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INTRODUZIONE

Gli integratori alimentari comprendono una vasta e
differenziata gamma di prodotti (minerali, vitamine,
estratti vegetali, nutrienti energetici, amminoacidi, ecc.)
commercializzati in genere al fine di migliorare le condi-
zioni di salute e/o prevenire l’insorgenza di specifiche
condizioni patologiche, integrando la razione alimentare
quotidiana. L’uso di questa categoria di prodotti dietetici
nel mondo dello sport è sempre più diffuso, sia tra gli
atleti professionisti sia tra quelli dilettanti e amatoriali. Il
ricorso all’uso degli integratori in ambito sportivo non
risponde all’esigenza di una corretta alimentazione
quanto al desiderio di migliorare il rendimento atletico e
l’aspetto fisico. I principali effetti, reali o presunti, recla-
mizzati dalle case produttrici per gli integratori alimentari
ad uso sportivo sono l’aumento delle masse muscolari,
della forza fisica e della produzione di energia, l’incre-
mento del metabolismo lipidico e l’accelerazione del
recupero dopo l’attività sportiva.  Il fenomeno della pro-
duzione e commercializzazione degli integratori alimen-
tari destinati alla popolazione sportiva sta assumendo
dimensioni considerevoli come mostrano alcuni dati sul
mercato di questo settore: in Italia ogni anno vengono
spesi 1,5 milioni di euro per l’acquisto di integratori ali-
mentari e negli ultimi anni la vendita di creatina nel
mondo è passata da 0 a 3,1 milioni di chili annui. 

Dal punto di vista normativo non esiste ancora una
legge specifica in materia di integratori ad uso sportivo,
già da tempo auspicata dallo Scientific Committee on
Food, la Commissione Europea nominata dal Direttorato
generale per la Salute e la Protezione dei Consumatori.

Attualmente gli integratori sportivi rientrano nella
Legislazione sugli alimenti e precisamente tra i “prodotti
alimentari destinati ad un’alimentazione particolare”, che
comprendono prodotti anche molto diversi tra loro come
il latte artificiale, gli alimenti ipocalorici, gli alimenti senza
glutine, quelli a basso tenore di sodio, ecc. La categoria
alla quale appartengono gli integratori alimentari è quel-
la degli “alimenti adattati ad un intenso sforzo muscola-
re, soprattutto per gli sportivi”. 

Il caposaldo della normativa europea inerente i pro-
dotti alimentari destinati ad un’alimentazione particolare
è la Direttiva Comunitaria 89/398/CEE, aggiornata in
seguito dalla Direttiva 1999/41/EC, che ne definisce i
requisiti sostanziali e formali e dispone in materia di pro-
duzione, confezionamento, etichettatura, pubblicità,
commercializzazione e controlli. In Italia le Direttive
Comunitarie sono state recepite mediante il DL 111
dell’11-01-1992 e la Legge 14 del 03-02-2003. Il DL 111
prevedeva l’obbligatorietà della notifica preventiva al
Ministero della Salute e della registrazione ministeriale
dei prodotti. Il Regolamento attuativo di tale Decreto
(DPR n.131 del 19-01-1998) disponeva inoltre l’attuazio-
ne di controlli chimico-analitici pre-marketing da parte
dell’Istituto Superiore di Sanità. Al fine di armonizzare la
normativa italiana con quella degli altri Paesi dell’Unione
Europea, la Legge 14 del 2003 ha abrogato l’obbligo di
registrazione ed il sistema di controllo chimico-analitico
pre-marketing.

Il problema di ciò che può essere effettivamente con-
tenuto negli integratori sportivi è emerso quando alcuni
atleti, trovati positivi ai test antidoping, hanno dichiarato
di aver assunto le sostanze proibite in modo inconsape-
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vole attraverso l’assunzione di integratori alimentari con-
taminati [1]. In seguito a questi casi sportivi numerosi
studi scientifici hanno messo in luce come alcuni integra-
tori alimentari contenessero non solo quanto dichiarato
in etichetta ma anche sostanze dopanti bandite dal CIO
e dalla WADA, prevalentemente psicostimolanti, steroidi
anabolizzanti e loro precursori (pro-ormoni) [2-10]. L’uso
di queste sostanze è già da tempo proibito e perseguito
dalla giustizia sportiva internazionale ed in Italia con l’e-
manazione della Legge 376/2000 il doping viene incluso
tra i reati penali. In base a tale legge l’attività sportiva
deve essere diretta alla promozione della salute indivi-
duale e collettiva. Il doping viene definito come “la som-
ministrazione o l’assunzione di farmaci o di sostanze bio-
logicamente o farmacologicamente attive e l’adozione o
la sottoposizione a pratiche mediche non giustificate da
condizioni patologiche ed idonee a modificare le condi-
zioni psicofisiche o biologiche dell’organismo al fine di
alterare le prestazioni agonistiche degli atleti”. Il reato di
doping è punito con la reclusione da tre mesi a tre anni
e con la multa da lire 5 milioni a lire 100 milioni nei con-
fronti di chiunque procuri, somministri, assuma o favori-
sca comunque l’utilizzo delle sostanze o delle pratiche
proibite.

In particolare gli steroidi anabolizzanti sono sostanze
con azione simile a quella del testosterone e inducono
modificazioni tipiche legate alla differenziazione sessua-
le. A dosi molto elevate, quali quelle impiegate a scopi di
doping (in media 50-200 mg/die), gli effetti secondari più
evidenti sono l’aumento della massa muscolare, della
forza fisica e dell’aggressività, oltre ai notevoli rischi per
la salute [11-15]. Uno studio internazionale del 2002 ha
mostrato come su 634 campioni di integratori alimentari
analizzati il 14,8% conteneva ormoni non dichiarati in eti-
chetta [6]. Di questi campioni positivi il 68% conteneva
pro-ormoni del testosterone e del nandrolone, il 24% del
solo testosterone e l’8% del solo nandrolone. La presen-
za di sostanze proibite negli integratori è risultata più fre-
quente nel caso di compagnie che producono o commer-
cializzano anche ormoni e pro-ormoni e nella maggior
parte dei casi sembra essere attribuibile ad una contami-
nazione accidentale dei prodotti. Questo tipo di contami-
nazione si può verificare in quanto le industrie alimenta-
ri, a differenza di quelle farmaceutiche, non sono tenute
a dichiarare in etichetta i componenti presenti nei loro
prodotti al di sotto dell’1%, né al rispetto delle “buone
pratiche di produzione” (Good Manufacturing Practices,
GMP), che richiederebbero più accurati processi di
clean-up delle linee produttive. Le concentrazioni di
sostanze proibite trovate negli integratori e riportate in
letteratura sono molto variabili e vanno da pochi nano-
grammi a decine di milligrammi per grammo di prodotto
[2,3,6-10]. Tale variabilità si riscontra non solo tra inte-
gratori alimentari diversi, ma anche per uno stesso inte-
gratore tra le diverse confezioni ed in alcuni casi, per

capsule e compresse, anche all’interno degli elementi di
una stessa confezione. Questi dati lasciano pensare che
nella maggior parte dei casi la presenza di sostanze
dopanti non dichiarate in etichetta non sia attribuibile ad
un’aggiunta intenzionale, tuttavia mettono in luce la
necessità di controlli analitici accurati su questa catego-
ria di prodotti per meglio tutelare la salute dei consuma-
tori e perché l’uso di questi prodotti potrebbe dar luogo a
positività ai test antidoping. 

I metodi attualmente utilizzati per l’analisi degli ana-
bolizzanti negli integratori alimentari sono basati sull’im-
piego della gascromatografia abbinata alla spettrometria
di massa, GC/MS e GC/MS/MS [2-4,6,7,16-18]. Questo
lavoro descrive un metodo per la determinazione di
numerosi steroidi anabolizzanti, loro precursori ed esteri
in integratori alimentari mediante impiego della spettro-
metria di massa tandem abbinata alla cromatografia
liquida (LC/MS/MS), che offre il vantaggio di non richie-
dere reazioni di derivatizzazione del campione, necessa-
rie per l’analisi GC/MS. Sono stati analizzati con il meto-
do messo a punto 25 integratori, sia solidi che liquidi,
acquistati da diversi produttori e contenenti diversi ingre-
dienti (creatina, glutamina, proteine, amminoacidi ramifi-
cati ed estratti vegetali). Il metodo è stato anche applica-
to all’analisi di alcuni campioni provenienti da casi giudi-
ziari

MATERIALI E METODI

Reagenti

Tutti gli standard di riferimento impiegati sono stati
forniti dalla Steraloids Inc., Newport RI, USA. Le soluzio-
ni di tali standards, ad una concentrazione di 1mg/ml,
sono state preparate in metanolo e conservate in conge-
latore a -20°C, temperatura alla quale sono risultate sta-
bili per almeno 1 anno. Le soluzioni di lavoro sono state
preparate per successive diluizioni delle soluzioni a
1mg/ml e conservate anch’esse a -20°C. In tali condizio-
ni le prove effettuate hanno mostrato una stabilità di
circa 6 mesi per le soluzioni a 10 µg/ml e di circa 3 mesi
per quelle a 1 µg/ml. 

Tutti i solventi utilizzati sono ad elevato grado di
purezza, specifici per HPLC, e prodotti dalla Merck
(Darmstadt, Germania). L’acido formico extra puro è
stato ottenuto dalla Sigma-Aldrich-Riedel-de Haen
(Seelze, Germania). 

Strumenti

Il sistema LC/MS/MS impiegato è costituito da una
pompa HPLC Spectra System P4000 collegata ad uno
spettrometro di massa trappola ionica, LCQ Advantage
(Thermoelectron Corp.), equipaggiato con una sorgente
di ionizzazione APCI (Atmospheric Chemical Ionization
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Probe). Questo tipo di sorgente è la più frequentemente
utilizzata per gli steroidi anabolizzanti ed realizza una
ionizzazione “soft” degli analiti, dando luogo quasi esclu-
sivamente alla formazione dello ione pseudo-molecolare
[M+H]+. La trappola ionica permette di realizzare esperi-
menti di massa alla seconda isolando questo ione e
frammentandolo di nuovo. Si ottengono così altri fram-
menti caratteristici dell’analita e la tecnica risulta estre-
mamente specifica e selettiva, nonché molto sensibile
per l’abbattimento del rumore di fondo. Le migliori condi-
zioni operative selezionate per la sorgente e per il rivela-
tore sono riportate nella Tabella 1.

La colonna cromatografia utilizzata è una Discovery
HS C18 (Supelco) delle dimensioni di 150×4,6 mm, 5µm.
Le fasi mobili sono costituite da metanolo (A) e acqua
acidificata allo 0,03% con acido formico (B). La separa-
zione cromatografia degli analiti è stata realizzata nelle
seguenti condizioni: eluizione isocratica con 60% di A e
40% di B per i primi 3 minuti, seguita da gradiente linea-
re di fase mobile della durata di 12 minuti fino a raggiun-
gere il 95% di A e il 5% di B. I dati spettrometrici sono
stati raccolti operando in modalità Full scan e SRM
(Single Reaction Monitoring). Questa seconda modalità
permette di ottenere un’analisi altamente specifica e si
realizza isolando per ciascun analita lo ione più abbon-
dante (ione precursore), frammentandolo attraverso la
collisione con molecole di elio (CID, collision induced
dissociation) e monitorando gli ioni prodotto più rappre-
sentativi. 

Metodo analitico 

Il metodo analitico messo a punto è stato sviluppato
secondo quanto suggerito nella EURACHEM Guide [19]
per i metodi qualitativi, in quanto per gli androgeni ana-
bolizzanti non è previsto un valore limite consentito negli
integratori alimentari, ma la loro presenza è del tutto
proibita, e sono stati determinati i Limiti di Rivelazione
(LoD), la specificità e la selettività. 

Il metodo analitico prevede un’estrazione preliminare
del campione al fine di isolare e concentrare i composti
di interesse. 1 g (o 5 ml) di campione vengono addizio-
nati con 100 ng di testosterone-d3 (standard interno) e
sottoposti ad una prima estrazione con 5 ml di metano-
lo. La fase metanolica è portata a secco sotto flusso di
azoto, ripresa con 2 ml di NaOH 1M e sottoposta ad una
seconda estrazione liquido-liquido con 5 ml di una
miscela pentano:dietiletere (9:1). La fase organica viene
recuperata, portata a secco, ridisciolta in 50 ìl di fase
mobile 60% A e 40% B e iniettata nel sistema
LC/MS/MS.

RISULTATI

Le sostanze analizzate, con i relativi tempi di ritenzio-
ne, picco base e ioni prodotto, sono riportati nelle
Tabelle 2- a, b, c. La Figura 1 mostra il cromatogramma
LC/MS/MS di un integratore alimentare al quale sono
stati aggiunti 100 ng/g degli analiti. A titolo di esempio
sono state estratte solo le correnti ioniche dello standard
interno e di 8 steroidi anabolizzanti, tra quelli più comu-
nemente trovati come contaminanti negli integratori ali-
mentari. 

Secondo quanto suggerito dalle linee guida
Eurachem per le determinazioni qualitative, il LoD è defi-
nito come la soglia di concentrazione al di sotto della
quale la specificità non è più soddisfatta, ovvero il livello
di concentrazione al quale il composto considerato può
essere rivelato con una certezza del 100%. Pertanto i
LoDs degli analiti sono stati calcolati attraverso una
misura qualitativa su campioni di differenti integratori ai
quali è stata aggiunta la miscela standard a diverse con-
centrazioni. Per ogni livello di concentrazione sono stati
misurati 5 replicati indipendenti ed è stato verificato entro
quale livello ciascun composto veniva rivelato in tutti i
campioni aggiunti (100%). I LoDs calcolati variano nel
intervallo 1-100 ng/g a seconda dell’analita considerato.
La specificità è stata testata estraendo 10 campioni di tre
differenti tipi di integratori negativi, al fine di verificare
possibili interferenze di matrice ai tempi di ritenzione
degli analiti. La selettività è stata testata aggiungendo ad
un integratore oltre alla miscela standard anche una
miscela contenente altri steroidi anabolizzanti (metilte-
stosterone, metenolone, testosterone propionato, 4-
androsten-3β,17β-diolo, 5α-androstan-3β,17β-diolo, 5α-
androstan-17β-ol-3-one). Il metodo messo a punto è
risultato specifico e selettivo, essendo in grado di deter-
minare gli analiti di interesse senza interferenze da parte
della matrice ed anche in presenza di altri composti ana-
loghi. 

Il metodo messo a punto è stato applicato all’analisi
di 25 integratori commerciali ed di alcuni campioni prove-
nienti da casi giudiziari. 

Parametri della sorgente  Valori selezionati  

Sheath gas flow 1,2 L/min 

Aux gas flow 6 L/min 

Vaporizer Temperature  450° C 

Spray voltage 4500 V 

Capillary voltage  5 V 

Capillary temperature  220° C 

Tube lens offset  50 V 

Tabella 1
Parametri operativi della sorgente APCI
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Analita Tr (min) Peso Molecolare  Ione  

Precursore  

Energia 

Collisione %  

Ioni  

Prodotto 

Trenbolone  6.28 270.4 271 35 271-253 

Boldenone  6.56 286.4 287 30 269-173-135 

Nandrolone  7.16 274 275 30 257-239 

Metandienone  7.50 300 301 30 283-227-173-

149-121 

Mesterolone  8.00 304.5 287  30 269 

Testosterone  8.22 288 289 30 271-253 

Metiltestosterone  9.31 302 303 30 285-267 

Stanozololo  11.08 328.5 329 35 329-311 

 

Tabella 2-a
Steroidi

analista Tr (min) Peso 

Molecolare  

Ione 

Precursore  

Energia 

Collisione %  

Ioni Prodotto  

1,4-androstadien -3,17-dione 5.09 284 285 30 267-151  

4-estrene-3,17-dione 5.97 272.4 273 30 255-237-197 

4-androsten-3,17-dione 7.10 286.4 287 30 269-251 

5-androstene-3β,17β-diolo 7.28 290.4 273 35 255 

5-androsten-3,17-dione 8.86 286.4 287 30 269-251-211 

5-androsten-3β-ol-17-one 

(DHEA) 

9.46 288.4 271 35 271-253 

1(5α)-androsten-17β-ol-3-

one  

9.46 288.4 289 30 271-253-205-187 

4-androsten-3β,17α-diolo 9.74 290.4 289 30 271 

4-androsten-3α,17β-diolo  10.86 290.4 273  30 255-201 

5α-androstane-3α,17β-diolo  11.10 292.5 257 35 257-201-175-161-

147-135-121 

 

Tabella 2-b
Pro-ormoni

Analista Tr (min) Peso Molecolare  Ione Precursore  Energia 

Collisione %  

Ioni Prodotto  

Boldenone propinate  13.11 342.4 343 30 269-287-135-

173- 

Testosterone acetate  13.06 330 331 30 289-271-253 

Methenolone acetate  14.15 344.5 345 30 303-285-267 

Testosterone 

phenylpropionate  

17.31 420.6 421 30 289-271-253 

Testosterone enanthate  19.07 400.6 401 30 271-253 

Testosterone cypionate  19.49 412.6 413 30 377-289-271-

253 

Boldenone undecilenate  19.70 452.7 453 30 435-357-331-

269 

Methenolone enanthate  19.88 414.6 415 30 303-285-267 

Nandrolone decantate  21.99 428 429 30 257-239 

Testosterone decantate  22.95 442.7 443 30 271-253 

 

Tabella 2-c 
Esteri
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Figura 1
Correnti ioniche di 8 analiti e dello standard interno, estratte dal cromatogramma LC/MS/MS di un integratore alimentare addizio-
nato con  100 ng/g di miscela standard e di standard interno.
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DISCUSSIONE

I risultati ottenuti mostrano che l’LC/MS/MS è una
valida alternativa alla GC/MS e GC/MS/MS per la deter-
minazione degli steroidi anabolizzanti negli integratori
alimentari con taluni vantaggi in termini preparazione del
campione e riduzione complessiva dei tempi d’analisi. Il
metodo LC/MS/MS sviluppato permette infatti di determi-
nare l’eventuale presenza di numerosi steroidi anaboliz-
zanti negli integratori alimentari in modo specifico e
selettivo, in un intervallo di concentrazione compreso tra
1 e 100 ng/g, a seconda dell’analita considerato. 

L’opportunità di effettuare controlli analitici più accu-
rati sugli integratori alimentari destinati agli sportivi
mediante di metodi di analisi sempre più specifici e sen-
sibili è dettata non soltanto dall’applicazione della nor-
mativa sportiva e penale vigente, ma anche da specifi-
che esigenze di tutela della salute. Infatti,  sebbene l’as-
sunzione di prodotti contenti sostanze doping dell’ordine
del p.p.m. probabilmente non comporterebbe l’insorgen-
za di risultati positivi ad eventuali controlli antidoping, la
presenza di tali sostanze negli integratori (dovuta sia a
contaminazione accidentale e/o adulterazioni illecite)
risulta tipicamente non omogenea ed è di conseguenza
certamente fonte di allarme per i consumatori in quanto
in altre porzioni dello stesso prodotto potrebbero trovare
concentrazioni ben più elevate di anabolizzanti, capaci di
comportare potenziali danni alla salute oltre che costitui-
re causa di illecito sportivo e reato (positività ai controlli
antidoping). 

In analogia a quanto già riferito nella letteratura inter-
nazionale, l’analisi di casi forensi ha recentemente con-
fermato la sussistenza della problematica anche per
taluni prodotti sequestrati sul territorio nazionale. Ciò
conferma quindi l’esigenza di sviluppare e validare affi-
dabili metodi di analisi, capaci di identificare con elevata
sensibilità e specificità numerosi analiti appartenenti alla
categoria degli steroidi anabolizzanti androgeni, al fine di
permettere controlli affidabili in tempi relativamente brevi
su numerosi campioni di prodotti.

Il metodo descritto in questo lavoro, sviluppato in
accordo con quanto indicato dalla EURACHEM Guide
offre caratteristiche di affidabilità in termini di sensibilità,
selettività e specificità ed appare quindi pienamente uti-
lizzabile anche in ambito forense.
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