l’estremo superiore è dato dalla 

concentrazione alla quale si notano degli scostamenti dalla linearità tra 

il segnale misurato e la concentrazione di analita, cioè alterazioni della 

sensibilità dello strumento. La valutazione di questo parametro, 

soprattutto per metodi quantitativi, deve tenere in considerazione sia la 

linearità del metodo che il procedimento di taratura, attraverso 

strumenti statistici significativi, quali l’analisi dei residui della 

regressione lineare o il test F di significatività della regressione.  

I calibratori impiegati nella costruzione e nell’individuazione 

dell’intervallo di misura devono essere costituiti da matrice blank alla 

quale l’analita di interesse viene aggiunto in concentrazioni tali da 

coprire tutto l’intervallo desiderato, con minimo 5-8 livelli di 

concentrazione, ognuno ripetuto 2-6 volte. Per descrivere la relazione 

tra la concentrazione di analita e la risposta strumentale, è preferibile 
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usare modelli lineari, ma in alcuni casi sono accettabili anche modelli 

curvilinei, logaritmici, ecc.; questa relazione deve essere confermata 

dalle prove sperimentali e deve essere dimostrato che l’intervallo preso 

in considerazione sia compatibile con quello teorico. Infine, la taratura 

strumentale deve essere adeguata al tipo di analisi proposta.  

L’intervallo di misura può essere di due tipologie: intervallo del 

metodo, che prende in considerazione la concentrazione del campione 

e viene espresso nelle stesse unità (es. per campioni solidi, mg g -1), e 

l’intervallo di misura strumentale, che si riferisce alla concentrazione 

del campione nella soluzione che viene presentata allo strumento per 

l’analisi (es. mg mL-1).  

Durante questa procedura devono essere utilizzati campioni di prova 

con concentrazioni minori o maggiori di quelle che definiscono 

l’intervallo di misura (di circa il ± 10 o 20 %), distribuite in maniera 

più o meno equidistante in termini di ordini di grandezza.  

 

1.5.7 Sensibilità 

La sensibilità indica la variazione della risposta strumentale in 

corrispondenza di quella della grandezza misurata, cioè il gradiente 

della curva di taratura. Il calcolo di questo parametro è molto semplice 

poiché viene derivato direttamente dalla pendenza della retta di 

taratura. 

La validazione del metodo si propone di quantificare l’accuratezza dei 

risultati valutando sia gli effetti sistematici che quelli casuali. A queste 

due componenti vengono associate le grandezze chiamate 

rispettivamente esattezza e precisione [26] 
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1.5.8 Esattezza 

L’esattezza esprime la vicinanza della media di una serie di misure 

al valore di riferimento accettato e risulta essere influenzata da errori 

sistematici (BIAS), cioè derivanti dall’operazione di misura. L’errore 

sistematico può essere riferito al metodo, cioè indipendente 

dall’ambiente di laboratorio, o riferito al laboratorio e 

all’interpretazione dei risultai; in ogni caso un singolo laboratorio è in 

grado di stimare solo lo scostamento totale derivato da entrambe le 

tipologie di errore. Se il materiale certificato non è disponibile, la stima 

dell’esattezza deve tener conto delle differenze che ci possono essere 

nei vari metodi di analisi. Possono essere inclusi anche test di 

significatività statistica, quali t-test e F-test. 

La valutazione viene eseguita su uno o più materiali di riferimento 

certificati con composizione il più possibile vicina a quella dei 

campioni reali e la stima dell’esattezza si ha attraverso il calcolo del 

BIAS o ‘scostamento di misura’, secondo le seguenti equazioni: 

 

𝐵𝐼𝐴𝑆 =  �̅� − 𝑥𝑟𝑒𝑓 

 

𝐵𝐼𝐴𝑆 (%) =  
�̅� −  𝑥𝑟𝑒𝑓

𝑥𝑟𝑒𝑓
 ∙ 100 

 

𝑅′(%) =  
�̅�′ −  �̅�

𝑥𝑠𝑝𝑖𝑘𝑒
 ∙ 100 
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dove �̅�′ è il valore medio del campione fortificato e 𝑥𝑠𝑝𝑖𝑘𝑒 è la 

quantità di analita aggiunta; la prima equazione definisce l’esattezza in 

termini assoluti, la seconda in percentuale, mentre la terza esprime il 

recupero (R’) relativo alla fortificazione del campione. Il calcolo viene 

eseguito su valori di concentrazioni vicini agli estremi e al valore 

mediano dell’intervallo di misura con almeno 10 ripetizioni per livello 

di concentrazione, sia per il materiale di riferimento che per campioni 

blank e fortificati. Infine, si confrontano i risultati ottenuti del BIAS e 

del recupero. Il criterio di accettazione per l’accuratezza, BIAS 

compreso tra  15% del valore di riferimento e tra  20% vicino al 

LLOQ (Lower Limit of Quantification), è specificato nel Conference 

Report ed è largamente accettato dai bioanalisti.  

 

1.5.9 Precisione 

La precisione è una caratteristica di prestazione di un metodo che 

esprime la vicinanza tra i risultati ottenuti sperimentalmente dopo 

misurazioni ripetute di uno stesso campione omogeneo nelle stesse 

condizioni di lavoro. Viene espressa attraverso due parametri, quali 

ripetibilità e riproducibilità, oppure in termini di imprecisione come 

deviazione standard assoluta o relativa.  

La ripetibilità è una misura della variabilità nei risultati quando una 

misurazione è condotta da un singolo analista utilizzando la stessa 

strumentazione in un breve intervallo di tempo [25]. La ripetibilità stretta 

viene utilizzata nelle analisi in duplicato, dal cui scarto tipo si ricava il 

limite di ripetibilità ‘r’, in base al quale la differenza tra due misure 

eseguite in doppio su uno stesso campione può essere definita 
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significativa o meno (Precisione intra-assay). La ripetibilità intermedia, 

invece, consente di valutare la concordanza dei risultati su lunghi 

periodi, attraverso misure eseguite dallo stesso analista,  con la stessa 

strumentazione e nello stesso laboratorio (Precisione intra-day). Nel 

momento in cui misure ripetute vengono eseguite da più laboratori, non 

è più possibile parlare di ripetibilità, ma si deve introdurre il concetto 

di riproducibilità. Questa è una misura più significativa e dal calcolo 

dello scarto tipo si ottiene il limite di riproducibilità ‘R’. Entrambi i 

parametri dipendono dalla concentrazione di analita ed è necessario fare 

una valutazione su più livelli di concentrazione all’interno 

dell’intervallo di misura; inoltre, se la concentrazione misurata è al 

disopra del LOD, la precisione risulterà essere proporzionale alla 

concentrazione di analita [25].  

La valutazione della precisione viene eseguita con misure replicate 

in numero sufficiente, minimo 6 - 15 volte, per ogni matrice e per tre 

livelli di concentrazione, per poter stimare in modo adeguato lo scarto 

tipo derivante. Un primo approccio è quello di calcolare la deviazione 

standard relativa (R.S.D.), il secondo approccio è basato sul calcolo dei 

due parametri attraversi l’analisi della varianza (ANOVA) in cui il 

fattore variabile (giorno, corsa) viene raggruppato in una serie di dati 

ottenuti da misurazioni ripetute; la variabilità complessiva dell’intera 

serie di dati può essere rappresentata attraverso la combinazione delle 

varianze (s2) tra i gruppi e interna ai gruppi [25]. Lo scarto tipo della 

ripetibilità, sr, viene calcolato attraverso la radice quadrata della 

varianza, secondo la seguente equazione: 

 

𝑠𝑟 =  √𝑀𝑆𝑊 
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Il contributo alla variabilità totale da parte del fattore di 

raggruppamento è dato dall’equazione:  

𝑠𝑏𝑒𝑡𝑤𝑒𝑒𝑛 =  √
𝑀𝑆𝑏 − 𝑀𝑆𝑤

𝑛
 

 

La ripetibilità intermedia, s I, si ottiene dalla combinazione della 

varianza tra gruppi e quella all’interno dei gruppi, secondo la seguente 

equazione: 

 

𝑠𝐼 =  √𝑠𝑟
2 +  𝑠𝑏𝑒𝑡𝑤𝑒𝑒𝑛

2   

 

Il criterio di accettazione per la precisione, 15% della deviazione 

standard relativa e 20% della deviazione standard relativa vicino al 

LLOQ (Lower Limit of Quantification), è specificato nel Conference 

Report ed è largamente accettato dai bioanalisti.  

 

 

1.5.10 Incertezza di misura 

L’incertezza di misura è un intervallo associato ad un risultato di 

misura che esprime l’intervallo di valori che può essere 

ragionevolmente attribuito alla grandezza sottoposta a misura [25]. La 

valutazione di questo parametro dovrebbe prendere in considerazione 

tutti gli effetti che influenzano il risultato e proprio per questo richiede 
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tempi di calcolo molto lunghi, soprattutto nel sistema del controllo 

qualità. 

 

1.5.11 Robustezza 

La robustezza di una procedura analitica è ‘una misura della sua 

capacità di non essere influenzata da piccole, ma deliberate, variazioni 

ai parametri del metodo. La robustezza fornisce un’indicazione 

dell’affidabilità del metodo durante il normale utilizzo’ [28]. Viene 

valutata attraverso test che seguono il disegno sperimentale di Plackett -

Burman [29], il quale prevede l’introduzione di modifiche nel metodo 

per valutarne gli effetti sulle prestazioni, lavorando su variabili molto 

significative per assicurarsi la loro correttezza all’interno del metodo. 

Le variabili vengono dapprima individuate e poi vengono stabilite le 

prove per il monitoraggio degli effetti sui risultati di eventuali 

variazioni sistemiche. Si determina, quindi, il cambiamento di ogni 

variabile sui risultati ottenuti e si classificano in ordine decrescente di 

entità di effetto sulle prestazioni del metodo. Infine, si eseguono dei 

test per determinare la significatività degli effetti osservati.  

 

1.5.12 Effetto Matrice, Recupero ed Efficienza del 

Processo 

L’analisi chimica di matrici biologiche è spesso influenzata da 

sostanze interferenti in esse presenti, che non sono oggetto di ricerca, 

ma che possono portare ad una minor accuratezza nella determinazione 

della concentrazione dell’analita di interesse. Questo effetto si osserva 

dalla diversa risposta strumentale dell’analita iniettato in solvente 
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rispetto all’analita iniettato in matrice. Solitamente l’effetto matrice 

viene valutato in metodi basati su tecniche cromatografiche e di 

spettrometria di massa, in cui possono essere evidenti due fenomeni: 

ion suppression e ion enhancement, a causa della coeluizione di 

interferenti con l’analita. La ionizzazione dell’analita dipende anche 

dalla procedura di preparazione del campione, dalla qualità della 

separazione cromatografica, dalle fasi mobili e dal tipo di ionizzazione 

adottata. In metodi di screening la ion suppression può alterare il valore 

del LOD e del LOQ, aumentando così il rischio di ottenere falsi 

negativi, mentre in metodi quantitativi la ion suppression/enhancement 

può influenzare negativamente la precisione e l’accuratezza con 

aumento dell’incertezza di misura. Per minimizzare l’effetto della 

matrice sull’analita è utile avere metodi molto selettivi, sorgenti APCI 

(Atmospheric Pressure Chemical Ionisation), standard interni (IS 

Internal Standard) deuterati ed eseguire test durante lo sviluppo di un 

nuovo metodo analitico per valutare questa variabile.  

Esistono due diversi approcci per valutare ion 

suppression/enhancement. Il primo si basa sull’infus ione post-colonna 

in continuum di una soluzione di analita (si tratta di matrice bianca 

estratta) nell’eluato proveniente dalla corsa cromatografica; al detector 

arriva un segnale costante tranne nel caso in cui si verifichi uno dei due 

fenomeni sopracitati. Il secondo, invece, è caratterizzato dall’addizione 

post-estrazione dell’analita e si articola su tre livelli di concentrazioni, 

basso, medio e alto, e su tre set di campioni: uno è lo standard puro (5 

replicati), uno viene preparato in matrice bianca e l’analita viene 

aggiunto post-estrazione e l’ultimo viene preparato sempre in matrice 
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bianca e l’analita viene però aggiunto prima dell’estrazione. L’effetto 

matrice viene determinato attraverso questa equazione [27]: 

 

𝑀𝐸 (%) =  
𝐵

𝐴
 ∙ 100 

 

dove A è l’area del picco dello standard puro e B è l’area del picco 

dell’analita aggiunto post-estrazione. 

Il recupero di analita corrisponde alla risposta strumentale che si 

ottiene da una quantità di analita, addizionata e successivamente 

estratta dalla matrice biologica, rispetto a quella che si ottiene dalla 

quantità reale dello standard puro dell’analita [21]. La quantità di analita 

recuperata difficilmente raggiunge il 100%, ma può essere mantenuta 

costante, precisa e riproducibile. I risultati analitici di soluzioni 

standard (corrispondenti al 100% di recupero) vengono solitamente 

confrontati con quelli dei campioni biologici analizzati, addizionati con 

minimo tre livelli di concentrazioni (basso, medio, alto) ed estratti. 

Nella pratica di laboratorio vengono aggiunti anche standard interni per 

avere un valore di recupero riproducibile.  

Il recupero viene stimato attraverso la seguente equazione:  

 

𝑅𝐸 (%) =  
𝐶

𝐵
 ∙ 10 

 

dove B è l’area del picco dell’analita aggiunto post-estrazione e C è 

l’area del picco dell’analita aggiunto prima dell’estrazione.  
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La valutazione dell’efficienza del metodo è necessaria al fine di 

determinare tutto l’analita presente e ottenere il valore dell’esattezza 

del metodo utilizzato. Si lavora su tre livelli di concentrazioni ripetendo 

più volte l’analisi per ogni matrice. Una delle problematiche 

evidenziate è il fatto che l’analita aggiunto non sarà trattenuto dalla 

matrice allo stesso modo di quello presente naturalmente, per cui si 

potrebbero ottenere delle sovrastime dell’efficienza di estrazione. 

L’efficienza del processo viene determinata attraverso la seguente 

equazione: 

 

𝑃𝐸 (%) =  
𝐶

𝐴
 ∙ 100 =  

𝑀𝐸 ∙ 𝑅𝐸

100
 

 

dove A è l’area del picco dello standard puro e C è l’area del picco 

dell’analita aggiunto prima dell’estrazione.  
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2 SCOPO DELLA TESI 

Il cortisolo e il cortisone sono glucocorticoidi importanti nell’uomo. 

Entrambi vengono prodotti dalla corteccia surrenale e sono regolati 

dall’asse ipotalamo-ipofisi-surrene. Questo asse è noto per la sua 

risposta adattogena allo stress mediante produzione di cortisolo 91. È 

comprovato che lo stress sia associato a varie patologie; quindi, la 

misurazione delle concentrazioni di cortisolo a lungo termine potrebbe 

essere uno strumento utile sotto molti aspetti 92. Il monitoraggio dei 

livelli di cortisolo a lungo termine nel sangue, nelle urine e nella saliva 

è complesso perché queste matrici sono alla base dei cambiamenti 

circadiani e mostrano fluttuazioni giornaliere 93. Pertanto, l’analisi dei 

capelli ha riscontrato sempre più interesse come strumento per il 

monitoraggio a lungo termine del cortisolo. 

Il cortisolo è incorporato nel fusto del capello durante la crescita dei 

capelli. Stalder 94 ha postulato, secondo l’ipotesi dell’ormone libero 

nota, che solo la frazione libera dovrebbe essere incorporata nei capelli  

95. 

L’analisi delle concentrazioni di cortisolo in uno specifico segmento 

del capello fornisce una misura retrospettiva della secrezione sistemica 

di cortisolo nel corrispondente periodo di crescita del capello.  

Assumendo un tasso medio di crescita di circa 1 cm/mese, l’analisi di 

un segmento di 3 cm consente di valutare i livelli cumulativi di cortisolo 

in un periodo di 3 mesi nota.  

La determinazione quantitativa di composti endogeni come il cortisolo 

in una matrice biologica (es. capelli) è generalmente più difficile della 

determinazione quantitativa di composti xenobiotici  96. Per composti 
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endogeni è spesso difficile o addirittura impossibile ottenere una 

matrice autentica priva di analiti. Tipicamente, l’autentica matrice 

biologica contiene quantità sconosciute dell’analita che la rende 

inadatta alla preparazione del campione di riferimento. In questo studio 

si è cercato di aggirare il problema utilizzando la matrice autentica e 

l’analita surrogato. L’analita surrogato di scelta è una forma marcata 

con isotopi stabili dell’analita che si presume mostri le stesse proprietà 

chimico-fisiche dell’analita autentico. Questo è l’approccio  alla base 

del seguente studio. Per la validazione del metodo sono state utilizzate 

le punte dei capelli di donne con capelli lunghi assumendo che i livelli 

cortisolo siano minori a causa di un effetto di lavaggio generale  97. A 

tale scopo, le punte dei capelli sono state tagliate in frammenti, 

omogeneizzate e utilizzate come pool di campioni negativi (“blank 

pool”). 

In sintesi, questo progetto di tesi ha avuto come obiettivo quello di 

sviluppare una metodologia di ricerca quantitativa del cortisolo nei 

capelli, ottimizzando sia la parte estrattiva dell’analita , che quella di 

analisi strumentale, attraverso un sistema di cromatografia liquida ad 

alta pressione accoppiato ad uno spettrometro di massa tandem, dotato 

di elevata sensibilità e selettività. 
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3 PARTE SPERIMENTALE 

 

3.1 Materiali e Metodi 

 

3.1.1 Vetreria 

• Micro-tubi da 2 mL in polipropilene (PP); 

• Palline di acciaio per l’omogeneizzazione di matrici;  

• Provette per batteriologia in vetro sodo-calcico (AR) con bordo 

dritto, diametro 12x75 mm e spessore 0,8 mm; 

• Pipette automatiche a volume variabile, Eppendorf®; 

• Puntali per pipette automatiche; 

• Vials con insert conico in polipropilene (PP).  

 

3.1.2 Piccola Strumentazione 

• Precellys Evolution (Bertin Technologies, AlfaTech): usato per 

l’omogeneizzazione dei campioni; 

• Agitatore a vibrazione Velp scientifica (Vortex);  

• Bilancia AG 245 Dual Range (Mettler Toledo, Zurigo, CH): 

bilancia analitica doppia scala (mg e g); 

• Pierce Reach Therm III (Rockford, IL, USA): evaporatore sotto 

flusso di azoto utilizzato per evaporazione e riscaldamento 

durante la preparazione dei campioni da iniettare in LC-MS/MS; 

• Centrifuga Allegra 6KR, Bech 
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3.1.3 Strumentazione 

• WATERS ACQUITY UPLC®-MS/MS Xevo® TQ-S micro 

Waters: cromatografo liquido ad alta pressione per la 

separazione e quantificazione dell’analita di interesse.  

 

3.1.4 Reagenti, Solventi e Analiti 

• Metanolo per HPLC ultrapuro, Carlo Erba, Milano, Italia;  

• Ammonio formiato, titolo min. 98 %, Carlo Erba, Milano, Italia;  

• Acqua MilliQ, 18mΩ, Millipore, Bedford, MA, USA;  

• Acido Formico 99% purezza, per analisi, Carlo Erba, Milano, 

Italia; 

• 13C3-Idrocortisone (2,3,4-13C3), soluzione 100 g/mL in 

metanolo, Sigma-Aldrich, USA; 

• D8-Cortisone (2,2,4,6,6,9,12,12-D8), SI, 1 mg polvere, purezza 

 98.0%, Sigma-Aldrich, USA. 

 

3.1.5 Soluzioni Standard e Calibratori 

La soluzione concentrata a 100 µg/mL di Cortisone-D8, lo Standard 

Interno (IS), è stata preparata dissolvendo la polvere dello standard 

primario, 1 mg in 10 mL di metanolo; mentre l’Idrocortisone 13C3 era 

già presente in forma di soluzione.  Si è poi passati a diluire entrambe 

le soluzioni concentrate: il Cortisone-D8 è stato ulteriormente diluito 

per ottenere due soluzioni di lavoro ad una concentrazione finale di 40 

ng/mL e 400 ng/mL rispettivamente, mentre la soluzione concentrata di 
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Idrocortisone 13C3 è stata diluita a diverse concentrazioni: 2 ng/mL 10 

ng/mL, 100 ng/mL, 200 ng/mL e 1 g/mL.  

Per la calibrazione del metodo sono state preparate altre tre diluizioni 

dell’Idrocortisone 13C3: 2 pg/µL, 10 pg/ µL e 100 pg/ µL. 

Tutte queste soluzioni sono conservate in freezer a temperatura < -20°C.  

 

3.1.6 Preparazione estrattiva 

Sono stati tagliati i 3 cm prossimali e poi sottoposti a lavaggio con 15 

mL di acqua per 3 minuti, dopodiché 10 mL di acetone per 2 minuti. 

Infine, sono stati fatti asciugare a temperatura ambiente.  

Nelle vials del sistema Precellys Evolution si aggiungono le palline di 

acciaio, utili all’omogeneizzazione dei campioni, eseguita ad una 

velocità di 6000 rpm per 10 minuti.  

Si pesano esattamente 20 mg di capelli nelle provette per batteriologia, 

eliminando le palline di acciaio. 

Segue la fase di estrazione: vengono aggiunti 5 mL di metanolo e 50 µL 

di IS a ciascun campione. Si pongono i campioni in stufa per 16 h ad 

una temperatura di 55 °C.  

Trascorso questo tempo, le provette vengono trasferite in bagno 

ultrasonico per 2 h. Il surnatante viene prelevato e trasferito in nuove 

provette per batteriologia, dopodiché evaporato sotto flusso di azoto a 

35°C. Il residuo (può essere colorato) viene ricostituito in 150 µL di 

metanolo e 350 µL di soluzione ricostituente (ammonio formiato 1 M, 

0.1 % acido formico). I campioni vengono nuovamente centrifugati per 

13 minuti a 3000 giri a 10°C e il surnatante trasferito nelle vials con 

insert conico in polipropilene per successiva analisi all’LC -MS/MS. 
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MATRICE 

 

CAMPIONE 

 

QUANTITA

’ 

 

AGGIUNTE 

 

CONCENTRAZIONE 

TOTALE DI 

13C3IDROCORTISON

E 

 

CONCENTRAZION

E INIETTATA 

TEORICA 

1 CAPELLI BLK 20 mg 

+50 µL IS 

Cortisone-D8 (40 

pg/µL) 

+ 450 µL 

soluzione 

ricostituente 

  

 

 

2 CAPELLI SPK 1 pg/mg 20 mg 

+ 50 µL IS 

Cortisone-D8 (40 

pg/µL) 

+ 10 µL 13C3-

Idrocortisone (2 

pg/µL) 

+ 440 µL 

soluzione 

ricostituente 

 

 

 

20 pg 

 

 

 

0.2 pg 

(20 pg : 500 µL = x 

: 5 µL) 

3 CAPELLI 
SPK 2.5 

pg/mg 
20 mg 

+ 50 µL IS 

Cortisone-D8 (40 

pg/µL) 

+ 25 µL 13C3-

Idrocortisone (2 

pg/µL) 

+ 425 µL 

soluzione 

ricostituente 

 

 

 

50 pg 

 

 

 

0.5 pg 
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4 CAPELLI SPK 5 pg/mg 20 mg 

+ 50 µL IS 

Cortisone-D8 (40 

pg/µL) 

+ 50 µL13C3-

Idrocortisone (2 

pg/µL) 

+ 400 µL 

soluzione 

ricostituente 

 

 

 

100 ng 

 

 

 

1 pg 

5 CAPELLI 
SPK 10 

pg/mg 
20 mg 

+ 50 µL IS 

Cortisone-D8 (40 

pg/µL) 

+ 20 µL 13C3-

Idrocortisone (10 

pg/µL) 

+ 430 µL 

soluzione 

ricostituente 

 

 

 

200 pg 

 

 

 

2 pg 

6 CAPELLI 
SPK 25 

pg/mg 
20 mg 

+ 50 µL IS 

Cortisone-D8 (40 

pg/µL) 

+ 25 µL 13C3-

Idrocortisone (10 

pg/µL) 

+ 425 µL 

soluzione 

ricostituente 

 

 

 

250 pg 

 

 

 

2.5 pg 

7 CAPELLI 
SPK 50 

pg/mg 
20 mg 

+ 50 µL IS 

Cortisone-D8 (40 

pg/µL) 

+ 10 µL 13C3-

Idrocortisone (100 

pg/µL) 

 

 

 

1 ng 

 

 

 

10 pg 
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+ 440 µL 

soluzione 

ricostituente 

8 CAPELLI 
SPK 100 

pg/mg 
20 mg 

+ 50 µL IS 

Cortisone-D8 (40 

pg/µL) 

+ 20 µL 13C3-

Idrocortisone (100 

pg/µL) 

+ 430 µL 

soluzione 

ricostituente 

 

 

 

2 ng 

 

 

 

20 pg 

9 CAPELLI 
SPK 250 

pg/mg 
20 mg 

+ 50 µL IS 

Cortisone-D8 (40 

pg/µL) 

+ 50 µL 13C3-

Idrocortisone (100 

pg/µL) 

+ 400 µL 

soluzione 

ricostituente 

 

 

 

5 ng 

 

 

 

50 pg 

10 CAPELLI 
SPK 500 

pg/mg 
20 mg 

+ 50 µL IS 

Cortisone-D8 (40 

pg/µL) 

+ 100 µL 13C3-

Idrocortisone (100 

pg/µL) 

+ 350 µL 

soluzione 

ricostituente 

 

 

 

10 ng 

 

 

 

100 pg 

Tabella 1. Foglio di Lavoro per l’estrazione del cortisolo, prima di eseguire l'analisi strumentale 

all'UHPLC-MS/MS. 
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3.1.7 Cromatografia Liquida 

La separazione cromatografica è stata condotta con un sistema UHPLC 

equipaggiato con una colonna BEH C18 1,8 µm 10x50 mm (Waters, 

Agilent), tenuta ad una temperatura di 40.0 ± 5.0 °C. L’eluizione viene 

eseguita a gradiente usando una soluzione acquosa di ammonio formiato 

(200mM) e 0.1% di acido formico (fase mobile A) e ammonio formiato 

(200mM) in metanolo (fase mobile B), secondo gradiente, riportato in 

tabella. Il flusso è stato settato a 300 µL/min con un volume di iniezione 

pari a 5 µL e un totale di 15 minuti di corsa cromatografica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.8 Spettrometria di Massa 

Lo spettrometro di massa utilizzato è dotato di un analizzatore a 

triplo quadrupolo con sistema di ionizzazione ESI, settato in negativo 

per il nostro analita. La scansione viene eseguita in modalità MRM 

(Multiple Reaction Monitoring) usando azoto come gas di collisione.  

Min. Flow 

(mL/min) 

%A %B 

0.00 0.300 100.0 0.0 

0.10 0.300 70.0 30.0 

10.0 0.300 30.0 70.0 

14.00 0.300 10.0 90.0 

15.00 0.300 10.0 90.0 

16.00 0.300 100.0 0.0 

Tabella 4: Fasi utilizzate per la ricerca dei corticosteroidi 
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Le transizioni, l’energia di collisione e il voltaggio de l cono sono 

riportate in tabella 5. 

Analita Parent 

(m/z) 

Daughter 

(m/z) 

Dwell 

(s) 

Cone 

(V) 

Collision 

(V) 

Cortisolo 407.1000 297.1000 0.025 24 22 

Cortisolo 407.1000 331.1000 0.025 24 14 

13C3-

Cortisolo 

410.2165 285.2004 0.025 32 38 

13C3-

Cortisolo 

410.2165 334.2681 0.025 32 14 

D8-Cortisone 413.2200 309.2900 0.025 24 20 

D8-Cortisone 413.2200 337.2800 0.025 24 12 

 

 

Di seguito, vengono riportati tutti i parametri strumentali caratteristici 

con i quali è stata eseguita l’analisi dei campioni.  

L’acquisizione e l’elaborazione dei dati sono state realizzate tramite 

un apposito software, MassLynxs, che permette di controllare 

contemporaneamente sia il cromatografo che lo spettrometro di massa. 

 

 

 

 

 

Tabella 2. Transizioni e parametri strumentali per la rivelazione del Cortisolo, del corrispondente deuterato e 

dell’isotopo cortisolo-13C3, tramite spettrometria di massa. 
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3.2 Curva di Calibrazione  

La curva di calibrazione del cortisolo è stata costruita su 9 livelli di 

concentrazione (1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 pg/mg), come 

riportato nello studio di Binz et al.98, aggiungendo specifici volumi di 

soluzione standard di 13C3-Idrocortisone a 20 mg di capelli. Lo standard 

interno, Cortisone-D8, è stato aggiunto in tutti i campioni ad una 

concentrazione costante (50 µL). 

Le punte di capelli utilizzate per allestire la curva di calibrazione non 

erano totalmente prive di cortisolo poiché come matrice bianca sono 

stati utilizzati i campioni a disposizione. La quantità di cortisolo, non 

pari a zero, del campione non ha consentito di ottenere una retta 

passante per l’origine e quindi tramite il metodo delle aggiunte standard 

è stato possibile traslare la retta e consentirne il passaggio per il punto 

(0;0). 

Figura 14. Metodo delle aggiunte. Vengono preparate n vials con lo stesso campione incognito e 

dalla 2 alla n si aggiungono quantità note e crescenti di analita puro. Si procede al trattamento dei 

campioni con il metodo analitico scelto fino all’analisi strumentale. In grafico vengono riportati i 

punti sperimentali e ad essi si applica un metodo statistico (regre ssione lineare, metodo dei minimi 

quadrati) per determinare la retta che meglio interpola i punti. La retta ottenuta viene prolungata fino 

ad intersecare l’asse delle ascisse, ottenendo il valore della concentrazione incognita.  
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3.3 Parametri di validazione del metodo 

La procedura di estrazione e di analisi strumentale del cortisolo dai 

capelli è stata valutata attraverso specifici parametri , in accordo con le 

linee guida. Per la validazione sono stati utilizzati 20 mg di punte di 

capelli e testati i seguenti parametri con il 13C3-Idrocortisone. 

 

3.3.1 Selettività 

Poiché il cortisolo è un composto endogeno, è sempre presente nei 

capelli. Pertanto, gli esperimenti di selettività classici non possono 

essere eseguiti. La selettività per 13C3-Idrocortisone è stata testata in sei 

campioni di capelli casuali.  I sei campioni sono stati prelevati  da sei 

individui con diversa struttura e colore dei capelli.  

 

3.3.2 LOD e LOQ 

Il limite di rilevabilità e il limite di quantificazione sono stati  

determinati attraverso una calibrazione che comprende come 

concentrazioni: 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8 e 1 pg/mg. 

 CORTISOLO 13C3-IDROCORTISONE 

R2 0.9995 0.9992 

LOD 0.2 pg/mg 0.1 pg/mg 

LOQ 1 pg/mg 0.5 pg/mg 

 

 Il secondo approccio, utilizzato per determinare i due parametri, è stato 

quello basato sui parametri della regressione che prende in 

considerazione la deviazione standard dei residui (Sy/x) o dell’intercetta 



 85 

 

(Sa); LOD e LOQ vengono, quindi, espressi tramite le seguenti 

equazioni [26]: 

 

𝐿𝑂𝐷 =  
3 ∙ 𝑆𝑦/𝑥

𝑏
           𝐿𝑂𝑄 =  

10 ∙ 𝑆𝑦/𝑥

𝑏
 

 

𝐿𝑂𝐷 =  
3 ∙ 𝑆𝑎

𝑏
           𝐿𝑂𝑄 =  

10 ∙ 𝑆𝑎

𝑏
 

 

La curva di calibrazione usata per calcolare la deviazione standard è 

stata analizzata ripetutamente, 3 volte in 3 giorni diversi, ed in seguito 

si è potuta ricavare la relazione segnale/concentrazione ed i valori di 

pendenza (b) ed intercetta (a). 

 

3.3.3 Precisione, effetto matrice e recupero 

L’accuratezza e la precisione del metodo sono state valutate misurando 

due replicati di un campione QC a tre diversi livelli di concentrazione 

Figura 15. Retta di calibrazione e deviazione standard.  
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(basso 2.5 pg/mg, medio 25 pg/mg, alto 400 pg/mg) per cinque giorni 

consecutivi. L’effetto matrice è stato misurato confrontando le aree 

sotto i picchi degli spike dopo l’estrazione con il solvente addizionato 

alla stessa concentrazione. 

 

4. RISULTATI 

La determinazione quantitativa dei composti endogeni nei capelli è 

stata una sfida per la ricerca sperimentale effettuata per questa tesi . 

Diversi approcci sono stati adottati in passato per aggirare questo 

problema. Le metodologie derivano dall’uso di addizione dello standard 

rispetto all’uso di matrici surrogate. Se viene scelta una matrice 

surrogata, è necessario prendere in considerazione alcuni aspetti  come 

la solubilità e l’estraibilità dell’analita, che possono essere diverse nella 

matrice autentica e surrogata. Molto comune è anche l’uso di una 

matrice autentica con concentrazioni di analiti sufficientemente basse, 

come le punte dei capelli lunghi. In questo caso si deve tenere conto 

che, dopo avere modificato la matrice autentica, la solubilità e 

l’estraibilità dell’analita posso differire. Poiché tutti questi metodi 

hanno dei limiti, ci siamo concentrati sull’approccio relativamente 

nuovo dell’utilizzo di un analita surrogato nella matrice autentica. 

Pertanto, è stato sviluppato un metodo LC-MS/MS per la 

determinazione del cortisolo e dell’analita surrogato.  

Esistono diverse tecniche di ionizzazione utilizzate per l'analisi degli 

steroidi sui capelli, basate su tecniche LC-MS/MS, in particolare la 

ionizzazione elettrospray (ESI) e la ionizzazione chimica a pressione 

atmosferica (APCI) 99. La maggior parte dei metodi pubblicati in 
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precedenza utilizzava la modalità ESI positiva, ma è stato segnalato 

anche l'uso della modalità negativa. Chen et al. 100 ha dimostrato che, 

misurando l'addotto cortisolo-formiato in ESI negativo [(M−H) + 46] 

−, il risultato era migliore a causa di una riduzione del rumore di fondo 

e di un sostanziale miglioramento della sensibilità. Inoltre, è stato 

dimostrato da Henriksen et al. 101 che l'ESI in modalità negativa è adatto 

per analiti con un carattere non polare significativo, poiché essi sono 

più reattivi a causa della loro maggiore affinità per le superfici delle 

goccioline di elettrospray.  

Sulla base di questi studi è stato applicato lo stesso approccio e il 

cortisolo, il 13C3-cortisolo, e il D8-cortisone possono essere rilevati in 

modo coerente e affidabile con il metodo LC-MS/MS sviluppato come 

addotti formiati. Condizioni cromatografiche e sorgente stabili sono 

state raggiunte da una concentrazione di formiato relativamente 

costante (in eccesso) nell'eluente. Due diversi analiti marcati con 

isotopi stabili sono stati testati come analiti surrogati: il 13C3-

Idrocortisone e il D8-cortisone. È stato scelto il 13C3-idrocortisone 

poiché ha dimostrato di avere lo stesso tempo di ritenzione del cortisolo , 

il D8-cortisone invece presentava un tempo di ritenzione traslato. 

Pertanto, il 13C3-idrocortisone sembrava essere più adatto come analita 

surrogato, imitando meglio le proprietà cromatografiche e 

spettrometriche di massa del cortisolo endogeno. Il fenomeno dello 

spostamento del tempo di ritenzione con analiti marcati con deuterio è 

noto, soprattutto quando il numero di atomi di deuterio aumenta, mentre 

gli analiti marcati con 13C3 non sembrano avere questo problema. Il D8-

cortisone è stato utilizzato come Standard Interno.  
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Un cromatogramma rappresentativo di un campione di capelli autentico 

addizionato con D8-cortisone e 13C3-idrocortisone (25 pg/mg) è 

mostrato in figura 16, dove si può apprezzare anche il cortisolo 

endogeno. Il fattore di risposta (rapporto di risposta per l’analita 

surrogato e l’analita autentico) è stato di 0.93, il che dimostra che gli 

analiti si comportano allo stesso modo. 

 

 

 

4.1 Linearità, LOD e LOQ 

 

La calibrazione è stata effettuata con il 13C3-Idrocortisone. La curva 

di calibrazione, per entrambe le transizioni MRM, ha mostrato una 

linearità fino a 500 pg/mg. Il quadrato del coefficiente di correlazione 

(R2) è stato di 0.9992.  

Figura 16: Cromatogramma di un campione reale addizionato con D8-cortisone e 13C3-idrocortisone 
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Per determinare LOD e LOQ è stata effettuata una seconda curva di 

calibrazione a concentrazione tra 0.1 e 1 pg/mg. Il LOD e il LOQ hanno 

dato esito di 0.1 pg/mg e 0.5 pg/mg con un rapporto segnale/rumore di 

3:1 (LOD) e 10:1 (LOQ).  

Nel complesso, si può affermare che l’analita ha mostrato linearità . 

Per applicazioni pratiche è stata utilizzata una curva di calibrazione da 

0.5 a 500 pg/mg per la determinazione dei livelli di cortisolo in 

campioni di capelli autentici poiché le concentrazioni di cortisolo nei 

capelli normalmente superano 1 pg/mg. 

 

4.2 Recupero ed effetto matrice 

 

 I dati per il recupero e l’effetto matrice sono riassunti in tabella 6. 

Il recupero è stato buono (78.57 %) per la bassa concentrazione e 73.89 

% per l’alta concentrazione, con deviazione standard relativa (RDS) 

inferiore al 25 %. Gli effetti della matrice non sono stati osservati per 

il 13C3-Idrocortisone. 

 

 CORTISOLO 

Livelli bassi 

 (2.5 pg/mg) 

CORTISOLO 

Livelli alti  

(400 pg/mg) 

13C3-

IDROCORTISONE 

Livelli bassi 

 (2.5 pg/mg) 

13C3-

IDROCORTISONE 

Livelli alti 

(400 pg/mg) 

RECUPERO (%) 83.4 92.07 78.57 73.89 

RSD (%) 8.91 5.2 5.6 11.3 

EFFETTO 

MATRICE (%) 

113.9 70.2 71.4 68.7 

RSD (%) 31.9 3.33 5.9 6.4 

Tabella 6. Recupero ed effetto matrice (N=6) 
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4.3 Precisione ed accuratezza 

 

I risultati per l’accuratezza e la precisione sono riassunti nella tabella 

n.7. La precisione e l’accuratezza per 13C3-Idrocortisone ha soddisfatto 

i criteri richiesti. 

 

  BASSO 

(2.5 pg/mg) 

MEDIO 

(25 pg/mg) 

ALTO 

(400 pg/mg) 

BASSO 

(2.5 pg/mg) 

MEDIO 

(25 pg/mg) 

ALTO 

(400 pg/mg) 

CARATTERISTICHE MEDIA (pg/mg) 2.9 21.6 342 2.3 21.6 343 

 SD (pg/mg) 0.3 1.9 19.8 0.2 2.0 19 

 RSD (%) 7.5 7.5 5.6 9.3 8.5 5.2 

ACCURATEZZA VARIANZA 

(pg/mg) 

0.6 -0.7 -18.1 -0.1 -0.8 -10.1 

 BIAS (%) 23.5 -3.3 -4.4 -3.4 -3.6 -2.6 

PRECISIONE 

INTRADAY 

SD (PG/MG) 0.2 1.0 11.8 0.2 0.9 5.3 

 RSD (%) 6.8 4.1 3.0 9.7 3.7 1.3 

PRECISIONE 

INTERDAY 

SD (PG/MG) 0.3 2.0 19.8 0.2 1.2 1.0 

 RSD (%) 8.4 8.1 5.8 9 4.8 2.5 

 

Calibrazione: 13C3-Idrocortisone 

Analita: cortisolo 

 

Calibrazione: Cortisolo 

Analita: 13C3-Idrocortisone 

 

Tabella 7. Accuratezza e precisione, (N=2), per cinque giorni consecutivi 
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Per verificare se la quantità di capelli utilizzata per l’estrazione potesse 

avere un’influenza sulla determinazione dei livelli di cortisolo, sono 

state pesate quantità crescenti di capelli (5.6 mg, 7.0 mg, 10.31 mg, 

12.28 mg e 17.0 mg) da un pool di capelli omogeneizzato, dopodiché 

quest’ultimo è stato estratto e analizzato all’ LC-MS/MS. anche con una 

quantità bassa di soli 5.6 mg di capelli, la concentrazione di cortisolo 

potrebbe essere determinata in modo affidabile con il nuovo metodo 

(calibrazione con 13C3-idrocortisone). Con l’aumentare della quantità di 

capelli la concentrazione non è cambiata, il che ha dimostrato la 

robustezza del metodo. 

 

 

 

 

Conclusioni 

La convalida del metodo ha dimostrato che l’analita surrogato 13C3-

Idrocortisone si comporta in modo identico all’autentico analita 

cortisolo per tutti i parametri di convalida.  

Le applicazioni hanno dimostrato che questo metodo produce dati 

affidabili ed è particolarmente utile per determinare basse 

concentrazioni di cortisolo endogeno. 

Pertanto, il metodo può essere utilizzato per studiare le condizioni 

associate alle alterazioni del cortisolo nei capelli  e proposto in 

letteratura. 
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