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Разработан метод определения хамазулена в эфирных маслах с использованием об-

ращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии с диодно-матричным 

детектированием. Показана возможность качественного определения хамазулена по элек-

тронным спектрам поглощения, записанным в кювете детектора, и количественного опре-

деления этого вещества при детектировании при нескольких различных длинах волн. Для 

получения хроматограмм предложено использование С18 стационарной фазы с подвижной 

фазой, содержащей 20 об.% воды в ацетонитриле. Образцы для исследования готовили рас-

творением эфирных масел в ацетонитриле. Хроматографическому определению хамазулена 

не мешают сопутствующие компоненты исследованных эфирных масел четырех растений: 

Matricaria chamomilla, Achillea millefolium, Tanacetum annuum и Artemisia absinthium; концен-

трация хамазулена в них составила 0,184, 0,311, 0,299 и 0,0025 моль/л, соответственно. 

Длина волны 603 нм обеспечивает наиболее селективное детектирование хамазулена по слож-

ной электронно-колебательной полосе для раствора в подвижной фазе. При смене длины 

волны детектирования от 603 до 350 и до 280 нм чувствительность определения хамазулена 

возрастает в 15,5 и в 187 раз. Хроматографический метод обладает линейностью отклика 

детектора несмотря на известные особенности электронных спектров поглощения произ-

водных азуленов. Установлено, что при выделении окрашенного в синий цвет пятна хамазу-

лена с ТСХ-пластин в экстракт попадают и другие неполярные компоненты масел, детек-

тируемые при записи хроматограммы в условиях ОФ ВЭЖХ при длине волны детектора 

210 нм. Установлено также, что при записи хроматограмм при 200 нм возможна диффе-

ренциация масел, поскольку большая часть компонентов этих масел имеет в структуре по 

крайней мере одну изолированную двойную С=С-связь, позволяющую детектировать соеди-

нения при 190 - 200 нм. 

Ключевые слова: обращенно-фазовая ВЭЖХ, хамазулен, спектрофотомерия, эфирные масла, 

Matricaria chamomilla, Achillea millefolium, Tanacetum annuum, Artemisia absinthium 
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A method for the determination of hamazulene in essential oils using reverse-phase high-

performance liquid chromatography with diode-matrix detection has been developed. The possibil-

ity of qualitative determination of hamazulene from the electronic absorption spectra recorded in 

the detector cell and quantitative determination of this substance during detection at several differ-

ent wavelengths is shown. To obtain chromatograms, it is proposed to use C18 stationary phase 

with a mobile phase containing 20 vol. % water in acetonitrile. Samples for the study were prepared 

by dissolving essential oils in acetonitrile. The chromatographic determination of hamazulene is 

not hindered by the accompanying components of the studied essential oils of four plants: Matri-

caria chamomilla, Achillea millefolium, Tanacetum annuum and Artemisia absinthium; the con-

centration of hamazulene in them was 0.184, 0.311, 0.299 and 0.0025 mol/l, respectively. The wave-

length of 603 nm provides the most selective detection of hamazulene along a complex electron-

vibrational band for a solution in the mobile phase. When the detection wavelength changes from 

603 to 350 and up to 280 nm, the sensitivity of hamazulene detection increases by 15.5 and 187 times. 

The chromatographic method has a linear response of the detector despite the known features of 

the electronic absorption spectra of azulene derivatives. It was found that when a blue-colored spot 

of hamazulene is isolated from TLC plates, other nonpolar components of oils that are detected 

when recording a chromatogram under HPLC conditions at a detector wavelength of 210 nm also 

enter the extract. It was also found that when recording chromatograms at 200 nm, differentiation 

of oils is possible, since most of the components of these oils have at least one isolated double C=C 

bond in the structure, which allows detecting compounds at 190-200 nm. 

Key words: reverse-phase HPLC, chamazulene, spectrophotometry, essential oils, Matricaria chamomilla, 
Achillea millefolium, Tanacetum annuum, Artemisia absinthium 
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ВВЕДЕНИЕ 

Хамазулен – это производное азулена, 

С10Н8 – бицикло-[5.3.0]-дека-1,3,5,7,9-пентаена,– 

уникального небензоидного ароматического би-

циклического углеводорода с десятью атомами уг-

лерода в sp2-гибридном состоянии – изомера 

нафталина. Строение азулена, схема 1, отличается 

от строения нафталина не только числом атомов 

углерода в циклах, но и наличием синей окраски, 

связанной с переносом электрона с семичленного 

на пятичленный цикл.  

 

 
Схема 1. Строение азулена (I), гваязулена (II) и хамазулена 

(III) 

Scheme 1. The structure of azulene (I), guaiazulene (II) and 

hamazulene (III) 

 

Производные азулена, включая гваязулен и 

хамазулен, встречаются в природе как компоненты 

многих растений и грибов, таких как Matricaria 

chamomilla, Artemisia absinthium, Achillea millefolium 

[1, 2] и Lactarius indigo [1]. В медицине ингреди-

енты этих растений на протяжении сотен лет ши-

роко использовались в качестве противоаллергиче-

ских, антибактериальных и противовоспалитель-

ных препаратов [1]. Поэтому Matricaria chamomilla 

включена в Фармакопеи 26 стран [3].  

Но на самом деле в указанных растениях 

хамазулена нет – он образуется только при пере-

гонке с водяным паром из проазуленовых сескви-

терпеновых лактонов [4], например, в ромашке – из 

матрицина (I), через хамазуленкарбоновую кис-

лоту (II) [2, 4], схема 2. 

 

 
Схема 2. Образование хамазулена (III) из матрицина (I) при 

перегонке с водяным паром 

Scheme 2. Formation of hamazulene (III) from the matrix on (I) 

during distillation with water vapor 
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Исследования показывают, что чем выше 

концентрация хамазулена, тем выше антиокси-

дантная активность эфирного масла [2]. Поэтому 

определение хамазулена является важной аналити-

ческой задачей. Для определения хамазулена 

наиболее часто используется газовая хроматогра-

фия [2, 5, 6] и спектрофотомерия при 603 нм [7, 8], 

при 580 нм [5] и при 282 нм [6]. Поскольку высоко-

эффективная жидкостная хроматография не пред-

назначена для определения компонентов эфирных 

масел, то использование этого метода для опреде-

ления хамазулена также ограничено. Так, в работе 

[9] хамазулен определяли при стандартизации сто-

матологического геля «Матрицин-Дент», исполь-

зуя стационарную фазу Zorbax SB-C18 в элюенте, 

содержащем смесь двух компонентов: в первом 

1 об. % уксусной кислоты в воде, а во втором – аце-

тонитрил в соотношении 1:1 при УФ детектирова-

нии при 289 нм. В работе [10] ВЭЖХ использовали 

для количественного определения матрицина и ха-

мазулена на стационарной фазе Symmetry C18 в 

элюенте, содержащем метанол и воду в соотноше-

нии 9:1 при спектрофотометрическом детектирова-

нии при 254 нм. В работе [11] для разделения 

гвайязулена и ряда других терпеноидов была при-

менена обращенно-фазовая хроматография со ста-

ционарной фазой Nucleosil C18 и подвижной фа-

зой, составленной из ацетонитрила и воды 

(77,5:22,5) с детектированием при 220 нм. А в ра-

боте [12] приведена хроматограмма гвайязулена, 

полученная в условиях нормально-фазовой хрома-

тографии на силикагелевой фазе μPorasil в подвиж-

ной фазе н-гексан–этилацетат (98:2) при длине 

волны детектора 600 нм. 

Цель настоящей работы – разработка спо-

соба определения хамазулена в соответствующих 

эфирных маслах с использованием метода ВЭЖХ. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

В работе использовали эфирные масла ро-

машки германской (Matricaria chamomilla) и тыся-

челистника (Achillea millefolium) производства 

OOO ПКТ «Натуральная косметика», пижмы голу-

бой (Tanacetum annuum) производства dōTerra и 

полыни горькой (Artemisia absinthium) производ-

ства ООО «Виплюс».  

Электронные спектры поглощения записы-

вали на спектрофотометре Shimadzu UV 1550 в 

кварцевых кюветах с длиной оптического пути 1 см. 

Для количественного определения хамазулена в 

исходных маслах микрошприцем переносили V0 

мкл эфирного масла в мерную колбу вместимостью 

5 мл (Vk) и растворяли, доводя до метки ацетонит-

рилом или метилендихлоридом. Перед измерением 

раствор фильтровали через насадочный фильтр 

(Nylon Acrodisk, 13 mm, 0,2 μm) и записывали элек-

тронные спектры поглощения относительно эта-

нола в диапазоне 400-850 нм. Концентрацию хама-

зулена в масле рассчитывали по формуле: 

,
420 0V

VA
c k

 
моль/л,  (1)

 
где А – исправленная оптическая плотность рас-

твора, 420 – коэффициент молярного поглощения 

(ɛ = 420 моль·см-1·л-1 [7]), а Vk и V0 – объемы колбы 

и пробы в мл, соответственно. 

Хроматографические исследования прово-

дили на приборе Agilent 1260 Infinity с диодно-

матричным детектором. Использовали колонки 

4,6×100 мм Kromasil 100-5C18, 4,6×100 мм Kromasil 

100-5C8 и 4,6×150 мм Eclipse XDB-C18, 5 мкм. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

При разработке хроматографического ме-
тода необходимо, прежде всего, определиться с ти-
пом хроматографии – нормально-фазовой или об-
ращенно-фазовой. Отсутствие полярных групп, 
точнее групп, способных образовывать водород-
ные связи, делает нормально-фазовый вариант 
мало перспективным. Дело в том, что, например, в 
эфирном масле ромашки аптечной основные ин-
гредиенты – сесквитерпены (75-95%) [13] – веще-
ства, содержащие в структуре три изопреновых 
фрагмента. Среди сесквитерпенов, не содержащих 
атомов кислорода, кроме хамазулена (92,3–10,9%) 
в значительных количествах присутствует (E)-β-
фарнезен (7,11-диметил-3-метилен-1,6,10-додека-
тетраен, 4,9-8,1%), который, во-первых, также не 
может образовывать водородные связи с поверх-
ностными силанольными группами силикагеля, и, 
во-вторых, содержит две сопряженные двойные 
связи (т.е. имеет максимум поглощения в УФ-об-
ласти). Следовательно, может существовать про-
блема разделения этих двух соединений в условиях 
нормально-фазовой хроматографии. При этом об-
ращенно-фазовая хроматография должна оказаться 
достаточно эффективной для веществ с различной 
липофильностью [14], и действительно, липофиль-
ность (E)-β-фарнезена (miLogP = 5,84) суще-
ственно больше, чем у хамазулена (miLogP = 4,84), 
поэтому хамазулен должен элюироваться до (E)-β-
фарнезена. 

Плоская структура хамазулена благопри-
ятна для проникновения в разряженный привитой 

октадецильный слой [15], поэтому удерживание 
хамазулена может быть обеспечено распредели-
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тельным механизмом. И действительно, экспери-

ментально установлено, что фактор удерживания 
хамазулена на стационарной фазе Kromasil 100-

5C18, k, равен 2,42, и удерживание уменьшается 
более, чем в 2 раза при замене фазы С18 на фазу С8 

(k = 1,06) в подвижной фазе, состоящей из 100% 

ацетонитрила при температуре 30 С. Это полно-

стью соответствует удерживанию хамазулена по 
распределительному механизму.  

В работе [5] используется метод ТСХ отде-
ления хамазулена от примесей с целью получения 

стандартного образца – десорбцией этого вещества 
с синего пятна на силикагелевых пластинах. Но на 

самом деле к методу следует относиться с осторож-
ностью из-за присутствия в образце масла двух 

практически не удерживаемых на силикагеле ком-
понентов – хамазулена и (E)-β-фарнезена. И дей-

ствительно, при записи полученного нами такого 
образца наличие примесей более чем очевидно при 

записи хроматограммы при длине волны детекти-
рования 210 нм (рис. 1).  

В настоящей работе для количественного 

определения хамазулена был использован образец 
эфирного масла ромашки аптечной, концентрация 

хамазулена в котором была определена спектро-
фотометрически на длине волны 600 нм по из-

вестному молярному коэффициенту экстинкции 
(ɛ = 420 моль·см-1·л-1 [7]). Экспериментально было 

установлено, что интенсивность абсорбции и поло-
жения максимумов полос поглощения хамазулена 

со сложной колебательной структурой [16] в аце-
тонитриле (удобном для прямого последующего 

ВЭЖХ определения) и в метилендихлориде (для 
раствора в котором в литературе приведен необхо-

димый молярной коэффициент) практически иден-
тичны. Результаты спектрофотометрического опре-

деления хамазулена в трех образцах масел пред-
ставлены в табл. 1. 

 
Рис. 1. Разделение и электронные спектры поглощения ком-

понентов в пятне синей окраски, с ТСХ пластины. Условия 

разделения: колонка 4,6 × 100 мм Kromasil 100-5C18; подвиж-

ная фаза 100% ацетонитрил, 0,8 мл/мин; температура 30 °С. Ве-

щества: 1 – неизвестное, 2 – хамазулен, 3 и 4 – предположи-

тельно изомерные фарнезены; детектирование при 210 нм 

Fig. 1. Separation and electronic absorption spectra of compo-

nents in a blue spot, from TLC plate. Separation conditions: col-

umn 4.6 × 100 mm Kromasil 100-5C18; mobile phase 100% ace-

tonitrile, 0.8 ml/min; temperature 30 °C. Substances: 1 - un-

known, 2 - chamazulene, 3 and 4 - presumably isomeric farne-

senes; detection at 210 nm 

 

При расчете концентрации хамазулена по 

уравнению 1 в качестве оптической плотности ис-

пользовали разность плотностей раствора при 603 

и 850 нм: 

А = А(603 нм)-А(850 нм),  (2) 

для учета рассеивания света из-за присутствия в 

растворе коллоидной формы некоторых не полно-

стью растворимых в ацетонитриле липофильных 

компонентов. 

Таким образом, наивысшее содержание ха-

мазулена было найдено в масле тысячелистника. 

Для масла Artemisia absinthium надежные данные 

не могут быть рассчитаны из-за большого вклада 

остаточного поглощения от более коротковолно-

вых полос поглощения сопутствующих компонен-

тов масла, рис. 2. 

 
Таблица 1 

Результаты определения концентрации хамазулена (моль/л) в эфирных маслах спектрофтометрическим 

(СФ) и хроматографическим методами (n =3, p = 0,95) 

Table 1. Results of determining the concentration of chamazulene (mol/l) in essential oils by spectrophotometric 

(SP) and chromatographic methods (n = 3, p = 0.95) 

№ 
Наименование  

эфирного масла 

Метод 

СФ Хроматографический 

1 Matricaria chamomilla 0,184 ± 0,001 0,184 ± 0,002 

2 Achillea millefolium 0,313 ± 0,002 0,311 ± 0,007 

3 Tanacetum annuum 0,307 ± 0,002 0,299 ± 0,008 

4 Artemisia absinthium н/о 0,00250 ± 0,00005 
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Рис. 2. Электронные спектры поглощения растворов четырех 

масел, содержащих хамазулен. Растворы масел: 1 – Matricaria 

chamomilla (разбавление ацетонитрилом в 100 раз); 2 – Achillea 

millefolium (разбавление ацетонитрилом в 100 раз); 3 – Tanacetum 

annuum (разбавление ацетонитрилом в 100 раз); 4 – Artemisia 

absinthium (разбавление ацетонитрилом в 10 раз) 

Fig. 2. Electronic absorption spectra of solutions of four oils con-

taining chamazulene. Oil solutions: 1 - Matricaria chamomilla 

(dilution with acetonitrile 100 times); 2 - Achillea millefolium 

(100 times dilution with acetonitrile); 3 - Tanacetum annuum  

(100 times dilution with acetonitrile); 4 - Artemisia absinthium 

(10 times diluted with acetonitrile) 

 

В соответствие с параметрами спектра ха-

мазулена, записанного в кювете диодно-матрич-

ного детектора (вставка на рис. 1), для детектиро-

вания хамазулена можно воспользоваться макси-

мумами длин волн трех полос: 603, 350 и 280 нм. 

Хроматограммы масла ромашки, записанные при 

этих длинах волн, представлены на рис. 3. 

 

 
Рис. 3. Разделение компонентов эфирного масла Matricaria 

chamomilla. Условия разделения: колонка 4,6 × 150 мм 

Eclipse XDB-C18, 5 мкм; подвижная фаза ацетонитрил – 

вода (80: 20 об.), 0,8 мл/мин; температура 30 °С. Хромато-

граммы записаны при длинах волн, нм, указанных на ри-

сунке; в скобках приведена кратность увеличения интенсив-

ности поглощения для различных длин волн 

Fig. 3. Separation of the components of the essential oil of Matricaria 

chamomilla. Separation conditions: column 4.6 × 150 mm Eclipse 

XDB-C18, 5 µm; mobile phase acetonitrile–water (80:20 vol.), 

0.8 ml/min; temperature 30 °C. Chromatograms were recorded at 

wavelengths, nm, indicated in the figure; parentheses show the 

multiplicity of the increase in the absorption intensity for different 

wavelengths 

 
Рис. 4. Разделение компонентов четырех эфирных масел. Усло-

вия разделения: колонка 4,6 × 150 мм Eclipse XDB-C18, 5 мкм; 

подвижная фаза ацетонитрил – вода (80: 20 об.), 0,8 мл/мин; тем-

пература 30 °С, детектирование при 200 нм. Образцы рас-

творы масел: 1 – Matricaria chamomilla (разбавление ацетонитри-

лом в 100 раз); 2 – Achillea millefolium (разбавление в 100 раз);  

3 – Tanacetum annuum (разбавление в 100 раз); 4 – Artemisia 

absinthium (разбавление в 10 раз) 

Fig. 4. Separation of the components of the four essential oils. 

Separation conditions: column 4.6 × 150 mm Eclipse XDB-C18, 

5 µm; mobile phase acetonitrile–water (80:20 vol.), 0.8 ml/min; 

temperature 30 °C, detection at 200 nm. Oil solutions samples: 

1 - Matricaria chamomilla (100 times dilution with acetoni-

trile); 2 - Achillea millefolium (100 times dilution); 3 - Tanacetum an-

nuum (100 times dilution); 4 - Artemisia absinthium (10 times 

dilution) 

 

Из представленных данных следует, что в 

масле ромашки хамазулен хорошо отделяется от 

сопутствующих компонентов и поэтому может 

быть детектирован на хроматограмме при любой 

из приведенных на рисунке длин волн (603, 350, 

280 и 200 нм), хотя отнесение к хамазулену, строго 

говоря, может быть надежно выполнено только по 

длинноволновому спектру. На хроматограммах, за-

писанных при 603 нм, ни в одном из случаев не де-

тектируется пик гвайязулена (должен элюиро-

ваться после хамазулена в обращенно-фазовой 

хроматографии). Запись хроматограмм всех четы-

рех эфирных масел при длине волны 200 нм, рис. 4, 

показывает, что хамазулен хорошо отделяется от 

сопутствующих компонентов в случае трех масел – 

за исключением масла полыни горькой. Более того, 

хроматографический профиль всех масел разли-

чен. Это позволяет использовать ВЭЖХ для их 

идентификации (при наличии соответствующего 

банка данных) или для контроля их подлинности. 

Дело в том, что большинство исследованных в 

настоящей работе веществ эфирных масел содер-

жат в структуре по крайней мере одну несопряжен-

ную С=С-связь [17-22]. Максимум абсорбции для 

этого хромофора находится в ультрафиолетовой 
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области электромагнитного спектра, но длинно-

волновая часть спектра попадает в диапазон 190-

210 нм, и поэтому эти вещества могут быть детек-

тированы с применением УФ-детектора при элюи-

ровании в подвижных фазах системы «ацетонит-

рил-вода». 

При определении линейности зависимости 

оптической плотности раствора эфирного масла (с, 

мг/мл) Achillea millefolium в ацетонитриле при 

длине волны 603 нм, получена линейная зависи-

мость с высоким коэффициентом корреляции: 

y = 129,7·с; R² = 0,99993,  (3) 

несмотря на то, что оптическая плотность наиболее 

концентрированного раствора была очень высокой 

(почти 2,0). Для зависимости площади пика при 

хроматографическом определении хамазулена при 

той же длине волны для тех же растворов никаких 

проблем не было, поскольку для самого концен-

трированного образца раствора оптическая плот-

ность хамазулена в масимуме пика была порядка 

0,3, табл. 2. 

 
Таблица 2 

Определение линейности отклика спектрофото-

метра и иодно-матричного детектора от концентра-

ции масла Achillea millefolium в ацетонитриле при 

длине волны 603 нм 

Table 2. Determination of the linearity of the response 

of a spectrophotometer and an iodine array detector on 

the concentration of Achillea millefolium oil in acetoni-

trile at a wavelength of 603 nm 

№ 
Концентрация 

масла, мг/мл 

Оптическая 

плотность 

Площадь пика, 

mAU·s 

1 1,50·10-2 1,945 1315,3 

2 7,50·10-3 0,969 805,9 

4 3,75·10-3 0,491 403,1 

8 1,875·10-3 0,252 205,3 

 

Наконец, отметим, что чувствительность 

детектирования хамазулена при смене длины 

волны от 603 до 350 и до 280 нм возрастает в 15,5 

и в 187 раз, соответственно, что позволяет опреде-

лять хамазулен при более низких концентрациях 

по сравнению с определенными в настоящей ра-

боте. Синяя окраска хамазулена делает это соеди-

нение перспективным редким в природе красите-

лем синего цвета, дополняющим красные (антоци-

ановые) и желтые (каротиноиды) красители на рас-

тительной основе [23]. 

ВЫВОДЫ 

Предложен способ количественного опре-

деления хамазулена с использованием обращенно-

фазовой хроматографии в подвижной фазе 20 об. % 

воды в ацетонитриле при детектировании при 

603 нм. В этих условиях хамазулен полностью от-

деляется в образцах трех масел от сопутствующих 

компонентов эфирных масел. При этой длине 

волны возможно прямое спектрофотометрическое 

определение хамазулена. Показано, что чувстви-

тельность определения возрастает при использова-

нии детектирования при 350 нм и 280 нм. Это поз-

воляет использовать отечественный микроколо-

ночный хроматограф Милихром А-02 для опреде-

ления хамазулена.  
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