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ABSTRACT: The confirmation and definition of the quantity of LSD in biological
fluids can be performed successfully by high performance liquid chromatography
and fluorescence spectroscopy. The application of microextraction for this purpose
makes analysis simpler and more reliable, and control over each step of the extrac-
tion process is easier. This paper presents one such method. It must be remembered
that preliminary (screening) tests should be performed prior to definition of quan-
tity. In this method n-butyl chloride was applied as the extracting of LSD from an al-
kaline pH = 9 solution. Lysergic acid methylpropylamide (LAMPA) as the internal
standard was added to a small volume (0.2 ml) of the specimen (blood or urine). The
LSD recovery was 63% and the detection limit (S/N = 3) was 130 pg/ml. No interfer-
ing peaks from the matrix were observed during analysis. One case of LSD intoxica-
tion with 10.8 ng/ml in urine has been described.
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INTRODUCTION

LSD — lysergic acid diethylamide — is one of the strongest psychoactive
substances, which produce hallucinations and vision and hearing distortion
(Figure 1). Almost as soon as it had been synthesised, this compound became
the subject of great interest both among psychologists and persons using
previously available addictive substances [5].

LSD was first synthesised by Albert Hoffman in 1938 at the Sandoz phar-
maceutical laboratory in Basel.

The semisynthetic derivative of lysergic acid — an alkaloid occurring in
ergot (Claviceps purpurea) and wood rose (Ipomea violacea) — was named
LSD 25, since it was the twenty-fifth compound in that series synthesised by
Hoffman [3]. Soon after the synthesis was completed, the compound was
marketed as Delysid, and was very popular, especially among psychiatrists,
for a long time. They administered Delysid in the treatment of certain ill-
nesses, e.g. schizophrenia. The spread of the abuse, or use of LSD for
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non-medical purposes, led to its being outlawed by the United States Fed-
eral government in 1965, and in Great Britain it was placed on the list of con-
trolled substances in 1971. In Poland, the Act on the Counteraction of Drug
Addiction, which was amended in 1997, describes LSD as an I-P classified
controlled psychoactive substance. It is most commonly distributed in the
form of impregnated blotting papers, but also in the form of stamps with
LSD in the glue (Figure 2). Impregnated sugar cubes or chewing gum can be
found on the street market as well [2].

These media contain 20-200 pg of LSD as a base, although usually it is

Fig. 1. Chemical structure of lysergic acid diethylamide (ILSD) and lysergic acid
methylpropylamide (LAMPA).

50-100 pg. This means that the ingested dose of LSD is on average 1 mg/kg
body weight. Such low doses and fast metabolism (N-demethylation,
N-deethylation, and hydroxylation) considerably complicate the identifica-
tion and definition of the quantity of the compound in body fluids and tissues
[2]. Additional factors that make the analysis of LSD difficult are its sensi-
tivity to ultraviolet light and increased temperature which induce
isomerisation or even thermal dissociation. This is especially important in
the storage and preparation of the material for further tests.

LSDisingested with drinks spiked with the media mentioned above or by
placing the media on parts of
the body covered with mucosa
or thin epiderma, for example
under the tongue, upper eye-
lid or prepuce. They can also
be introduced vaginally or
anally.

The concentrations of LLSD
in the blood and urine in case
of intoxication are nano- or pikograms, i.e. low, particularly more than
twelve hours after ingestion [6].

Fig. 2. Examples of LSD-containing papers.
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Unlike the analysis of biological samples, the analysis of LSD-containing
media does not present significant problems. Such analysis can be con-
ducted using thin layer chromatography or high-pressure liquid chromatog-
raphy spectrophotometric detection.

The analytical techniques at present used for the analysis of LL'SD in bio-
logical samples include radioimmunoassay (RIA), enzymeimmunoassay
(EIA) [1], gas chromatography mass spectrometry (GC-MS, GC-MS-MS)
and high-pressure and liquid chromatography fluorescence detection
(HPLC/FL) and mass spectrometry (LC-MS, LC-MS-MS).

Although the LC-MS technique seems to be the most appropriate,
GC-MS is regarded as the reference method in LSD analysis. High-pressure
liquid chromatography fluorescence detection is a technique that can be ap-
plied successfully for the confirmation and quantification of LSD. Although
itis regarded as less accurate by comparison with mass spectrometric meth-
ods, it 1s equally sensitive.

The low costs of analysis and easy access to appropriate equipment give
this technique distinct advantages over those mentioned above.

The aim of the research presented here was to develop a method of deter-
mining the presence of LLSD in blood and urine using liquid-liquid mi-
cro-extraction and high-pressure liquid chromatography fluorescence detec-
tion.

MATERIALS AND METHODS

Extraction was conducted using 0.2 ml samples of blank blood spiked
with appropriate quantities of standard solutions: 20 ng/ml LSD (Sigma)
and 50 ng/ml LAMPA — lysergic acid methylpropylamide (Radian) — as the
internal standard. The appropriate acidity (pH) of the material under exam-
ination was achieved by the addition of 0.2 ml of a solution of saturated
buffer carbonates (0.1 M Na,CO,/1 M NaHCO,). This mixture was extracted
in Ependorff phials with 1 ml of n-butyl chloride (Baker) using vortex at vi-
bration frequencies of 50 Hz. If necessary the organic phase was cleaned
with 0.4 ml of saturated buffer carbonates. Extracts were evaporated in
a stream of air at 37°C.

Dry residues were dissolved in 50 pl of mobile phase. The same procedure
is applied for samples for evidence submitted for examination.

A LaChrom D-7000 System liquid chromatographer with an L-7480
(Merck-Hitachi) fluorescence detector were used in the analysis. The sepa-
ration was carried out using a LiChroCART 125 x 4 column with
LiChrospher 60 RP select-B (Merck) packing. As a mobile phase a mixture of
acetonitrile and acetate buffer solution of pH = 8.0 was used. This buffer so-
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lution was obtained in the following way: 3.85 g of ammonium acetate was
dissolved in 450 ml water, then adding triethylamine pH = 8.0 was achieved;
this solution was filled with water up to 500 ml of volume and mixed with
220 ml of acetonitrile. The wavelengths of the excitation and the emission
light were: 320 nm and 400, respectively [6].

RESULTS AND DISCUSSION

In order to carry out bioanalysis using high-performance fluorescence de-
tection, the extracts must usually be cleaned prior to the analysis, or a spe-
cial extraction process must be used. This 1s connected with the possible oc-
currence of co-eluting substances with the compound under examination.
The removal of such substances facilitates the best possible exploitation of
the sensitivity of the fluorescence detector.

In the case of LSD and LAMPA extraction, n-butyl chloride was found to
give “clean extracts”. None of the co-extracted compounds interfered with
the analysis of the LLSD.

Fig. 3. Comparison of two chromatograms obtained after analysis of blood and urine
spiked with LSD 4 ng/ml and LAMPA 5 ng/ml.

The use of saturated carbonate buffer of pH = 9 achieved a satisfactory
LSD extraction rate. The relatively low inter-group recovery of LSD and
LAMPA — average 63% (SD = 13%, n = 3) — was compensated for by a good
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rate of LSD/LAMPA recoveries. The standard deviation of intra-group re-
covery was 6.5% for an LLSD concentration of 0.5 ng/ml (n = 5), and the coeffi-
cient of variance was less than 14%. This proves that the two substances
have similar properties. The LSD recovery was calculated by the comparison
of the height of the LSD peak obtained from the analysis of the spiked mate-
rial of known concentration with the height of the LSD peak of appropriate
concentration calculated from the calibration curve. Despite the minor dif-
ference between the LSD and LAMPA retention times, which suggests their
similarity, separation was still possible. There were no significant differ-
ences between the recovery of LSD and LAMPA extracted from blood and
urine (Figure 3).

The limit of LLSD detection (S/N = 3) was on average 130 pg/ml. The cali-
bration curve was linear (R*= 0,9968) in the examined range of concentra-
tions, i.e. 125-4000 pg/ml for
blood (Figure 4) and 0.5-10

ng/ml for urine (R* = 0.9976).
The mobile phase used for
separation (by HPLC) gave re-
peatable retention times on the
day of its preparation. How-
ever, the same mobile phase
used again on the next day gave
considerably longer retention
times. This was probably caused
by the presence of volatile tri-
ethylamine, which partly evap-
orates in the night, causing
changes to the mobile phase
composition and consequently

Fig. 4. Calibration curve of LSD extracted from to the retention times.

spiked blood (0 4000 pg/ml). The phenomenon is well
known, however it 1s worth

emphasising, especially when analysing substances which are particularly
sensitive pH changes in a mobile phase. Mobile phases containing volatile
substances should be stored in full containers to prevent evaporation.

The use of a relatively simple extraction procedure lasting a short time
and using only automatic pipettes to measure volume made control over the
extraction process easy, gave a high degree of precision, and consequently
a good level of repeatability of the results of the analysis.

The procedure was applied in a case of a man captured by the police dur-
ing crime. During obstruction in the hospital, the man was found to have
hallucinations. His pupils were slightly enlarged but its reaction on light
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was maintained. Forensic specimen (urine) taken from the suspect was un-
dergone toxicological analysis.

Result of the examination was the presence of LSD in urine in concentra-
tion of 10.8 ng/ml +0,9 ng/ml (Figure 5).

Fig. 5. Comparison of chromatograms obtained during analysis of the suspect’s
urine, spiked urine with LSD (4 ng/ml) and blank urine. Concentration of internal
standard LAMPA was 5 ng/ml for all samples.

CONCLUSIONS

This method facilitates the confirmation of the presence of lysergic acid
diethylamide in blood and urine and its quantification in urine in concentra-
tions occurring up to 48 hours after ingestion (0,5 ng/ml).

N-butyl chloride used in extraction gave “clean extracts”, which is impor-
tant especially during bioanalysis with fluorescence detection. This solvent
is particularly useful in the extraction of weak polar or non-polar com-
pounds.

A considerable problem could be the accidental contamination of exam-
ined samples of evidence material by traces of LSD transferred on protective
gloves, pipettes and other laboratory equipment. Therefore, the sequence
and methods for carrying out the various steps of the analytical process
should always be strictly followed.

This problem can be partly resolved by handling any LLSD solutions only
after the specimens have been prepared.
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OZNACZANIE LSD METODA WYSOKOCISNIENIOWEJ
CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ Z DETEKCJA
FLUORESCENCYJNA

Wojciech LECHOWICZ

WSTEP

LSD — dietyloamid kwasu lizergowego jest jedna z najsilniej dziatajacych sub-
stancji psychoaktywnych, ktére wywotuja halucynacje, wizje lub doznania dzwieko-
we (rycina 1). Niemal od chwili dokonania jego syntezy znalazt sie w kregu zaintere-
sowania nie tylko psychologéw, ale rowniez osdb siegajacych po znane juz wczesnie]
srodki uzalezniajace [5].

Synteza LSD zostata przeprowadzona po raz pierwszy przez Alberta Hoffmana
w roku 1938 w laboratorium firmy farmaceutycznej Sandoz w Bazylei. Pétsyntetycz-
na pochodna kwasu lizergowego, alkaloidu wystepujacego m.in. w butawince czerwo-
nej (Clariceps purpurea) czy nasionach wilca (Ipomea violacea), zostala okreslona
nazwag LSD 25, gdyz byta z kolei dwudziesta piatq pochodna tego kwasu otrzymana
przez Hoffmana [3]. Wkrétce zwiazek ten zostal zarejestrowany jako lek pod nazwa
Delysid 1 przez dtugi okres czasu cieszyl sie do§¢ duzg popularnosécia w srodowisku
psychiatréw, stosowano go bowiem w leczeniu niektérych schorzen, np. schizofrenii.

Rozszerzajace sie zjawisko pozamedycznego stosowania LSD jako $rodka odu-
rzajacego doprowadzito do uznania go w 1965 roku przez rzad federalny Stanéw
Zjednoczonych za nielegalny. Wielka Brytania umies$cita ten $rodek wéréod substan-
¢ji kontrolowanych w roku 1971. Polska ,,Ustawa o przeciwdziataniu narkomanii”
znowelizowana w 1997 roku, kwalifikuje LSD do grupy I-P, czyli substancji psycho-
tropowych znajdujacych sie pod kontrola.

LSD jest rozprowadzane najczesciej w impregnowanych roztworem tego zwiazku
papierkach z bibuty lub cienkiej tektury, a takze na znaczkach (LSD znajduje sie
w kleju, rycina 2). Spotyka sie rowniez kostki cukru lub gume do zucia nasaczone roz-
tworem tej substancji [2].

Noéniki te mogg zawieraé¢ 20-200 pug LSD w przeliczeniu na zasade. Zazwyczaj
jest to 50-100 pg. Przyjmowana dawka LSD wynosi wiec okoto 1 pg/kg wagi ciala.
Tak niskie dawki oraz szybki metabolizm (N-demetylacja, N-deetylacja, hydroksyla-
cja) powoduja, iz identyfikacja oraz oznaczenie tego zwigzku w ptynach ustrojowych
czy tkankach jest dosyé skomplikowane [2]. Dodatkowymi czynnikami utrud-
niajacymiidentyfikacjeioznaczanie LSD jest jego wrazliwo$é na promieniowanie ul-
trafioletowe oraz podwyzszona temperature, ktore to czynniki powoduja jego izome-
ryzacje lub rozktad. Ma to szczegdlne znaczenie w procesie przechowywania i przygo-
towywania materialu do pézniejszych badan.

LSD jest wprowadzane do organizmu wraz z napojami, do ktérych dodaje sie
wspomniane wyzej no$niki albo poprzez umieszczenie ich w miejscach pokrytych
§luzéwka lub cienkim naskérkiem, np. pod jezykiem, powieka czy napletkiem. Moz-
na je rowniez stosowaé¢ dopochwowo oraz doodbytniczo.
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Poziomy stezen LSD we krwi lub moczu w przypadkach przyjecia tego zwiazku sa,
bardzo niskie, rzedu nanograméw lub pikograméw, szczegdlnie po uptywie kilkuna-
stu godzin od chwili wprowadzenia go do organizmu [6].

W przeciwienstwie do analizy materiatéw biologicznych, badanie noénikéw LSD
nie nastrecza wiekszych trudnosci. Takie analizy mozna z powodzeniem wykonaé
metodami chromatografii cienkowarstwowej lub wysokoci$nieniowej chromatografii
cieczowe] z detekcja spektrofotometryczna.

Sposérdéd technik analitycznych stosowanych obecnie w przypadkach badan
plynéw ustrojowych na zawarto$é¢ LSD nalezy wymienié¢ metody radioimmunologicz-
ne (RIA), immunoenzymatyczne (EIA) [1], chromatografie gazowa z spektrometria
masowa (GC/MS, GC/MS/MS) oraz z detekcja masowa (LC/MS, LC/MS/MS). Jakkol-
wiek najodpowiedniejsza metodg wydaje sie LC/MS, to jednak za metode referen-
cyjna uwaza sie GC/MS.

Technika, ktéra moze by¢ z powodzeniem stosowana w celu potwierdzenia obec-
noéci LSD oraz jego oznaczania, jest wysokoci$nieniowa chromatografia cieczowa
z detekcja fluorescencyjna (HPLC/FL). Mimo Ze jest ona uwazana za mniej specy-
ficzna w poréwnaniu z metodami wykorzystujacymi spektrometrie masowa, to jed-
nak doréwnuje im czuloScia. Przewaga tej techniki polega na nizszych kosztach wy-
konywanych badan oraz latwiejszym dostepie do aparatury.

Celem prezentowanych tu badan bylo opracowanie metody oznaczania LSD we
krwiimoczu przy wykorzystaniu techniki mikroekstrakeji typu ciecz—ciecz oraz wy-
sokoci$nieniowej chromatografii cieczowej z detekcjq fluorescencyjna.

MATERIALY I METODY

Ekstrakcje prowadzono uzywajac 0,2 ml krwi lub moczu wolnych od LSD, do kt6-
rych dodano odpowiednie iloéci roztworéw wzorcowych: 20 ng/ml LSD (Sigma) i 50
ng/ml LAMPA — metylpropylamidu kwasu lizergowego (Radian) — jako standardu
wewnetrznego. Odpowiedni odczyn pH badanego materialu uzyskano przez dodanie
0,2 ml nasyconego roztworu buforu weglanowego (0,1 mola Na,CO,/1 mol NaHCO,).
Tak przygotowana mieszanine ekstrahowano z 1 ml chlorku n-butylu (Baker) w fiol-
kach Ependorffa przy czestotliwosci wytrzasania 50 Hz, uzywajac do tego celu wor-
teksu. Faze organiczna w razie potrzeby oczyszczano 0,4 ml nasyconego buforu we-
glanowego. Ekstrakty odparowywano w strumieniu powietrza w temperaturze 37°C.
Suche pozostatosci rozpuszcezano w 50 pl fazy ruchomej. W analogiczny sposob poste-
powano podczas przygotowywania materiatu dowodowego dostarczanego do badan.

Do analiz wykorzystano chromatograf cieczowy LaChrom D-7000 System z de-
tektorem fluorescencyjnym L-7480 (Merck-Hitachi). Rozdziat prowadzono na ko-
lumnie LiChroCART 125 x 4 z wypelnieniem LiChrospher 60 RP select-B (Merck).
Jako faze ruchomag zastosowano mieszanine acetonitrylu oraz buforu octanowego
o odczynie pH = 8,0 i przeptywie 1 ml/min (3,85 g octanu amonu rozpuszczano
w 450 ml wody, po czym uzywajac trietyloaminy uzyskano pH = 8,0; tak przygotowa-
ny roztwor dopelniono woda do objetosci 500 ml i zmieszano z 220 ml acetonitrylu).
Dtugosé fali wzbudzenia wynosita 320 nm, natomiast dlugos¢ fali emisyjne;j
400 nm [6].
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WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

Analiza materiatu biologicznego metoda wysokoci$nieniowej chromatografii cie-
czowe] z detekcja fluorescencyjna najczescie] wymaga wezesniejszego oczyszezenia
ekstraktow lub zastosowania specyficznej ekstrakeji. Jest to zwiazane z mozliwo$cia,
wystapienia substancji koeluujacych ze zwiazkiem oznaczanym. Ich usuniecie stwa-
rza mozliwo$éé petnego wykorzystania czutosci detektora fluorescencyjnego. W przy-
padku ekstrakeji LSD oraz LAMPA, chlorek n-butylu okazat sie rozpuszczalnikiem
dajacym tzw. ,czyste ekstrakty”. Obecno$é wspdtekstrahowanych substancji nie
przeszkadzata w oznaczeniu LSD.

Wykorzystanie nasyconego buforu weglanowego o odczynie pH = 9 umozliwito
osiggniecie zadawalajacej wydajnosci ekstrakecji. Mata miedzygrupowa powtarzal-
no$é¢ odzysku w przypadku LSD i LAMPA wynoszaca 63% (SD = 13%, n = 3) rekom-
pensowata bardzo dobra powtarzalnoéé stosunku odzysku LSD/LAMPA. Odchylenie
standardowe SD dla odzysku wewnatrzgrupowego wynosito 6,5% dla 0,5 ng/ml
(n=5), natomiast wspotczynnik zmiennosci CV ponizej 14%. Swiadczy to o bardzo po-
dobnych wtasciwosciach tych dwoch substancji. Wyznaczanie odzysku LSD dokona-
no metoda poréwnania bezwzglednej wysokosci piku uzyskanego podczas analizy
materialu o znanym stezeniu z wysokoécig piku LSD obliczona z réwnania krzywej
kalibracyjnej. Pomimo niewielkiej réznicy czas6w retencji miedzy substancja ba-
dana a wzorcem wewnetrznym, ktéra potwierdzata ich podobienstwo strukturalne,
ich rozdzial byl mozliwy. Wartym odnotowania jest fakt, iz nie wystepowaly wyrazne
réznice w odzysku LSD 1 LAMPA z krwi 1 moczu (rycina 3).

Granica detekcji LSD dla S/N = 3 wynosila 130 pg/ml. Krzywa kalibracyjna wyka-
zywala liniowoéé¢ (R* = 0,9968) w badanym zakresie, tj. 125 pg/ml do 4000 pg/ml dla
krwi (rycina 4) oraz 0,5 ng/ml do 10 ng/ml dla moczu (R* = 0,9976).

Wykorzystywana do rozdziatu metoda HPLC faza ruchoma dawala powtarzalne
czasy retencji w dniu jej przygotowania. Jednak ponowne jej uzycie w dniu nastep-
nym powodowalo znaczne wydluzanie czaséw retencji. Fakt ten spowodowany zostat
prawdopodobnie obecnoScig lotnej trietyloaminy, ktérej odparowywanie powoduje
zmiany skladu fazy i co za tym idzie, czasow retencji. Zjawisko to jest dobrze znane,
jednak warto o nim wspomnie¢ szczegdlnie przy omawianiu analiz substancji szcze-
gblnie wrazliwych na zmiany pH fazy ruchomej. W przypadku wykorzystywania faz
zawierajacych lotne dodatki, zaleca sie przechowywanie ich w catkowicie wypelnio-
nych pojemnikach.

Zastosowanie stosunkowo prostej procedury wyosobniania, automatycznych pi-
pet przy operacjach odmierzania ptynéw oraz krétkiego czasu postepowania,
ulatwilo kontrole ekstrakeji, wysoka precyzje, a co za tym idzie, powtarzalno$é wy-
nikéw.

Procedure te wykorzystano praktycznie w przypadku mezczyzny zatrzymanego
w zwiazku z popelnionym przestepstwem. Podczas badania lekarskiego stwierdzono
u niego halucynacje. Zrenice podejrzanego byty lekko rozszerzone, ale zachowywaty
reakcje na $wiatlo. Pobrany od podejrzanego mocz poddano analizie chemiczno-to-
ksykologicznej. W wyniku badania opisana wyzej metoda stwierdzono w moczu LSD
w stezeniu 10,8 ng/ml +0,9 ng/ml (rycina 5).
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WNIOSKI

Opracowana metoda umozliwia potwierdzenie obecnosci dietyloamidu kwasu li-
zergowego we krwi lub moczu oraz jego oznaczenie w moczu w czasie do okolo 48 go-
dzin po przyjeciu tego Srodka. Wystepujace wowczas stezenia LSD sa bliskie granicy
oznaczalnosci 1 wynosza, okoto 0,5 ng/ml.

Zastosowana ekstrakcja chlorkiem n-butylu daje czyste ekstrakty, co jest bardzo
istotnym czynnikiem podczas analiz probek biologicznych z wykorzystaniem detek-
¢jifluorescencyjnej. Rozpuszczalnik ten szczegdlnie nadaje sie do ekstrakeji substan-
¢ji o charakterze stabo polarnym 1 niepolarnym.

Istotny problem moze stanowi¢ przypadkowe zanieczyszczenie badanych probek
stanowigcych materiat dowodowy $ladowymi ilo§ciami LLSD przenoszonymi na reka-
wicach ochronnych, koncéwkach do pipet automatycznych lub innym sprzecie labo-
ratoryjnym. Dlatego nalezy zwracaé szczegdlna uwage na kolejno§é i sposéb wykony-
wania poszczegdlnych czynnoéci. Czeéciowo problem ten mozna rozwiazaé anali-
zujac badany material w pierwszej kolejnosci, zanim rozpocznie sie manipulacje przy
roztworach LSD.



