Appendice F Determinazione di amfetamine, cocaina ed oppiacei nei capelli

Prelevare 300 mg di capelli

Lavare: 2 volte con un volume si diclorometano tale a coprire il campione
1 volta con metanolo
(questi lavaggi vanno eseguiti con rapidita)

Controllare I'ultimo lavaggio in GC/MS per verificare la pulizia del lavaggio
Asciugare in stufa£5°-45° C)
Polverizzare i capeLIi con le forbici
Prelevare 50 mg di polvere
Aggiungere 2ml di tampone fosfato 0.1 M pH 5,2
Digerire in stufa per una notte a 45°C
Raffreddare a T ambiente
Centrifugare a 3000 rpm per 3 minuti
Prelevare la fase organica

Dividere il campiine in 2 aliquote per:

/

Analisi qualitativa Analisi quantitativa
Aggiungere lo standard interno
Estrazione del campione su colonnina Bondelut Certify (Varian):

Attivazione della colonnina: 2 ml metanolo +2 ml tampone fosfato 0.1 M pH 5,2
(NON mandare a secco la colonnina)

Introduzione del campione :il campione deve passare lentamente per 2 min

Lavaqggio: 2 ml H,O bidistillata



+

1 mldiHCI 0.1 M

+

Vuoto per 5 minuti
+

2 ml di metanolo

Eluizione: 4ml di una miscela cosi composta:

Diclorometano : isopropanolo (80:20)
+

2% di Amfwoniaca

Raccogliere I'estratto in provetta di vetro con tappo a vite

Dividere il campione in 2 aliguote da 2 ml e portare a secco sotto flusso di azoto

Controllare che non vi sia tracce di umidita

l

Derivatizzare

A/ ~—
Amfetamine oppiacei e benzoilecgonina
50 ul MBTFA 50 ul BSTFA + 1%TMS
(N-metil —bis —trifluoroacetamide) (N,O-bis(trimetilsililtrifluoroacetamide +1-trimetilsilano)
per 30 minuti a 70°C per 30 minuti a 70°C

IONI DA MONITORARE

MDMA.TFA 110-135-154-162
COCAINA 82-182-303
BEG-TMS 82-240-361

MORFINA-TMS 401-414-429

6-MAM-TMS 287-340-399

In neretto, gli ioni utilizzati per la quantificazione delle varie sostanze



Appendice G Determinazione dei cannabinoidi nei capelli

Prelevare 300 mg di capelli

Lavare 2 volte con un volume si diclorometano tale da coprire il campione
1 volta con metanolo
(questi lavaggi vanno eseguiti con rapidita)

l

Controllare I'ultimo lavaggio in GC/MS per verificare I'assenza di inquinanti

l

Asciugare in stufa (35°-45° C)

l

Polverizzare i capelli con le forbici

l

prelevare 50 mg di polvere

l

Aggiungere 2 ml NaOH 1M e tenere in stufa a 45°C per 18 ore (over night)

l

Raffreddare il campione a temperatura ambiente

dividere in due aliguote di 1mL ciascuna

A/ ~—
Delta 9-THC Delta 9-THC-COOH
Aliquota a pH basico Acidificare I'aliquota a pH 4 con HCI 1 N

Estrazione

l



2 ml esano:etilacetato (9:1, v/v) ™

vortexare per 2 minuti
> ripetere 2 volte

Centrifugare a 3000 rpm per 5 minuti

Separare la fase organica su ciascuna aliquota .

l

Raccogliere la fase organica in provette con tappo a vite

l

Riunire le due fasi organiche di ciascuna aliquota

l

Evaporare i campioni sotto flusso di azoto

l

Derivatizzare con 50 pl di BSTFA - 1%TMS
(N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamide +1-trimetilsilano)
per 30 minuti a 70°C

IONI STANDARD INTERNO
DEUTERATO
THC-TMS 303, 371, 386 306, 374, 389
DELTA 8-THC 303, 330, 386
THCCOOH-2TMS 473, 488, 489 476, 491, 492

In neretto, gli ioni utilizzati per la quantificazione delle varie sostanze



Appendice H Determinazione dell’etilglucuronide nei capelli

PRELEVARE = 50-100 mg DI CAPELLI

!

LAVARE CON 1 ml DI DICLOROMETANO
Nota: se il solvente e sporco, ripetere il lavaggio

!

LAVARE CON 1 ml DI ALCOL METILICO
Nota: se il solvente e sporco, ripetere il lavaggio

!

SMINUZZARE E PESARE IL CAMPIONE (15-100 mg)
Nota: se il peso risulta inferiore a 15 mg non procedere con I'analisi

!

CAMPIONE DI CAPELLI IN 700 ul DI ACQUA BIDISTILLATA E STANDARD INTERNO
(etilglucuronide D5)

!

INCUBARE PER 2 ORE IN BAGNO AD ULTRASUONI

|

INIETTARE 8 pl DELLA SOLUZIONE DI ESTRAZIONE NEL SISTEMA LC-MS/MS

IONI STANDARD INTERNO
DEUTERATO

EtG 221-> 75,221 85 226->75; 226->85(d5)




Appendice | Determinazione degli esteri etilici degli acidi grassi nei capelli

PRELEVARE = 50-100 mg DI CAPELLI

}

LAVARE CON 1 ml DI DICLOROMETANO
Nota: se il solvente e sporco, ripetere il lavaggio

!

LAVARE CON 1 ml DI ALCOL METILICO
Nota: se il solvente € sporco, ripetere il lavaggio

!

SMINUZZARE E PESARE IL CAMPIONE (15-100 mg)
Nota: se il peso risulta inferiore a 15 mg non procedere con I'analisi

}

CAMPIONE DI CAPELLI E STANDARD INTERNO (etil eptadecanoato) IN 2 ml DI N-EPTANO E 0,5 ml
DI DIMETILSOLFOSSIDO

}

ESTRAZIONE OVERNIGHT A TEMPERATURA AMBIENTE

!

CENTRIFUGARE E TRASFERIRE L'EPTANO IN UNA PROVETTA DI VETRO

!

INIETTARE 8 pl NEL SISTEMA HS-SPME-GC-MS

IONI STANDARD INTERNO
DEUTERATO
Etil miristato 88,101, 256 93, 106, 261 (d5)
Etil palmitato 88,101, 284 93, 106, 289 (d5)
Etil stearato 88,101, 312 93,106, 317 (d5)

Etil oleato 88,101, 310 93, 106, 315 (d5)




