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Sostanze Psicoattive

“Sono da considerarsi sostanze stupefacenti tutte quelle sostanze di origine naturale o sintetica che,

agendo sul sistema nervoso centrale, provocano stati di dipendenza fisica e/o psichica, dando luogo a

stati di tolleranza (bisogno di aumentare le dosi con l’aumento dell’abuso) ed in alcuni casi di

dipendenza a doppio filo e cioè dipendenza dello stesso da più droghe”
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Classificazione

IllegaliLegali

Sintetiche

Semisintetiche

Naturali

Psichedeliche

Psicoanalettiche

Psicolettiche

Criterio sintomatologico

Criterio di preparazione

Criterio legale
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Criterio legale

Testo Unico DPR 309/90 e successive modificazioni

Testo unico delle leggi in materia di disciplina degli stupefacenti e 

sostanze psicotrope, prevenzione, cura e riabilitazione dei relativi 

stati di tossicodipendenza

aggiornato, da ultimo, con le modifiche apportate dalD.M. 13 febbraio 2023, a decorrere dal 10 marzo 2023.
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Metabolismo delle sostanze psicoattive

Sostanza PRODOTTI

Enzimi

Metaboliti

i prodotti del processo di

trasformazione che subisce la

sostanza inserita nel nostro

sistema e che ha la funzione di

renderla più facilmente

assorbibile o eliminabile.
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Il THC viene rapidamente metabolizzato nel fegato.

11-idrossi tetraidrocannabinolo (OH-THC):

principale metabolita psicoattivo in grado di

superare rapidamente la barriera encefalica

11-nor-9-carbossi-tetraidrocannabinolo (THC-COOH):

prodotto di ossidazione del OH-THC
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Diace lmorfina	
C21H23N05:	370.16489	

Morfina	
	

C17H19NO3:	286.14377	
F1:	229.08580	
F2:201.09019	

6-Monoace lmorfina	(6-MAM)	
	

C19H21NO4:	328.15433	
F1:	211.07512	
F2:	268.132970	
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urina

feci

sudore

lacrime

Metaboliti Biomarkers di assunzione

Come si può stabilire se il soggetto ha assunto sostanze

psicoattive?

Tutte quelle sostanze che possono essere considerate analiti 

target nel metodo e che consentono di discriminare tra 

l’assunzione e il contatto passivo con la molecola parent

Capelli

Sangue

Saliva
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Matrici biologiche

Sangue

Plasma

Urina

Tessuti

Capelli

Unghie

Fluidi 
Orali

Sudore

Meconio

Matrici 

CONVENZIONALI

Matrici NON

CONVENZIONALI
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Finestra di 

rivelabilità
Facilità del 

campionamento
stabilità
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Cut-off

VALORE SOGLIA

Limite di concentrazione definito per stabilire se un campione 

è positivo o negativo



Tecniche cromatografiche e spettrometria di massa per 

l'analisi di Sostanze Psicoattive

13

Procedura di controllo

Forum Gran Sasso - 21 giugno 2019

Prelievo del 
campione da 

parte 
dell’operatore

✓ Valutazione del personale 

sanitario

Test di 
screening

Test di 
conferma

Test di 
screening

POSITIVO

Fermo

Autorità 
competenti FFO

Valutazione di 
eventuale alterazione 
psicofisica da parte 

del personale 
sanitario

Test di 
screening

NEGATIVO

Può essere effettuato 

direttamente dall’operatore

Deve essere effettuato da personale 

qualificato e presso laboratori certificati
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Test di SCREENING

• Servono per evidenziare e isolare i campioni positivi nel minor tempo possibile.

• Metodi rapidi, semplice e applicabili anche da personale che non possiede conoscenze specifiche.

• Devono essere in grado di limitare l’errore, e soprattutto il numero di falsi negativi.

Generalmente si basano su test IMMUNOCHIMICI

PRO

• Rapidi

• Semplici

• Economici

CONTRO

• SOLO Qualitativi

• n. di sostanza analizzabili LIMITATE

• Identifica CLASSI di sostanze

• Falsi positivi e falsi negativi

• Ha valenza esclusivamente clinica

Rispondono in base 

all’interazione antigene 

anticorpo

• Caratteristiche che prescindono dal tipo di matrice
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Test di CONFERMA

• Generalmente condotti con tecniche cromatografiche accoppiate alla rivelazione condotta in 

spettrometria di massa

• Sono analisi SENSIBILI e SPECIFICHE – Si ricercano i singoli analiti e non colo le classi di 

appartenenza

• I test di conferma hanno valenza amministrativa e medicolegale

• Risposta QUALITATIVA e QUANTITATIVA

Con la spettrometria di massa si riesce ad ottenere la cosiddetta impronta digitale 

della sostanza anche a concentrazioni molto basse,  consentendo un risultato 

legalmente valido ed inequivocabile

Ogni molecola reagisce in maniera differente e caratteristica in spettrometria di massa. Ciò si esprime sia in modalità di ionizzazione sia nel 

risultato della sua frammentazione. Ogni molecola frammenta in modo peculiare, definendo il pattern di frammentazione caratteristico.
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Conferma GC-MS
Q

IT

TOF Modalità di acquisizione:

Full scan (FS)

Ampio range m/z

Scansione lunga

Bassa sensibilità

Selected Ion Monitoring (SIM)

Range di m/z ristretto (o singolo)

Scansione breve

Alta sensibilità

Identificazione:

✓ Tempo di ritenzione 

✓ Spettro di massa

• Picco BASE

• Frammenti

• Rapporto tra i frammenti

Standard                Banca Dati
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Conferma HPLC-MS(/MS)

MS MS/MS MSn

Identificazione:

✓ Tempo di ritenzione 

✓ Spettro di massa

• Transizione ione 

precursore/ione frammento

• Rapporto tra le transizioni più 

intense

Standard                Banca Dati

Targeted, Semi-Targeted, Suspect
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Conferma HPLC-HRMS(/MS)
Identificazione:

✓ Tempo di ritenzione 

✓ Spettro di massa

• Delta di Massa (massa esatta massa 

accurata)

• Massa accurata dello ione parent

• Massa accurata dei frammenti

• Rapporto tra le intesintà dei frammenti

Targeted, Semi-Targeted, Suspect, Untargeted
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F2F-2020186-00X_III #28 RT: 0.38 AV: 1 NL: 1.20E7
T: FTMS + p ESI SIM ms  [444.3000-494.3000]
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Modalità di Acquisizione:

✓ Full Scan

✓ HRMS/MS

✓ Data-Dependent Scan (FS-ddA)

✓ Selected Ion Monitoring
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Procedura analitica

Lavaggio o 
decontaminazione

•Procedura necessaria su 
campioni solidi in particolare 
i campioni cheratinici

•Rimuove le possibili 
contaminazioni esterne

Estrazione

•Gli analiti vengono estratti 
dalla matrice:

•Diluizione

•Estrazione con solvente

•Precipitazione proteica

•Tecniche combinate 

Clean-up

•LLE

•SPE

•Tecniche miniaturizzate 

Analisi

•GC–MS(/MS)

•LC–MS (/MS)

•HPLC-HRMS (/MS) 
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Applicazioni

Matrici Tecniche

Qualche esempio di protocolli analitici  
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Drugs’ 
extraction 
fron Blood

Protein
precipitation

250 µL of plasma + 

750 µL of 

ANC/MeOH (80/20) 

storage at -20°

5’ at -20°
15’ at 4000 RPM

Supernatant

5’ at 12000 RPM
100 µL 

supernatant + 100 

µL H2O  

•Time reduction and automation

•Improve clean-up

•New trends: PP plates

UHPLC-HRMS/MS
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Blood analysis

Sample 

preparation

Liquid 

Chromatography

Mass Spectrometry

Q-Exactive-Orbitrap Thermo Fisher Scientific with H-ESI source

Protein precipitation (PPT) 

Dionex UltiMate 3000 Rapid Separation LC system 

Thermo Fisher Scientific equipped with 100 µL loop  and 

degasser

H-ESI source operating condition:

▪Spray Voltage 3.30 kV 

▪Capillary temperature 320 °C

▪H-ESI temperature 320 °C

▪Sheat gas (Azoto) 55 unità

▪Auxiliary gas 20 unità

• BetaBasic18 column 150x2,1 

mm 

with  5 µm particles

• Phases: - H2O 0,1% HCOOH

- ACN 0,1% HCOOH
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Drugs’ extraction 
from Oral Fluid

MEPS

MICRO EXTRACTION BY PACKED 

SORBENT

✓Few mg of stationary phase

✓Reduction of sample volume to 10-

100 µL

✓Reduction of organic solvent

needed

ELUITION:

100 μL of MeOH

10 mM HCOOH

WASHING: 250  μL

of H2O/MeOH 90/10 

(v/v) 

LOADING:

Sample

CONDITIONING:

250 μL of H2O/MEOH 

75/25 (v/v)

ACTIVATION:

250  μL of MeOH

HPLC-MS/MS
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➢90 μL of OF mixed with 60 μL H2O, 50 μL of 

MeOH with ISs 

➢Sonication (6’)

➢Centrifugation for 5’ at 10,000 × g 

❖BIN activation 250 µl MeOH x 3 cycles

❖Conditioning   250 µl H20:MeOH 90:10 X 2 cycles

❖Loading 5 aspire/dispense cycles

❖Washing         100 µl of H20:MeOH (90:10)

❖Eluition  100 µl MeOH/HCOOH 10mM

❖Injection 6 µl in LC-MS/MS system.

Chromatography: Micro-Lc Pump Perkin-Elmer serie 200; 

Col. Brownlee SPP packed with core-shell particles (2.7 μm, 

2.1 x 150 mm); mobile phases: MeOH:AcN (80:20, v:v) 

5mM HCOOH (A) and water 5 mM HCOOH (B); 

Mass Spec: API 2000 AB-Sciex

ESI+,urboionspray, MRM 

Total time 15 min

Oral Fluid analysis
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Drugs’ extraction 
from Urine

MEPS

100 µl MeOH

HCOOH 10mM
100 µl H20100 µL urine + IS

Conditioning

100 µl H20:MeOH (90:10) 
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HYDROLYSIS
enzimatic with β-Glucoronidase

from E.Coli 

CLEAN-UP
SPE

HPLC-MS/MS
MRM- 5 window

Urine analysis

Chromatography: Micro-Lc Pump Perkin-Elmer 

serie 200; Col. Brownlee SPP packed with core-shell 

particles (2.7 μm, 2.1 x 150 mm); mobile phases: 

MeOH:can 5mM HCOOH (A) and water 5 mM

HCOOH (B); 

Mass Spec: API 2000 AB-Sciex

ESI+,urboionspray, MRM 

Total time 15 min
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•Rapid extraction from sample with 

high temperature and pressure solvents

•Features:

✓Reduced use of organic solvents: 

water is the main extractant solvent 

(PHWE)

✓Different classes in one process

✓Automated process- reprodicibility

✓Reduced analysis time
Clean-up

Drugs’ 
extraction from 

hair
PLE

5 mL

9000 rpm

5 min

• T: 150°C

• P: 100 barr

• Extraction solvent: 

H2O/2-Propanol 80/20 

pH3,5

• Cycles: 1

UHPLC-HRMS/MS
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Clean- up 
SPE

•Time reduction

•Improve selectivity

•Miniaturization, reduction of

sample volume

•New trends: MISPE, SPME, 

MEPS, monolith spin extraction

ELUITION:

500  μL of 

MeOH 10 

mM HCOOH

WASHING: 1 

mL of H2O
LOADING:

Sample

CONDITIONING:

1 mL of 

H2O/MEOH 80/20 

(v/v)

ACTIVATION:

1 mL of MeOH

UHPLC-HRMS/MS
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Clean- up 
dLLME Miniaturized Liquid-Liquid Extraction Technique

Exploits a ternary mixture of solvents

Water Solvent

Extraction Solvent

Disperser Solvent

Cloudy solution is formed

Centrifugation and sedimentation

Rapid injection of a mixture of disperser solvent and extraction solvent

Store the organic phase containing the target analites

▪ 5000 μL from the ASE extract

▪ 20 μL NaOH 1M

▪ 5000 μL H2O milliQ

▪ 500 μL buffer (HCO3)
-/(CO3)

2- pH 11

▪ 1,2 g NaCl

500 μL 2-Propanol + 200 μL CHCL3

Evaporate and reconstitute with 200 μL of 

MeOH/H2O 50/50 (v/v) UHPLC-HRMS/MS
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…Nuove Sostanze Psicoattive



New Psychoactive Substances - NPS

«Il termine Nuove Sostanze Psicoatttive (NPS) è

definite da UNODC come “sostanze da abuso, sia

in forma pura che come preparazione, che non

rientra nella lista del Single Convention on

Narcotic Drugs (1961) o nella Convention on

Psychotropic Substances (1971), ma che

rappresentano un rischio effettivo per la salute

pubblica»

Sono legislate dalle 

normative dei 

singoli paesi

DPR 309/90
Early warning

system (EWS)
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Situazione legale:

Approccio generico: attenzionare gli

analoghi e i precursori

950 NPS sono state riportate fino a Dicembre al sistema EWS



NPS - Classificazione
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Classification fornita da United Nations Office on Drugs and Crime - UNODC



NPS - Classificazione
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Classification fornita da United Nations Office on Drugs and Crime - UNODC
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NPS - Classification

amphetamine (a) and 2-aminoindane (2-AI) (b)

Theaminoindanes were reported to possess

significant bronchodilating and analgesic

properties. Potent effects on the release and

re-uptake of serotonin were also observed. As

a result of the latter these substances have

been sold as NPS for their ability to produce

empathogenic and entactogenic effects of

serotonin releasing drugs, such as MDMA.

Katrom

Internet surveys conducted by the

EMCDDA in 2008 and 2011 revealed

that kratom is one of the most widely

offered NPS.

Kath

Since 2004, the composition of ‘herbal highs’

products seems to have substantially changed and

noe include potent new psychoactive compounds

known as synthetic cannabinoids.

(a) HU-210;            (b) CP-47,497;           (c) JWH-018

While cannabis and THC are controlled under the international

drug control treaties, none of the synthetic cannabinoids are

currently under international control. However, several have

been subject to control measures at the national level.
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NPS - Classification

Synthetic cathinones are β-keto

phenethylamines and chemically

similar to amphetamine and

methamphetamine.

MDPV

Methylone

Tryptamine and its derivatives that

have been reported as NPS are

indolealkylamine molecules. Most are

psychoactive hallucinogens found in

plants, fungi and animals .

DMT

Psilocin

Phencyclidine-type substances

show structural similarity to

phencyclidine (PCP) and

ketamine. Phencyclidine-type

substances act as central

nervous system stimulants,

or dissociatives.

PCP

PHP

Sedatives / Hypnotics: 

Delorazepam

Stimulants

Modafiendz



Phenethylamines refer to a class of substances
with documented psychoactive and stimulant
effects and include amphetamine, 
methamphetamine and MDMA.

Piperazines have been described as ‘failed
pharmaceuticals’, as some had been

evaluated as potential therapeutic agents by 
pharmaceutical companies but never brought to 

the market.Most piperazines act as central
nervous system stimulants. In some cases, they

can also act as opioids.
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Fenetilammine Piperazine e Opioidi sintetici

Synthetic opioids refer to a category of novel psychoactive substances (NPS) that are either known to be opiates or have opiate-like

effects. These are not naturally occurring substances, although they have effects related to the naturally occurring drugs from

several species of the opium poppy plant.

Synthetic Opioids



FENTANYL e I suoi derivati
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N-Phenethyl-4-piperidinone 

(4-ANPP)

Precursore
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FENTANYLS - Analytical techniques: LC-MS/MS

F1: 188. 14333

F2: 105.07033 

F1: 84.08144 

F1: 188. 14333

F2: 105.07033 

F1: 84.08144 
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HPLC-MS(/MS) - Applicazioni

Identificazione:

✓ Tempo di ritenzione 

✓ DUE Transizioni ione precursore/ione frammento

1. Ricerca delle più opportune 

condizioni operative dello 

spettrometro di massa 

2. Messa a punto di un 

efficiente metodo 

cromatografico
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Esempio di pericolosità dei nuovi oppioidi sintetici. 

In immagine sono riportate le dose con uguale 

effetto sul SNC
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RISULTATO
Espresso in termini di

• Identificazione 

(o Caratterizzazione)

• Quantificazione

Complementarietà

delle diverse tecniche

analitiche

Strumenti a disposizione
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Caso reale
Dicembre 2019

Nord Italia

Sequestro di una spedizione postale da mittente già precedentemente attenzionato

La confezione della spedizione riporta una etichetta che suggerisce la presenza di 

un derivato del fentanyl
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Tecniche spettroscopiche

IR spectra of Furanyl Fentanyl (Blue), Isobutyryl Fentanyl (Green) 

and Loperamide (Red)
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Analisi GC-MS

Sample Spectrum

Library Spectrum

m/z = 336

a

b

c
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Fluoro-FuranylFentanyl (4F-FuF)
Iso Butyryl Fentanyl (iBF)

Analisi HPLC-HRMS/MS
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Analisi NMR

1H-13C HSQC spectrum of 4F-FuF

1H-13C HSQC spectrum of 4F-FuF (enlargement). In the picture
are evidenced the seven (7) non-equivalent CH groups belonging
to 6 terms aromatic rings.

1H-1H TOCSY spectrum of 4F-FuF

resounances

Homonuclear Monodimensional experiment

Homonuclear and Heteronuclear  Bidimensional experiment

STRUCTURE
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F

F

F

F F

Aggiornamento 

Giugno 2025

Risultato
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E se non fosse stata sequestrata in tempo?

Qualcuno la ha già assunta?

Come possiamo capire se un soggetto la ha assunta?

Quali sono i suoi effetti collaterali?

Cosa può fare il SSN per contrastare gli effetti indesiderati?

Tecniche cromatografiche e spettrometria di massa per 

l'analisi di Sostanze Psicoattive
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In Silico

In Vitro

In Vivo

Informazioni preliminari

Metaboliti putativi

Il metabismo vero e 

proprio viene simulato per 

selezionare i prodotti più 

probabili

Conferma delle 

informazioni 

ottenute da silici e 

vitro

UHPLC-HRMS/MS

Tutti i campioni sono 

analizzati e processati 

assieme.

PRO:

• Non trascuro nulla

• Informazione più ricca 

possibile

• Non escludo risultati frutto 

di uno solo dei passaggi

CONTRO:

• Più l’informazione è 

ricca più è complessa 

la sua elaborazione

Tecniche cromatografiche e spettrometria di massa per 

l'analisi di Sostanze Psicoattive

Identificazione del Patway metabolico di una sostanza
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Studi in silico

Molti studi si avvalgono di programmi di chimica farmaceutica 

computazionale con lo scopo di riuscire a trovare le masse sulle 

quali concentrare l’indagine; considerando che la tecnica principe 

per l’identificazione dei metaboliti è la cromatografia, gas o 

liquida, accoppiata alla spettrometria di massa (GC-MS o LC-

MS), bisogna prima di tutto conoscere la massa degli analiti. Sono 

stati usati molti programmi allo scopo, ma quelli più utilizzati 

sembrano essere Meteor e MetaSite. Questi programmi vengono 

configurati in modo da coprire tutti i possibili pathway metabolici 

che una molecola può intraprendere, arrivando anche a superare il 

centinaio di composti. Una volta trovati i derivati metabolici se ne 

calcolano le masse, che andranno ricercate con gli opportuni 

analizzatori. 
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500 µl

1x10^6 cell/ml

20µM

➢ Blank incubation sample

➢ Positive incubation sample (Morfina)

➢ 6 topi per iBF + 6 topi per 4F-FuF

15000g 5 minPrelievo surnatante
UHPLC-HRMS/MS 

Studi in vitro

Solitamene, il campione viene preparato partendo da una soluzione della sostanza da analizzare, stabilizzandone, se necessario il 

pH mediante soluzioni tampone. Ottenuti i risultati delle cellule microsomiali si utilizzano anche le cellule epatiche, sia in 

sospensione, che le cellule platable. A seconda dei risultati ottenuti con le cellule microsomiali si decidono i tempi di prelievo, 

solitamente si tende ad avere 3 o 4 tempi, si utilizzano composti di controllo per verificare l’effettiva attività delle cellule. Gli 

epatociti vengono allora immersi nel medium. Al termine della procedura si ha cura di prelevare la surnatante senza andare a 

disturbare il pellet depositato sul fondo della provetta.



Analisi UHPLC-HRMS/MS

➢ Spettrometro di Massa: Q-Exactive-Orbitrap Thermo Fisher 

Scientific 

➢ Sorgente: H-ESI

Condizioni operative sorgente H-ESI:

• Polarity: Positive

• Spray Voltage: 3.30 kV 

• Capillary temperature: 320 °C

• H-ESI temperature: 320 °C

• Sheat gas (Nitrogen) 55 unit

• Auxiliary gas 20 unit
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Pattern di 

frammentazione

Full scan

MS/MS

• Colonna: ACE Excel 2 C18-PFP 100 x 2.1 mm (1.6 um particles)

• Fasi: H2O 0,1% HCOOH 10mM NH4COOH

50:50 MeCN: MeOH 0,1% HCOOH

• Flusso: 0.500 mL/min

A

B

Inclusion 

lists
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Identificazione del Ptway metabolico di 4F-FuF

The main metabolite was the dihydrodiol derivative resulting from epoxidation of furan, followed by hydration, which was further N-dealkylated to produce the second most 

relatively intense metabolites in vivo, whereas N-dealkylation of the parent compound prevailed in vitro.

Dihydrodiol derivative

Dihydrodiol formation + N-Dealkylation
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N-dealkylated metabolite was the relatively most intense but hydroxylation and subsequent carbonylation of the parent compound was also a main transformation.

Oxidative N-dealkylation

Oxidation + hydroxylation

Tecniche cromatografiche e spettrometria di massa per 

l'analisi di Sostanze Psicoattive

Identificazione del Ptway metabolico di iBF
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L’incubazione della sostanza con epatociti è un buon approccio per identificare i metaboliti di una sostanza e cercare quindi 

i biomarkers di assunzione da inserire nei futuri metodi targeted.

Tecniche cromatografiche e spettrometria di massa per 

l'analisi di Sostanze Psicoattive

Risultati
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Studi farmaco-tossicologici

L’importanza degli studio farmaco tossicologici è duplice. Da un lato analizzando I tessuti

siamo in grado non solo di capire se sono stati selezionati giusti biomarkers, dall’altra siamo

in grado di stabilire gli eventuli organi bersaglio per la sostanza parent e e per I metabolite.

In ultimo consente di studiare un piano di intervento rapido per I PS.

100 mg

MeOH + IS 1:5 12000 rpm

10 min
+ MeOH/H2O 50/50

1:5

Precellys HPLC-HRMS/MS 

analysis

TARGETED ANALYSIS
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Implementazione software

Non sempre è possible eseguire il Met-ID così come è stato illustrato per diversi motivi:

• Costi

• Strumentazione

• Problemi etici

In Silico

La strategia prevede che I risultati ottenuti dagli studi in silico vengano utilizzati per creare

una inclusion list per analisi suspect.

Potrebbe non essere sufficiente…
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Metabolomica e NPS

• Metabolomica: studio del profilo metabolico di un

organismo e delle sue possibili alterazioni a carico di

fattori quali dieta, sesso, età, stress, condizioni

fisiopatologiche.

CHIMICA CLINICA: studio del profilo metabolico di soggetti malati

rispetto ad un gruppo di controlli sani per la diagnosi precoce di

malattie.

CHIMICA ANALITICA FORENSE: sviluppo di nuovi metodi analitici per

l’identificazione di biomarkers endogeni dell’assunzione di NPS in matrici

biologiche.

Applicazioni

Nuovi oppioidi 

sintetici o NSOs
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