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Wspomnienie o profesorze Andrzeju Stolyhwo

In memory of professor Andrzej Stofyhwo

Moja znajomos¢, a potem, w pewnym sensie wspétpraca, z wéwczas - dr inz. Andrzejem Stotyhwo
(AS) datuje sie od roku 1973, gdy zostat recenzentem mojej magisterskiej pracy dyplomowej pt.
Opracowanie modelu bez-pompowego chromatografu cieczowego i sprawdzenie dziatania jego prototypu,
(,modelu stotowego” - jak wtedy stusznie zauwazyt p. Doktor; prototyp powstat juz po obronie tej pracy
magisterskiegj), tzn., w istocie - modutu zasilania eluentem kolumny HPLC, opartego o zbiomik eluentu w
formie wezownicy, wyttaczanego do kolumny pod cisnieniem sprezonego azotu, regulowanym za pomocg
reduktora cisnienia, pod nadcisnieniem w zakresie do 100 bar. Kandydatura dr inz. Andrzeja Stotyhwo na
recenzenta tej pracy dyplomowej, zaproponowana przez Promotora, doc. dr hab. inz. Jerzego S.
Kowalczyka (JSK), byta w petni uzasadniona. Juz wtedy funkcjonowat w Zaktadzie Technologii Ttuszczow
Jadalnych Instytutu Chemii i Technologii Organicznej i Zywnosci Wydziatu Chemicznego Politechniki
Gdanskiej prototyp ,multi-gradientowego” bez-pompowego aparatu chromatograficznego, opracowany przez
dr inz. Andrzeja Stolyhwo, oparty o sze$¢ kwasoodpornych zbiornikéw z poziomymi wkitadkami przeciw-
dyfuzyjnymi, kazdym ze zbiornikéw, z innym skfadnikiem tworzonego eluentu, oraz z proporcjonujacym
zaworem pneumatycznym. Ten aparat (niestety, nie zachowat sig) byt przeznaczony przede wszystkim do
rozdzielania tluszczoéw i ich pochodnych w warunkach normalnych uktadéw faz (NP-HPLC). Zdolny byt do
ttoczenia do kolumny HPLC eluentu o programowanym skfadzie pod nadcisnieniem do 60 bar. Byt to
wowczas pierwszy chyba na $wiecie aparat chromatograficzny umozliwiajacy tworzenie ,wielostopniowego”
programu elucji za pomocg mieszania réznych par cieczy, kazda o innym sktadniku, lub o réznych obu
sktadnikach, o zmieniajgcej sie sile elucyjnej i lub zmieniajacym sie charakterze oddziatywan sorpcyjnych,
zgodnie z teoretycznym modelem oddziatywan adsorpcyjnych Soczewinskiego — Snydera.

Pamietam tez z tego okresu gorace spory pomiedzy - wéwczas, dr inz. Andrzejem Stotyhwo, a —
wtedy, doc. dr hab. inz. Jerzym S. Kowalczykiem na temat maksymalnego cisnienia pracy aparatury HPLC.
Pierwszy utrzymywat, ze dla zapewnienia koniecznej selektywnosci rozdzielania w warunkach NP -HPLC
wystarczy cisnienie 60, ew., do 100 bar, uzupetnione wielostopniowym programowaniem skfadu eluentu,
drugi, ze trzeba dazy¢ do maksymalizacji cisnienia pracy aparatury HPLC, a programowanie skfadu eluentu,
jest potrzebne tylko w celu optymalizacji rozdzielania.

Pamietam tez ich spory w rodzaju: AS - ,... tylko odpowiedni sktad eluentu i program elucji moze
zapewni¢ rozdzielanie trudnych do rozdzielania mieszanin (przede wszystkim — lipidéw — dopisek autora) o
podobnych strukturach molekularnych”; JSK — ... czego nie da sie rozdzielic w warunkach izokratycznych,

to z pewnoscig nie da sie tego dokonac z elucjg gradientowq!”

Dzisiaj wiemy, ze obaj mieli tylko czeSciowo racje, zwtaszcza, uwzgledniajagc warunki RP, HILIC,

jonowymienne, a takze optymalne warunki rozdzielania aminokwasow, peptydéw, czy biatek, albo ogdlnie
przyjete zasady rozdzielania w proteomice, czy matabolomice!
Nota bene, publikacyjny dorobek p. prof. Andrzeja mozna w znacznym stopniu zaliczy¢ dzisiaj do kategorii
wktadu do rozwoju metabolomiki i nazwaé go jednym z prekursoréw tego — juz dzisiaj w stanie
zaawansowanym — obszaru wiedzy. S.P. Andrzej by pewnie protestowat, twierdzac, ze jego badania i prace
dotyczyty wytacznie szeroko rozumianej technologii, w tym, przede wszystkim rozdzielania oraz analityki
sktadnikéw ttuszczow i lipidow, a nie metabolomiki(?).

Gdybym miat w sposéb lapidarmy podsumowa¢ aktywno$¢ i wktad S.P. Profesora Andrzeja Stotyhwo
dla rozwoju wysokosprawnej chromatografii, przede wszystkim — cieczowej, nalezatoby napisaé -
zaangazowany wizjoner, wybitny ek sperymentator, swietny inzynier, wybitny nauczyciel akademicki,
przekonywujacy popularyzator wiedzy, nielubigcy publikowac rezultatow swych dokonan, ktérego okres
swej najwiekszej aktywnosci przypadt na bardzo niesprzyjajacy okres Il-giej potowy lat 70-tych oraz na lata
80-te i 90-te ubiegtego wieku.
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Najwazniejsze dokonania prof. Andrzeja, dotyczace rozwoju aparatury, detekcji oraz metodyk
analitycznych technikami HPLC, GC, SFC szczegdlnie w badaniach i technologii ,lipidéw”, w tym przede
wszystkim — ttuszczéw i produktdow ich konwersji, mozna pogrupowac oraz lapidarnie zrelacjonowa¢ w
nastepujacy sposob:

1. Opracowanie w latach 70-tych ubiegtego wieku wspomnianej bez-pompowej, multi-gradientowej
aparatury z proporcjonowaniem skfadu cieczy po stronie wysokiego ci$nienia, do rozdzielania
ztozonych mieszanin, zwtaszcza lipidéw, ttuszczow iich pochodnych, w warunkach NP -HPLC;

2. Opracowanie w tym samym okresie nowej generacji detektora ptomieniowo — jonizacyjnego do
cieczowej chromatografii z transportem eluatu na powierzchni splecionej linki bez konca (FID-LC);

3. Opracowanie w okresie lat 80-tych ubiegtego wieku laserowego detektora rozproszenia Swiatta
(LLSD), ktéry zostat udoskonalony przez podczas stazu we Francji w osrodku prof. Guiochone’a
oraz, jak napisat w swej pracy habilitacyjnej pt. ,Separacja i detekcja w chromatografii cieczowej
lipidow”, opublikowanej w roku 1986 — tym przez Politechnike Gdanska, opatentowany, bez jego
wspoétautorstwa, na teranie wazniejszych krajow éwczesnej Unii Europejskiej oraz w USA, do dzisiaj
jest produkowany, bedac systematycznie ulepszany. Po powrocie Profesora do Polski wersja
pierwotna tego detektora byta tez produkowana W Polsce w nieduzej serii w latach 90-tych
ubiegtego wieku. Osobiscie do dzisiaj stosuje dwa egzemplarze tego detektora — pierwotny prototyp
z roku 1984 oraz jeden z egzemplarzy ,produkcyjnych”, z roku 1997. Bardzo jestem z obu
zadowolony ;

4. Intensywne badania nad opracowaniem optymalnych procedur rozdzielania grupowego i
.SZczegbtowego” acylo-gliceroli oraz innych sktadnikow roslinnych i zwierzecych olejow i ttuszczéw
naturalnych, a takze, olejow i ttuszczéw jadalnych poddanych réznym procesom technologicznym i
uzytkowym. Cze$¢ wynikdéw tych badan byta przedmiotem publikacji, a ich podsumowanie —
przedmiotem jednej z czesci Jego pracy habilitacyjnej ,obronionej” na Wydziale Chemicznym
Politechniki Gdanskiej w dziedzinie Nauk Technicznych, dyscyplina — Technologia Chemiczna.

5. Potem te badania byly kontynuowane przez niego i jego zespdt, szczegdlnie dla olejow z nasion
wiesiotka oraz z nasion ,amarantusa”, a takze w stosunku do mleka kobiecego. Ostatnie stato sie
przedmiotem rozprawy doktorskiej wykonanej pod jego opieka i promotorstwem;

6. Szczegolne znaczenie miata i posiada do dzisiaj, opracowana przez Niego technologia wytwarzania

bardzo bogatego w kwasy tluszczowe ,omega 3” na zimno ttloczonego i bez-ekstrakcyjnie
rafinowanego oleju z wiesiotka, stanowigcego substytut diety opracowany od strony technologii
przemystowej przez firme AGROPHARM przy S$cistej wspdtpracy z prof. Andrzejem Stotyhwo,
osobiscie, produkowany pod handlowg nazwg ,OPEAROL”. Jest wytwarzany do dzisiaj pod tg sama
nazwg przez ADAMED, bedacy obecnie wtascicielem AGROPHARMU. Te prace zaowocowaty tez
sympozjami organizowanymi przez niego we wspotpracy z AGROPHARM. W tzw. Materiatach z tych
Sympozjéw opublikowat wiele swych wynikow badan, zwigzanych szeroko z charakterystykg
skfadnikdw oleju z wiesiotka dziwnego oraz blizszg charakterystyke oleju znajdujacego sie w
specyfiku OPAROL. Te badania nie zostaly gdzie indziej opublikowane. Za zgodg ADAMED, za co
dziekuje! — kopie kilku z tych prac zostalty umieszczone w niniejszym numerze Camera Separatoria.
Mam nadzieje, ze w ten sposdb zostanie rozpowszechniona idea Profesora Andrzeja, dotyczaca
rozdzielania i oznaczania skfadnikdéw olejéw i ttuszczéw jadalnych, sformutowana jeszcze w Jego
pracy habilitacyjnej, ktéra brzmi ona mniej wiecej w ten sposéb:
»Jesli chcesz oznaczyé¢ szczegoétowy skiad olejéow jadalnych i ich pochodnych — zastosuj co
najmniej dwu-wymiarowa chromatografie cieczowa (2D-LC). Najpierw dokonaj rozdzielania
grupowego w warunkach NP-HPLC z elucja gradientowa oraz z bezwodnymi skfadnikami
eluentu. Kolejno rozdzielaj poszczegdlne grupy na indywidua 2z zastosowaniem
wysokosprawnych kolumn HPLC o wysoce hydrofobowej powierzchni sorpcyjnej w
warunkach elucji gradientowej z bezwodnymi sktadnikami eluentu. Jesli — dodatkowo -
chcesz zbadaé¢ sktad pod wzgledem chiralnosci indywiduéw — zastosuj w trzecim wymiarze
rozdzielania (3D-HPLC) — chiralng faze stacjonarna, zwilaszcza o zwigzanych chemicznie
cyklo-dekstrynach oraz elucje izokratyczna z bezwodnym, co najmniej dwusktadnikowym
eluentem. Dodatkowo, w przypadku potrzeby uzyskania informacji o izomerach ,,cis / trans”,
zastosuj do rozdzielania warunki NP-HPLC, z kolumna posiadajaca jony Ag" na powierzchni
sorpcyjnej”.

Nie z wtasnej winy, nie zdazyt w petni wprowadzi¢ tej idei do codziennej praktyki. Jednakze,
analizujac swiatowy dorobek publikacyjny ostatnich lat, mozna stwierdzié, Zze byta to
prekursorska idea!

7. Nalezy takze przypomnie¢ prekursorskie jego prace nad ekstrakcja nadkrytyczng (SFE) i
chromatografig z nadkrytycznym eluentem (SFC), w tym, nad opracowaniem prototypowej aparatury
SFE / SFC w skali semi-preparatywnej — tu takze w zastosowaniach w rozdzielaniu i analityce
tluszczdéw i produktéw ich konwersji. Finatem tych prac byfa kolejna rozprawa doktorska, co w
konsekwencji pozwolito na uzyskanie tytutu naukowego profesora.
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Niestety, w krétkim czasie potem, Profesor Andrzej musiat opusci¢ naszg Politechnike Gdanska i
przenidst sie do SGGW. Wéwczas pracowatem w LOTOS SA i tylko sporadycznie bywatem w PG, w celu
prowadzenia wyktadu i dla konsultacji, z doktorantami. Czesto zdarzato sie¢ mi by¢ ok. 21-23 cho¢ na chwile
w moim pokoju — laboratorium, by co$ zabra¢, lub pozostawi¢ na jutro. Praktycznie zawsze wisniowy Audi
Prof. Andrzeja stat na parkingu przed budynkiem ,Chemia C”, w ktérym mie$cito sie jego laboratorium - tak
przed moim przyjazdem, jak i bardzo czesto po moim wyjezdzie do domu!

Nie znam blizszych szczegdtéw problemu, ktéry spowodowat koniecznos$¢ jego odejScia z Politechniki
Gdanskiej. Podobno jego wing byto pozbawienie PG naleznych korzysci finansowych z produkcji oleju
OPEAROL, w uruchomieniu produkciji, ktérego PG z pewnoscig w niczym Jemu nie pomogta(?) Céz, ,jesli
nie wiadomo o co chodzi — chodzi o pienigdze”(?!)

Okres jego pracy w Warszawie jest mi juz bardzo mato znany, wiec, nie moge sie na ten temat
wypowiadaé. Wiem tylko, ze do $mierci miat zal do okreslonych oséb z PG. W jednym w e-maili napisanych
do mnie, juz po powrocie z Warszawy, podczas emerytury oraz po powaznej kolejnej chorobie serca, wyrazit
to m.in., w nastepujacy sposoéb:

,» PANI MARIANIE,
z PAVLEM BYLISMY RAZEM NA STAZU UPROF GUIOCHON W ECOLE

POLYTECHNIQUE POD PARYZEM ON BYL ENTUZJASTA

TECHNIKI GRADIENTOWEJ. BARDZO MILY SYMPATYCZNY | | UPRZEIMY

PEPIK TAM WEASNIE POWSTAE MOJ PIERWSZY DETEKTOR

LLSD DO GRADIENTOWEJ LC OPARTY O POMIAR NATEZENIA ROZPROSZONEGO

PROMENIA LASERA . micro detektor UV PAVLA  BYE BARDZO KEOPOTLIWY W

UZYCIU IMIAE ZBYT DUZA OBJETOSC DO BARDZO WYSOKOSPRAWNYCH

KOLUMN

TRIACYLOGLICEROLE TAG O ROZNYM ROZSTAWIENIU kt wczasteczce TAG

DAJA SIE DOBRZE ROZDZIELAC NA SILVER SILICA LOADED COLUMNS

TECHNIKA GRADIENTU SKOKOWEGO ORAZ IZOMERY kt o konfiguracji trans

Pavla moglibysmy zaprosi¢ na lato do gdanska zakwaterowanie w hotelu aSYST W
JELITKOWIE PRZY PLAZY.

OSOBISCIE juz czuje sie znacznie lepiej i bardzo chciatbym wréci¢ na PG z ktorej
zostatem wylany NA ZBITY PYSK. MOZE PROF HUPKA MA JAKIS ETAT ?2??

LtACZE POZDROWIENIA

Andrzej STOLYHWO”

Na koniec chciatbym tez przypomnie¢ prof. Andrzeja, jako zaangazowanego i pracujacego z pasjq
Nauczyciela Akademickiego, potrafigcego w sposdb zrozumiaty przekaza¢ studentom trudng ,materie”,
analityki technicznej i procesowej lipidow i ttuszczéw oraz produktéw ich konwersji, technikami i metodami
klasycznymi oraz z zastosowaniem GC i HPLC, a takze podkresli¢, ze byt to nie tylko ,,rasowy” naukowiec,
inzynier oraz innowator, ale i niezwykly Nauczyciel.

Wielka szkoda, ze nie ma go juz wsréod nas!

PS
Ponizej strona tytulowa oraz wybrane fragmenty pracy habilitacyjnej dr inz. Andrzeja Stotyhwo,

ilustrujgce — wowczas prekursorskie w skali sSwiatowej Jego idee i dokonania z tego okresu pracy.
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Andrzej Stolyhwo

SEPARACJA | DETEKCJA
W CHROMATOGRAFII
CIECZOWEJ LIPIDOW

Gdansk 1986 //‘(-/"
<
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separacija 1 detekcja w chromatografii cleczowe]
1ipiddw

Streszczenic

petle zaleznosci, jakie wystepuja pomiedzy procesem sepa-

racji i wspélczesnymi technikami detekcyinymi nazwane "syndro-

mem separacji 1 detekcji® drastycznle ograniczaja swobode wy-

paracji a tym samym i wykorzystanie w anali-

boru parametréw se
jakie tkwia w samej istocie metody chromato-

zie liplddw zalet,
grafii cleczowe) JHPLC/ .

Opisano wlasne rozwiaz
toréw /FID I, LLSD/ do HPLC a takie wielorozpuszczalnikowe sys-

temy do programowania gkiadu fazy ruchomej. Szczegdlna uwage

po§wigcono parametrom uzytkowym i mechanizmowi dzlatania nowe-
Aerozolowege Laserowego Detektora Promieniowania Rozpro-

ania techniczne uniwersalnych detek-

q0,
szonego /LLSD/, ktéry jest niewrazliwy na zmiane sktadu fazy

ruchomej i moie by¢ stosowany z dowolnymi rozpuszczalnikami w
technice elucji gradientowej. Detektor reaguje na wszystkie
relatywnie nielotne substancje a jego sygnal praktycznie nie
zalezy od natury wykrywanych skladnikdw.

LLSD rozbija syndrom separacji i detekcijl 1 tym samym otwiera
pole do peinego wykorzystania zalet HPLC do analizy lipiddw.
Prég wykrywalnodci LLSD wynosi 22 ng, objetodé martwa - 0,1 -
- 0,2 pl, stata czasowa ponizej 0,5 s.

Opisane systemy zastosowano do analizy naturalnych mieszanin
lipidéw. Lipidy czerowych clatek krwi rozdzielono /FID 1/ na
28 klas, odtluszczong lecytyne sojowa /LLSD/ na 18 klas.
Poprzez rozbicie syndromu separacji i detekcji LLSD umozliwil
rozwiniecie sposobdw separacji, identyfikacjl i kwantyfikacji
naturalnych mieszanin triacylogliceroli, co ilustrujq chroma-

togramy olejéw rodlinnych jak np. oliwkowego, rzepakowego i
innych.
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The Separation and Detection in HPLC of Lipids

Summary

The separation and detection syndrome is the main reason |
Limiting application of HPLC in the analysis of 1ipids. ok
In order to break the syndrome, the detectors /transport FID,
LLSD/ and a solvent programming Systems were designed.

The principle of operation, parameters and mechanisms of the
signal development of the Laser Light Scattering Detector /LLSD/
are described. The signal of LLSD is totally independent on the
mobile phase composition changes if volatile solvents are used

in gradient elution systems.

Any relatively non-volatile compounds may be detected with si-
milar response factors. The limit of detection of LLSD is 22
nanograms; void volume: 0,1 - 0,2 microliters and time
constant - below 0,5 s.

The FID, LLSD and a solvent programming systems of own design,
were applied to the analysis of natural lipid mixtures.

The lipids of red blood cells were separated into 28 classes
/FID/; the commercial soybean lecithine into 18 classes /LLSD/.

The properties of LLSD enabled several improvements in the
separation, identification and quantitation of triacyloglycerols
/TAG/. Wxamples of the analysis of TAG s with the use of LLSD
of several natural oils and fats are described.
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Rys. 5. Schemat blokowy ukladu sterowania chromatografem

WGCC I.
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wielorozpuszczalnikoweqgo
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7. Wzajemne usytuowanie Dlokdéw funkcjonalnych wieloroz-
puszczalnikowego gradientowego chromatografu cieczo-
wego /WGCC II/

/1/ separator, /2/ zestaw cidnieniowych zblornikéw z
rozpuszczalnikami, /3/ detektor piomieniowy jonizacyi-
ny 2z transportem eluatu, /4/pulpit sterowania chroma-
tografem, /5/ perforator, /6/ tablica sygnalizacyjna,
/7/ cyfrowy wskagnik % rozpuszczalnika polarnego B w
fazie ruchome3, /8/ cyfrowy wskafnik natqienia przo-
plywu fazy ruchomej z rozdzielczodcig co 0,01 om /nin.,
/9/ czytnik tadmy perforowanej, /10/ klawiatura kontak-
tronowa do recznego sterowania chromatografem, /11/
drukarka z wydrukiem podstawy czasu analizy, nateie-
nia przepiywu fazy ruchomej i V B w fazie ruchomej,
/12/ kolumna chromatograficzna, /13/ rejestrator.

Schematy ideowe uktadéw - bez-pompowego ,wielorozpuszczalnikowego gradientowego” aparatu
chromatograficznego z programowaniem skfadu eluentu, z wykorzystaniem proporcjonowania oraz
pneumatycznego sterowania zaworami proporcjonujacymi — wersja I-sza — WCC | / wersja Ill-ga - WCC I, a
takze, schemat ideowy ptomieniowo — jonizacyjnego detektora LC-FID z transportem eluatu w formie linki
bez konca — opracowania autorstwa S.P. prof. Andrzeja Stotyhwo.

Systems schematic diagrams - a non-pump "multi-solvent gradient” chromatography system with eluent
composition programming, with the use of proportioning and pneumatic control of proportioning valves -1
version - WCC | / 2" version -WCC I, and also schematic diagram of flame- ionization LC-FID detector with
eluate transport in the form of endless string - developed by prof. Andrzej Stotyhwo.
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KOLUMNA
CHROMATOGRAFICZNA

REJESTRATOR

. Schemat ideowy bloku przetwornika pomiarowego LLSD
/objadnienia w tekdcie/.

Rys. 13. Rozwijzanie systemowe ukladu detektora LLSD
/objasnienia w teksdcie/.

llustracje dotyczace odparowujacego laserowego detektora rozproszenia $wiatta (Evaporative Laser Light
Scattering Detector — E-LLSD), opracowanego przez prof. Andrzeja Stotyhwo, we wspodtpracy z jego
Zespotem.

[llustrations concerning of Evaporative Laser Light Scattering Detector (E-LLSD), developed by prof. Andrzej
Stotyhwo, in cooperation with his research group.
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@.f. 21. Chromatogram ekstraktu lipiddéw z niedojrzatego
nasiona 001/‘4/ /objadnienia w tekdcie/.

|

wKT mm~v

—ean % < —— 4 -4

Rys. 27. Grupowa separacja skladnikdéw oleju palmowego z jedno-
czesny separacia skladnikdéw grupy MAG + DAG oraz TAG.
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Analiza estréw metylowych kwasdw tluszczowych jest od lat
opanowang technika chromatografii gazowej, W/w ana-
g konywaé takze technika HPLC. Przyklad: analiza es-
:': ::;:o:yych kwasdéw tiuszczowych oleju rzepakowego /wysoko-

erukowego/ rys. 28.

C22:1

20 ftimin]

Rys. 28. Separacja estréw metylowych kwasdéw tiuszczowych
oleju rzepakowego /wysokoerukowego/ .

,.‘?“"-'"Y separacji: ZGPM, LLSD, kolumna: 25 cm @ 2,2 mm., Li-
mﬂ’ I?-l. S pm., faza ruchoma; 0,3 ml min~! B - aceton,

Przyktady chromatograméw zamieszczonych w pracy habilitacyjnej prof. A Stotyhwo. Detekcja z
zastosowaniem FID-LC oraz E-LLSD.

Examples of chromatograms presented in the habilitation - thesis of prof. A Stolyhwo. Detection using FID-
LC and E-LLSD.
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