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Inleiding Inleiding enen probleemstellingprobleemstelling

SevofluraanSevofluraan:
Inhalatie anestheticum
Wereldwijd gebruikt
Gunstige fysicochemische eigenschappen

→→ vlotte en aangename inductieinductie van anesthesie
snel ontwakenontwaken en en herstelherstel
nauwkeurige controlenauwkeurige controle over de diepte van de anesthesie

EchterEchter:
In vivo metabolisatieIn vivo metabolisatie
Degradatie door CO2-absorbentia: 

→→ in lowlow--flowflow en geslotengesloten--circuitcircuit anesthesie

⇒⇒ Ideaal anestheticum ?Ideaal anestheticum ?

F3C

O

F3C

F



Analytisch-toxicologische evaluatie van potentiële sevofluraan toxiciteit met behulp van kwantitatieve compound A bepaling door GC-MS
Marie-Paule Bouche

     

   

   
      

   

   

Patiënt
Beademing

Fresh gas

LowLow--flow en geslotenflow en gesloten--circuit anesthesiecircuit anesthesie:

Toevoer verse gassen  < 1 L/min

Voordelen

« Rebreathing » ⇒ ↓↓ verbruik anestheticum

CO2-absorbens
Alkalische kalken

Vb. soda lime: Ca(OH)2, H2O, NaOH, KOH

Chemische binding van uitgeademde CO2

Risico op degradatiedegradatie van het anestheticum 

→→ vorming van potentieel toxische afbraakproductenpotentieel toxische afbraakproducten
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Compound ACompound A:

Gekende nefrotoxiciteitGekende nefrotoxiciteit bij ratten

LD50: 120 -1100 ppm

Drempelwaarde voor nefrotoxiciteit: 50 -114 ppm

CF3

O

F3C

F
F

F

F

O

F3C
Sevofluraan Canister met 

vb. soda lime

Compound A

Sevofluraan

Sevofluraan + lowSevofluraan + low--flow flow == veiligveilig
??



Analytisch-toxicologische evaluatie van potentiële sevofluraan toxiciteit met behulp van kwantitatieve compound A bepaling door GC-MS
Marie-Paule Bouche

VSVS:: FDAFDA restrictie voor gebruik < 2 L/min
EuropaEuropa: geen restrictie 

Compound A debatCompound A debat

Compound A productieCompound A productie
≠≠ parametersparameters

Sevofluraan concentratie
Vers gas aanvoersnelheid
Duur van de anesthesie
Chemische samenstelling absorbens 
Temperatuur absorbens →→ CO2 productie
Watergehalte absorbens

Hoeveel productie ? LiteratuurLiteratuur: 20 - 40 ppm
Hoe minimaliseren ?

Compound A toxiciteitCompound A toxiciteit

Toxiciteitsmechanisme ?
Toxische effecten bij patiënten ?
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OverzichtOverzicht

3. Ontwikkeling van de analytische procedure 

4. Validatie van de analytische procedure

5. Klinische toepassingen

6. Besluit

1. Inleiding en probleemstelling

2. Doelstelling
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DoelstellingDoelstelling

1. Vanuit anesthesiologisch standpuntanesthesiologisch standpunt: 

Onderzoeken of het gebruik van sevofluraan in de hedendaagse  
low-flow en gesloten-circuit anesthesie veiligveilig is

Moderne apparatuur en producten

Beperkte tot verwaarloosbare productie van compound A

2. Vanuit analytischanalytisch standpuntstandpunt:

Ontwikkelen van een betrouwbare analytischebetrouwbare analytische methode voor 
kwantitatieve bepaling van lagelage concentraties compound A in gasstalengasstalen
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2. Doelstelling

3.

4. Validatie van de analytische procedure

5. Klinische toepassingen

3.3. Ontwikkeling Ontwikkeling van devan de analytische analytische procedureprocedure

Ontwikkeling van de compound A bepaling met GC-MS

Optimalisatie van de injectie procedure

6. Besluit
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OverzichtOverzicht

1. Inleiding en probleemstelling

2. Doelstelling

3.

4. Validatie van de analytische procedure

5. Klinische toepassingen

3.3. OntwikkelingOntwikkeling van devan de analytische analytische procedureprocedure

OntwikkelingOntwikkeling van de compound A van de compound A bepalingbepaling met GCmet GC--MSMS

Optimalisatie van de injectie procedure

6. Besluit
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Ontwikkeling Ontwikkeling van devan de GCGC--MSMS methodemethode

VertrekpuntVertrekpunt:

Sevofluraan en compound A: 
Vluchtig
Gasstalen
Volledige resolutie

⇒⇒ Capillaire gaschromatografischeCapillaire gaschromatografische analyse

Analytische uitdagingAnalytische uitdaging: : 

KwantitatieveKwantitatieve analyse van gasstalen

Beperkt staalvolume: 1 1 –– 2 mL2 mL

Gevoeligheid ↑
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InjectieInjectie procedure:

Hoge gevoeligheidHoge gevoeligheid
Betrouwbare kwantificatieBetrouwbare kwantificatie

Injectie volume

1 mL1 mL

Hoge chromatografische 
piek kwaliteit

Smalle Smalle 
initiële bandbreedteinitiële bandbreedte

Verzoenbaar Verzoenbaar 
in capillaire GC ?in capillaire GC ?
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Cryogene condensatie + flash desorptieCryogene condensatie + flash desorptie:

Geautomatiseerde « headspace » autosampler

PTV Injector 

1. Initieel: – 80°C (vloeibare N2)  
→ AdsorptieAdsorptie aan packing (Tenax TA) + aanconcentratieaanconcentratie

 

GCGC--kolomkolom

Injector liner met Injector liner met 
packingpacking

Injectie spuitInjectie spuit

-- 80°C80°C
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Cryogene condensatie + flash desorptieCryogene condensatie + flash desorptie:

Geautomatiseerde « headspace » autosampler

PTV Injector 

1. Initieel: – 80°C (vloeibare N2)  
→ AdsorptieAdsorptie aan packing (Tenax TA) + aanconcentratieaanconcentratie

2. Vervolgens: T° ↑
→ DesorptieDesorptie + transfertransfer naar de analytische kolom

RobuusteRobuuste, , geautomatiseerde geautomatiseerde 
injectie procedureinjectie procedure

GCGC--kolomkolom

Injectie spuitInjectie spuit

Injector liner met Injector liner met 
packingpacking

250°C250°C
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ChromatografieChromatografie:

Dikke-film kolom: CP SelectCP Select--624624
6% cyanopropylfenyl dimethyl silicone

RetentieRetentie van compound A
ScheidingScheiding tussen sevofluraan en compound A
Goede piekvorm

DetectieDetectie:  Massaspectrometrische detectie

Interne standaardisatieInterne standaardisatie: 

Precisie ↑↑ :

Variabel vialvolume
Variabel injectievolume 
Variabele omstandigheden tijdens analyse (t°t°)

1,1,11,1,1--trifluorotrifluoro--22--iodoethaan

H
I

F

F

F H

iodoethaan
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Compound ACompound A

Interne Interne 
standaardstandaard

SevofluraanSevofluraan
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CalibratieprocedureCalibratieprocedure:

AnesthesiestalenAnesthesiestalen: [sevofluraan] ↑ , [compound A] ↓
CalibratorenCalibratoren: ≠ [compound A] +   = [sevofluraan]

Vlot uitvoerbaarVlot uitvoerbaar: 

Reeks calibratoren voor elke analytische run

Statische methodeStatische methode

Vloeibare oplossingenVloeibare oplossingen van compound A en sevofluraan
⇒⇒
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Vloeibare
stockoplossingenstockoplossingen

Vloeibare
werkverdunningen

Vloeibare
standaard-
oplossingen

Overgang naar deOvergang naar de
gasfasegasfase

Sevofluraan in EtAcSevofluraan in EtAc Compound A in EtAcCompound A in EtAc

5 mL5 mL--headspace vialheadspace vial

Zero calibratorZero calibrator Variërende concentraties compound Variërende concentraties compound 
A in EtAcA in EtAc

Geijkte gasGeijkte gas--bulbbulb
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OverzichtOverzicht

1. Inleiding en probleemstelling
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3.

4. Validatie van de analytische procedure

5. Klinische toepassingen
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Ontwikkeling van de compound A bepaling met GC-MS

Optimalisatie Optimalisatie van de van de injectie injectie procedureprocedure

6. Besluit
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OptimalisatieOptimalisatie van devan de injectieprocedureinjectieprocedure

Geautomatiseerde injectieprocedureGeautomatiseerde injectieprocedure:

20 20 parametersparameters

Aansturing:

OptimalisatieOptimalisatie ??

Klassieke aanpak: 216 experimenten

Chemometrische aanpak:

1.1. Headspace autosamplerHeadspace autosampler
2.2. PTV injectorPTV injector
3.3. GCGC

Experimental designExperimental design
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Experimental designExperimental design: ≠ stappen

1. Selectie van parametersparameters en experimenteel domeinexperimenteel domein

2. Selectie van responsenresponsen

3. « Screening designScreening design »

Alle parameters evalueren op 2 niveaus (laag, hoog)

Significante parameters identificeren

4. « Optimization designOptimization design »

Finale optimalisatie: evaluatie van significante parameters op 
meerdere niveaus

ResultaatResultaat: : optimale injectieparameters  optimale injectieparameters  
optimale injectieoptimale injectie--efficiëntieefficiëntie
→→ optimale kwantificatiekwaliteit (piekvorm, piekgrootte)optimale kwantificatiekwaliteit (piekvorm, piekgrootte)
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Experimental designExperimental design: ≠ stappen

1. Selectie van parametersparameters en experimenteel domeinexperimenteel domein

 Parameter Low High Unit 

1 Prewarm temperature 30 60 °C 
2 Prewarm time 4 20 min 
3 Fill speed 1000 10000 µl/min 

4 Equilibrum pressurization time 0.2 5 min 
5 Injection volume 100 1000 µl 
6 Injection speed 1000 10000 µl/min 
7 Adsorbent type Tenax TA Chromosorb W  
8 Adsorbent quantity 5 30 mg 

9 Adsorbent particle size 20/35 80/100 mesh 
10 Trap temperature -110 -30 °C 
11 Trap time 0 2 min 
12 Trap split 5 20 (ratio) 
13 Vent pressure 60 100 kPa 
14 Desorption time 0.1 2 min 
15 Desorption split 0.1 5 (ratio) 
16 Flush split 20 60 (ratio) 
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Experimental designExperimental design: ≠ stappen

1. Selectie van parametersparameters en experimenteel domeinexperimenteel domein

2. Selectie van responsenresponsen

Goede kwantificatie van compound A: Goede kwantificatie van compound A: 
«« Ideale piekIdeale piek » voor compound A en IS» voor compound A en IS

W0.5

H

TijdtR

Piek 
oppervlakte A

Response Symbol 
Area Compound A A CA 
Area Internal Standard A IS 
Peak Height Compound A H CA 
Peak Height Internal Standard H IS 
Peak Width at half height Compound A W 0.5 CA 
Peak Width at half height Internal Standard W 0.5 IS 
Peak Shape Compound A PS CA 
Peak Shape Internal Standard PS IS 
Baseline Asymmetry Factor Compound A BAsF CA 
Baseline Asymmetry Factor Internal Standard BAsF IS 
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Experimental designExperimental design: ≠ stappen

1. Selectie van parametersparameters en experimenteel domeinexperimenteel domein
2. Selectie van responsenresponsen
3. « Screening designScreening design »

PlackettPlackett--BurmanBurman design met fold-over

16 parameters: 2 niveaus → ((--)) en (+)(+),, 40  40  ≠ combinaties
80 experimenten
Voor elke respons:

Numeriek: ANOVA → p < 0.05
Grafisch: Pareto chart

⇒ Identificatie van de significante parametersIdentificatie van de significante parameters
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Injection speed 
Adsorbent type 

Trap split 
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Adsorbent quantity 
Eq. pressurization time 

Fill speed 
Trap time 

Trap t° 
Flush split 

 

Lengte horizontale 
balk ∼ effect van de 
parameter op de 
respons

Grens voor 
significantie
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  ACA AIS HCA HIS W0.5 CA W0.5 IS PSCA PS IS BAsF CA BAsFIS 

 Desired outcome ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

1 Prewarm temperature   -        

2 Prewarm time +         - 
3 Fill speed           
4 Equilibrum press. time         - - 
5 Injection volume + + + + - -     
6 Injection speed           
7 Adsorbent type   -  - - - - -  
8 Adsorbent quantity    +       
9 Adsorbent particle size           
10 Trap temperature   + +      - 
11 Trap time           
12 Trap split    +       
13 Vent pressure       + +   
14 Desorption time + + + + - - - - - - 
15 Desorption split - -   + + + +  + 
16 Flush split   - -       
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  ACA AIS HCA HIS W0.5 CA W0.5 IS PSCA PS IS BAsF CA BAsFIS 

 Desired outcome ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

1 Prewarm temperature   -        

2 Prewarm time +         - 
3 Fill speed           
4 Equilibrum press. time         - - 
5 Injection volume + + + + - -     
6 Injection speed           
7 Adsorbent type   -  - - - - -  
8 Adsorbent quantity    +       
9 Adsorbent particle size           
10 Trap temperature   + +      - 
11 Trap time           
12 Trap split    +       
13 Vent pressure       + +   
14 Desorption time + + + + - - - - - - 
15 Desorption split - -   + + + +  + 
16 Flush split   - -       

⇒⇒ 4 parameters niet significant4 parameters niet significant
12 parameters significant12 parameters significant
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  ACA AIS HCA HIS W0.5 CA W0.5 IS PSCA PS IS BAsF CA BAsFIS 

 Desired outcome ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

1 Prewarm temperature   -        

2 Prewarm time +         - 
3 Fill speed           
4 Equilibrum press. time         - - 
5 Injection volume + + + + - -     
6 Injection speed           
7 Adsorbent type   -  - - - - -  
8 Adsorbent quantity    +       
9 Adsorbent particle size           
10 Trap temperature   + +      - 
11 Trap time           
12 Trap split    +       
13 Vent pressure       + +   
14 Desorption time + + + + - - - - - - 
15 Desorption split - -   + + + +  + 
16 Flush split   - -       

⇒⇒ 8 parameters: 8 parameters: «« best resultbest result »» waardewaarde
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  ACA AIS HCA HIS W0.5 CA W0.5 IS PSCA PS IS BAsF CA BAsFIS 

 Desired outcome ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

1 Prewarm temperature   -        

2 Prewarm time +         - 
3 Fill speed           
4 Equilibrum press. time         - - 
5 Injection volume + + + + - -     
6 Injection speed           
7 Adsorbent type   -  - - - - -  
8 Adsorbent quantity    +       
9 Adsorbent particle size           
10 Trap temperature   + +      - 
11 Trap time           
12 Trap split    +       
13 Vent pressure       + +   
14 Desorption time + + + + - - - - - - 
15 Desorption split - -   + + + +  + 
16 Flush split   - -       

⇒⇒ 4 parameters: verder te optimaliseren4 parameters: verder te optimaliseren
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Experimental designExperimental design: ≠ stappen

1. Selectie van parametersparameters en experimenteel domeinexperimenteel domein
2. Selectie van responsenresponsen
3. « Screening designScreening design »

4. « Optimization designOptimization design »

Central composite designCentral composite design
4 parameters: 5 niveaus
54 experimenten
Voor elke respons:

Significante parameters en interacties

Numeriek: ANOVA → p < 0.05
Grafisch: pareto + respons oppervlak

⇒ Bepalen van de optimale waarde voorBepalen van de optimale waarde voor
de 4 significante parametersde 4 significante parameters

0

-1 +1 

+α -α 

X2 

X3 

X1 
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Estimated Response Surface

Injection volume Desorption time

A 
IS

-1 -0.6 -0.2 0.2 0.6 1 -1 -0.6-0.20.20.61
15
18
21
24
27
30

(X 10 E7)
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Voor elke responsVoor elke respons: # geassocieerde respons oppervlakken 

Optimale waarden voor alle responsen samenvoor alle responsen samen:

⇒ Gewogen oGewogen optimalisatie functieptimalisatie functie

 Injection parameter Value  Injection parameter Value 
1 Prewarm temperature 30 °C 11 Trap time 0.3 min 
2 Prewarm time 10 min 12 Trap split 5:1       (ratio) 
3 Fill speed 5000 µl/min 13 Vent pressure 100 kPa 
4 Equilibrum pressurization time 0.2 min 14 Desorption time 2  min 
5 Injection volume 1000 µl 15 Desorption split 0.7:1    (ratio) 
6 Injection speed 5000 µl/min 16 Flush split 20:1     (ratio) 
7 Adsorbent type Tenax TA 17 Depth of injection 20 mm 
8 Adsorbent quantity Full liner 18 Fill volume 1000 µl 
9 Adsorbent particle size 20/35 mesh 19 Syringe temperature 39 °C 

10 Trap temperature -30°C 20 Desorption temperature 250 °C 
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OverzichtOverzicht

1. Inleiding en probleemstelling

2. Doelstellingen

3. Ontwikkeling van de analytische procedure 

4.

5. Klinische toepassingen

6. Besluit

4.4. Validatie Validatie van devan de analytische analytische procedureprocedure
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ValidatieValidatie

Concentratie compound A (ppm)

Pi
ek

 o
pp

er
vl

ak
te

 v
er

ho
ud

in
g 

C
A/

 IS

y = 0,04437 x + 0,01586

R²= 0,9982

LineariteitLineariteit:

RangeRange: 0 - 75 ppm toegevoegd compound A
Gewogen lineaire regressie: 1/y1/y

 n = 10 R² Slope  Intercept 
mean 0.996 0.048 0.018 

SD 0.003 0.003 0.003 

CV (%) 0.3 6.9 16.2 
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SelectiviteitSelectiviteit:
Interferentietesten:

Inhalatie anesthetica
Gassen, vluchtige verbindingen en solventen

Andere validatieparametersAndere validatieparameters:

Validation parameter  Concentration added 
(ppm or µL/L air) 

 0.5 10 75 

Precision (CV, %)    

within-day (n = 6) 9.6 9.9 5.7 

total (n = 10) 10.0 7.1 4.1 

Accuracy (recovery, %)    

mean 101.16 101.27 99.00 

SD 10.09 6.57 4.10 

CV (%) 9.97 6.49 4.14 

LOD (ppm) 0.1   

LOQ (ppm) 0.3   
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OverzichtOverzicht

1. Inleiding en probleemstelling

2. Doelstellingen

3. Ontwikkeling van de analytische procedure 

4. Validatie van de analytische procedure

5.

6. Besluit

5.5. Klinische toepassingenKlinische toepassingen
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Klinische toepassingenKlinische toepassingen

Compound A productieCompound A productie:

Welke omstandigheden ?
Minimaliseren ?

Anesthesie setAnesthesie set--upup
Anesthesie apparaat

Evaluatie van 
PhysioFlex ↔ conventioneel circuit

1 in1 in--vitro studievitro studie

COCO22--absorbensabsorbens
Chemische samenstelling

Evaluatie van ≠≠ productenproducten

2 in2 in--vitro studiesvitro studies
1 in1 in--vivo studievivo studie



Analytisch-toxicologische evaluatie van potentiële sevofluraan toxiciteit met behulp van kwantitatieve compound A bepaling door GC-MS
Marie-Paule Bouche

Evaluatie Evaluatie van devan de anesthesie anesthesie setset--upup

StudieprotocolStudieprotocol:

In-vitro geslotengesloten--circuitcircuit anesthesie
Gebruik van: 1. PhysioFlex (1. PhysioFlex (AA) ) 

2. Conventioneel gesloten2. Conventioneel gesloten--circuit (circuit (BB))
soda lime

Sevofluraneinsp: 2.2 %2.2 %
Duur: 120 min120 min

GasstalenGasstalen (2(2 mLmL)) voor bepaling van [compound A]

Inspiratoir + expiratoir
Voor, op 0, 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 en 120 min en na

DoelDoel: [compound A]A << [compound A]B
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PhysioFlex (PhysioFlex (AA))

Sampling

Sampling

Membrane 
chambers

CO2-absorbent 
canister

Model lung
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Conventioneel gesloten circuit (Conventioneel gesloten circuit (BB))

Samplingng

Sampling

Membrane 
chambers

CO2-absorbent 
canister

Model lung

Valves
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ResultatenResultaten:

HypotheseHypothese::

[compound A]PhysioFlex

<< [compound A]Conv. circuit

Gemiddelde  ±  SD 

0
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)
Compound A T° uit

Physioflex (A)

Conv. circuit (B)

A
B

A
B

PhysioFlex (PhysioFlex (AA))

BlowerBlower 70 L/min

t°t° CO2-absorbens ↓↓
Warmte dissipatie

Vorming compound A ↓↓

Conventioneel geslotenConventioneel gesloten--circuit (circuit (BB))

Geen blower

t°t° CO2-absorbens ↑↑

Vorming compound A ↑↑
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Evaluatie Evaluatie van van COCO22--absorbentiaabsorbentia

StudieprotocolStudieprotocol:

In-vitro geslotengesloten--circuitcircuit anesthesie
Gebruik van: Conventioneel gesloten-circuit (B)

4 ≠absorbentia: soda limesoda lime ↔↔ SofnolimeSofnolime
AmsorbAmsorb
LiOHLiOH

Sevofluraneinsp: 2.2 %2.2 %
Duur: 240 min240 min

GasstalenGasstalen (2(2 mLmL)) voor bepaling van [compound A]

DoelDoel: Chemische samenstelling absorbens ∼∼ [compound A]circuit

NaOH, KOHNaOH, KOH
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ResultatenResultaten:

Compound A Compound A 
inspiratoire inspiratoire 

concentratieconcentratie

(ppm)(ppm)

AmsorbAmsorb (n = 7) SofnolimeSofnolime (n = 5)

* p < 0.05

*
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ResultatenResultaten:

Compound A Compound A 
inspiratoire inspiratoire 

concentratieconcentratie

(ppm)(ppm)

* p < 0.05

*

Soda limeSoda lime (n = 6)LiOHLiOH (n = 7)
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ResultatenResultaten:

NaOH, KOHKOH ∼∼ compound A vorming

BesluitBesluit::

ALLEENALLEEN NaOH- en KOH-vrije absorbentia
→ verwaarloosbare productie van compound A

AmsorbAmsorb = beste keuze

SodalimeSodalime: : NaOH + KOH

SofnolimeSofnolime: NaOH, KOH: NaOH, KOH--vrijvrij
AmsorbAmsorb: : Ca(OH)2 + CaCl2

LiOHLiOH

[[Compound ACompound A]]inspinsp

10 10 –– 37 ppm37 ppm
Bijna GEEN compound A Bijna GEEN compound A 

vormingvorming
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OverzichtOverzicht

1.

2.

3.3.

4.4.

5.5.

6.6. BesluitBesluit

1. Inleiding en probleemstelling

2. Doelstellingen

3. Ontwik

Validatie van de analytische procedure

5. Klinisc

keling van de analytische procedure 

he toepassingen

4.
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BesluitBesluit

Ontwikkelde bepalingsmethode = bruikbaar Ontwikkelde bepalingsmethode = bruikbaar in klinische praktijk

Betrouwbaar
Voldoende gevoelig
« Analytisch gereedschapAnalytisch gereedschap »

Gebruik van sevofluraan in lowlow--flowflow en geslotengesloten--circuitcircuit anesthesie 
= veiligveilig

Moderne apparatuur:  vb.vb. PhysioFlex

Nieuwe, recent ontwikkelde CO2-absorbentia: vb.vb. Amsorb,
Superia,…

Compound A Compound A 
debatdebat
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Dank Dank aanaan……

F.W.O.-Vlaanderen

Dienst Anesthesiologie U.Z. Gent

Em. Prof. Dr. Rolly


