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 چكيده 

تركيبات خانواده ايميدازول از مهمترين اين . ها دارندهاي قارچي كاربرد وسيعي در درمان ضايعات قارچي دام داروهاي ضد بيماري
ر سنتز تركيبات هستند كه مي توانند از طريق تماس موضعي با پستان دام ياجذب پوستي وارد شير و زنجيره غذايي انسان شوند و با مها

 . برجاي گذارندشير سلامت ايمني ودها در بدن انسان و يا بروز آثار گوارشي ناخواسته اثرات سويي در ئياسترو

 نمونه شيرپاستوريزه از واحد هاي لبني 60در اين تحقيق جداسازي و شناسايي باقيمانده داروهاي ضد قارچ از خانواده ايميدازول در تعداد 
 مايع پخشي و دستگاه -به اين منظور از تكنيك ميكرو استخراج مايع.  مورد آزمون قرار گرفت،تبر سازي روشبا توليد بالا پس از مع

حد  و)  برابر25 -250(بالا  تغليظ فاكتور بهينه استخراج، در شرايط. تركيب ايميدازولي استفاده شد2كروماتوگراف گازي به منظور آناليز 
در محدوه  اي موردنظرهاي تجزيهكاليبراسيون گونه هايمنحني يج آزمايشگاهي نشان دادند كه نتا. آمد دست  بهμg/ml  01/0تشخيص
μg/ml 1- 01/08/6براي كتوكونازول    قبول روش است،دهنده تكرارپذيري قابل درصد انحراف معيار نسبي كه نشان. است  خطي – 

به دست آمد  % 78/101و كلوتريمازول % 9/95بي براي داروي كتوكونازول درصد بازيا. دست آمد به3/0 – 3/5  و براي كلوتريمازول 2/1
   .دهنده كارآمد بودن روش  استكه نشان

كلوتريمازول در شير را با حد   نمونه شير پاستوريزه در ماههاي مختلف سال ،آلودگي به تركيبات كتوكونازول و 60آناليز انجام شده روي 
  . نشان نداد) ليتر ميكروگرم بر ميلي 01/0(تشخيص 

  10كتوكونازول وكلوتريمازول در نمونه هاي شير پاستوريزه  نتايج آزمايشات انجام شده نشان مي دهد باقيمانده داروهاي ضد قارچ
 كارخانه بزرگ توليد كننده شير پاستوريزه از حد تشخيص اين روش آناليز كمتر بوده و باقيمانده اين تركيبات ضد قارچ در نمونه هاي

  .مورد مطالعه بعنوان يك آلاينده شيميايي مخاطره آميز مطرح نمي باشد
  

  كلوتريمازول  شير پاستوريزه، باقيمانده داروهاي ضد قارچ ،جداسازي،شناسايي، معتبر سازي، كتوكونازول،:كليد واژگان

                                                 
  hedayat@sbmu.ac.ir  :مكاتبات مسئول ∗
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  مقدمه -1
اي در هاي قارچي نقش برجستهداروهاي ضد بيماري

هاي شيري داشته و دام موضعي  قارچيدرمان ضايعات
اين . شوندحتي گاهي به عنوان پروفيلاكسي به كاربرده مي

هاي مختلف شيميايي باشند توانند از خانوادهتركيبات مي
 ها هستندكه با مهار آنزيم Imidazole كه مهمترين آنها 

cytochrome P450 14α-demethylase  مانع از
. د مي شونergosterol به lanosterolتبديل 

، Miconazoleمشهورترين تركيبات اين خانواده 
Ketoconazole ،Clotrimazole ،Econazole ،

Bifonazole ،Butoconazole ،Fenticonazole ،
Isoconazole ،Oxiconazole ،Sertaconazole ،
Sulconazole و Tioconazoleاين تركيبات .  هستند

-مييدها در بدن انسان ئهمچنين سبب مهار سنتز استرو

  ] .1[اي به دنبال دارند شوند و آثار سمي ناخواسته
داروهاي ضدقارچ از خانواده ايميدازول كه بطور متداول 

  ،Ketoconazoleدر ايران استفاده مي شوند شامل 

Clotrimazoleاين مواد كاربرد موضعي .  مي باشد
هاي موضعي داشته و گستردگي كاربرد اين فرآورده

 سبب شود اين مي تواند شيرده هايبرسطح پستان دام
تركيبات به زنجيره غذايي انسان وارد شده و موجب بروز 

بخشي از . بار گوارشي و سيستميك شوندآثار جنبي زيان
يدها و بخش ديگر به ئاين آثار جانبي به مهار سنتز استرو

آثار ناخواسته گوارشي از جمله تغيير فلور دستگاه 
-كوليك، دردهاي اپيشود كه شامل گوارش مربوط مي

 ].2[شود گاستريك، تهوع، استفراغ و اسهال مي

هانگ و همكاران روش سريع وحساسي را براي تعيين 
مقدار كمي داروهاي كتوكونازول و دوستاكسل از 

آناليز به روش  . پلاسماي موش گزارش كردند
كروماتوگرافي مايع با شناساگر اسپكتروسكوپي جرمي و 

استات  مايع با اتيل-خراج مايعاستخراج به روش است
 -ppm  20منحني كاليبراسيون در محدوده. انجام شد

  براي كتوكونازول خطي بود دقت آناليز براي يك 05/0
 95و صحت روش از % 7روز و روزهاي مختلف در حد 

  ].3[تعيين شده است % 110تا 
گيري داروي كتوكونازول را بـه        آندروز و همكاران  اندازه    

. خراج فاز جامد در سرم انساني گزارش كردنـد        روش است 

 انجـام  Sep-Pak C18تغليظ با استفاده از كارتريج پيش
بازيابي  .   فاز معكوس انجام شد     HPLCو آناليز به روش     

  . ]4[گزارش شده است% 77روش تقريباً 
همدي و همكاران  با اسـتفاده از كرومـاتوگرافي مـايع بـا           

يومر كتوكونــازول را در توانــستند انــانت 1ســتون فــضاويژه
ــد  ــدار كنن ــين مق ــن روش از . پلاســماي مــوش تعي در اي

. اتـر اسـتفاده شـد      مايع با تترا بوتيل متيل       -استخراج مايع 
 و مقـدار    ppm 0625/0كمترين حـد تعيـين مقـدار دارو         

گـزارش شـده     % 0/89 تا   3/81بازيابي  دارو با اين روش       
  ].5[است

ــارچ  ــاران داروي ق ــنن و همك ــش كل وي ــازول و ك وتريم
را بـــه دو روش ) كتوكونـــازول(اســـتاندارد داخلـــي آن 

مـايع از پلاسـماي   -دهي پروتئين و استخراج مـايع     رسوب
براسـاس مقايـسه ايـن دو       . موش جداسازي وآناليز كردند   

عنــوان روش اســتخراج دهــي پــروتئين بــه روش، رســوب
مناسب براي پيش تغليظ كلوتريمازول از پلاسما انتخـاب         

آنـاليز  . گـزارش شـد   % 98ي  روش اسـتخراج        بازياب. شد
داروها با استفاده از روش الكتروفورز مويين انجام شد كه          

  و حد تعيين مقدار آنμmol L-1 3/0حد تشخيص آن 

μmol L-15/0 6[ گزارش شد.[  
اي وگزارشات، تا از آنجاكه با توجه به مطالعات كتابخانه

 دو دارو در كنون گزارشي از جداسازي و تعيين مقدار اين
است اين تحقيق بمنظور  پيچيده شير ارائه نشدهمحيط

 10ارزيابي ميزان اين دو تركيب در شيرهاي پاستوريزه 
  .كارخانه پر توليد كشور انجام گرديد

  

  مواد و روش كار -2

   تهيه نمونه 2-1
 نمونه شير پاستوريزه در چهار فصل مختلف 60تعداد 

 پر توليد كشور نمونه  كارخانه10سال توليدشده توسط 
  .برداري و در مجاورت سرما به آزمايشگاه منتقل شد

   روش استخراج-2-2
  ايــن دو SPEدر روش اســتفاده شــده بــراي اســتخراج 

داروي ايميدازولي ، ازتانك استخراج  كه داراي مانيفولـد          
 استفاده شد و mmHg762  تايي و سنجش خلاء  تا 20

                                                 
1. Stereospecific 
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وم آبـي بـه تانـك وصـل     براي ايجاد خلا مورد نياز خرط ـ 
 Sep-Pak همچنين براي استخراج از كـارتريج  . گرديد

C18     با شـماره WAT020515       از شـركت Waters 
  ml  10بـراي آمـاده سـازي كـارتريج ابتـدا     . استفاده شـد 

زدايـي شـده بـا سـرعت         آب يون  ml 10متانول و سپس    
ml/min 1  ــد ــور داده ش ــارتريج عب ــپس.  از ك  ml 5س

  محلـول بـافر   ml  10 و % 2م كلرايد محلول نمك سدي
 از آن عبور ml/min 1  با سرعت  =pH 8/5 فسفات  با

بعد از بارگذاري محلول نمونه در كـارتريج  بـا           . داده شد 
  بـا عبـور   min5  كارتريج به مـدت  ml/min 1سرعت 

زدايـي شـده بـا       آب يون  ml 5هوا از آن خشك شد و با        
محلول واجذب   شسته شد سپس با      ml/min 5/2سرعت  
  انجـام شـد      ml/min 1واجذب با سـرعت      % 95اتانول  

) شـده حاوي داروهاي اسـتخراج   (محلول حاصل   ] . 8و7[
حاصـل  . آوري شـد  اي جمـع  در يك لوله آزمايش شيـشه     

ــاز  C 50°اســتخراج در حمــام آب  ــان گ ــور جري ــا عب  ب
بعـداز خـشك    .   خشك شـد    min 45نيتروژن به مدت        

ل بـه آن اضـافه و بـه مـدت            اسـتونيتري  ml 1شدن كامل   
Sec30    با ورتكس همزده شد و سپس بـه مـدت min3 

 از اين محلول بـه  μl 20. در حمام اولتراسوند قرار گرفت   
HPLC 10و9[ تزريق شد  .[  

   آزمون كروماتوگرافي -2-3
ــازول  ــاتوگرافي كتوكون ــراي كروم ــازول  از ب  و كلوتريم

 1200دل  دستگاه كروماتوگراف مايع بـا كـارآيي  بـالا م ـ          
 و  UV آمريكـا بـا آشكارسـاز        Agilentساخت شركت   

ــدازه ذره C18 Eclips XDBســتون  ــا ان   و µm 5 ب
 آمريكـا اسـتفاده   Agilent شركتmm  6/4 ×250طول 
ــد ــستم     . ش ــوس و سي ــاز معك ــتفاده ف ــورد اس روش م

ــود  ــك ب ــستم   .ايزوكراتي ــك سي ــامل ي ــاز متحــرك ش  ف
ر اسـتات   بـاف % 15اسـتونيتريل و    % 85ايزوكراتيك شـامل    

 توسط  pHبود كه تنظيم    ) =pH 6/4 با mmol 20(سديم
ســرعت جريــان فــاز .  انجــام گرفــتM2اســيد اســتيك 

ــقml/min 1متحــرك    ــود µL20  و حجــم تزري . ب
همچنين از امواج اولتراسونيك براي گاززدايي فاز متحرك        

طـول مــوج بهينـه بــراي بـه دســت آوردن    . اسـتفاده شــد 
دماي .  انتخاب شد    nm 212حداكثر پاسخ آشكارساز در     

 min 5 و طول زمـان آنـاليز كرومـاتوگرافي          C 35°ستون

ــود ــزار  . ب ــرم اف ــط ن ــات توس  Agilent Chemاطلاع
Station   11[ پردازش شد  .[  

هـا ابتـدا حـلال خـالص        براي تعيين زمان بـازداري  دارو      
هـا تزريـق شـد، سـپس از          استونيتريل بدون حـضور دارو    

  ppmكتوكونازول بـا غلظـت   هاي كلوتريمازول و   محلول
در شـرايط   .  در استونيتريل به طور جداگانه تهيـه شـد         40

:  تركيب درصد اسـتونيتريل    كاملا يكسان در فاز متحرك با     
-به  pH=6/4  درMm20 با بافر استات   )15 : 85(بافر 

ترتيب محلول كتوكونـازول و كلوتريمـازول بـه دسـتگاه           
  ].  12و13. [تزريق شد

ــد  ــين ح ــراي تعي ــشخيص روش، ب ــلال  10 ت ــار از ح  ب
استونيتريل به دسـتگاه تزريـق  شـد و سـطح زيـر پيـك                 

 1/0هـايي بـا غلظـت       نويزها آن مشخص شـد و محلـول       
از ppm 100 و70 ،50 ،20 ،10 ،5 ،3 ،1 ،5/0، 25/0،

ها تهيه و بعداز به تعـادل رسـيدن سـتون بـا             مخلوط دارو 
با رسـم   منحني حاصل   . شرايط بهينه به دستگاه تزريق شد     

بـا اسـتفاده از     . سطح زير پيك بر حسب غلظت رسم شد       
معادله منحني كاليبراسيون و ميانگين سطح زير پيك نـويز          

  . مقدار حد تشخيص تعيين شد
هاي متوالي سري براي تعيين حد تعيين مقدار اندازه گيري

 70 ،50 ،20 ،10 ،5 ،3 ،1 ،5/0، 25/0 ،1/0هاي غلظت
مخلوط هر دو دارو در هاي  از محلولppm  100و

  . شرايط بهينه انجام شد
هاي هايي در غلظتبراي رسم منحني كاليبراسيون محلول

مختلف  در دو محدوده غلظتي مختلف غلظتهاي كم 
)ppm 5 - 1/0 (هاي زيادو غلظتppm ) 100 - 10 (

  . تهيه و به دستگاه تزريق شد
  آناليز آماري -2-4

  انجامSPSSافزار نرم با حاصله هايآناليز آماري داده

 استفاده Excelافزار گرفت و براي رسم نمودارها از نرم
با استفاده از روش آناليز واريانس جهت بررسي . شد

دار بين مقادير حاصل وجود يا عدم وجود اختلاف معني
 تحليل و تجزيه منظور به. از هر شاخص به كار رفت

يز كمي شرط نرمال بودن قبل از آزمون آنال مقادير
اسميرنوف و همگني –واريانس با آزمون كولموگروف

. ها به وسيله آزمون لون تست گرديدواريانس داده
همچنين جهت تعيين دقيق وجود يا عدم وجود تفاوت 
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دار و دار بين تيمارهاي از آزمون تفاوت حداقل معنيمعني
هاي تيمارهاي چند گانه با يكديگر  جهت مقايسه ميانگين

 و تجزيه مراحل درتمامي. ن استفاده شداز آزمون دانك
 نظر در  درصد5 رد فرض صفر براي مجاز خطاي تحليل،

  شد گرفته

   نتايج-3

 مشاهده مي شود زمان مورد نياز 1 همانطور كه در شكل 
 دقيقه بوده  كه ابتدا پيك  كتوكونازول در 5براي آناليز 

 ظاهر 6/4 و سپس پيك  كلوتريمازول در دقيقه 4/3دقيقه 
 2/1براي دو پيك حدود ) Rt(اختلاف زمان بازداري . شد

كروماتوگرام مربوط به حالت مخلوط داروها . دقيقه بود
   . براي داروها بود 35/9نشان دهنده ميزان تفكيك 

  

  
  كرماتوگرام داروهاي كلوتريمازول و كتوكونازول در شرايط بهينه 1شكل

 حساسيت روش با تعيين دو عامل  حد تشخيص 
(LOD) و حد تعيين مقدار (LOQ) نتايج  سنجيده شد

 اندازه براي روش تشخيص حد نشان مي دهد 1جدول 

 ppm01/0  كلوتريمازول  گيري داروهاي كتوكونازول و
محدوده خطي    بود وppm1/0 و حد  تعيين مقدار

منحني كاليبراسيون نسبتاً وسيع و براي هر دو تركيب 
ppm 100 -1/0باشد مي.  

حراف استاندارد نسبي براي نه تكرار براي درصد ان
  مي 1/0- 5/8 و براي كلوتريمازول 1/0-5/7كتوكونازول 

باشد كه نشان دهنده تكرار پذيري قابل قبول روش است 
]14. [  

با استفاده از معادله خط رگرسيون مقادير داروهاي 
استخراج شده از شير محاسبه شد و درصد بازيابي 

 كلوتريمازول با استفاده از فرمول داروهاي كتوكونازول و
 كه بر اين اساس درصد بازيابي مربوطه محاسبه گرديد

 و درصد بازيابي براي كلوتريمازول 9/95كتوكونازول 
  .  تعيين گرديد78/101

شير پاستوريزه  نمونه 60روي آزمون انجام مراحل 
 كه بيشتري ميزان فراورده هاي لبنيمختلف كارخانه هاي 

كه نشان  يهيچگونه پيك مشكوك ، را دارندتوليد كشور

  باشد كلوتريمازولداروهاي كتوكونازول ودهنده وجود 
 دقيقه 6/4فقط در يك نمونه شير در زمان . ان نداد نشرا 

با فرض .  مشاهده شد70يك پيك با سطح زير پيك 
اينكه پيك ناشناس مربوط به حضور كلوتريمازول باشد، 

 ppm 6/0درصد معادل غلظت حدود 70سطح زير پيك 
 ميلي ليتر شير 5كلوتريمازول است كه براي حجم 

ه داروي بدليل اينك. مقداري غير قابل اغماض بود
 دقيقه خارج مي شود، 6/4كلوتريمازول درست در زمان 

لازم بود تست هاي تاييد كننده براي حضور دارو روي 
  لذا براي اين منظور از روش .نمونه شير انجام گيرد

Fraction Collectionبه اين ترتيب كه،.  استفاده شد 
از پنج بچ مختلف شير كه توليد همان تاريخ بود مجددا 

و نمونه هاي حاصل به دستگاه تزريق . نه برداري شدنمو
 دقيقه درست با همان سطح زير پيك در 6/4پيك . شدند

 دقيقه از 6/4درست از زمان . تمام نمونه ها مشاهده شد
مسير خروجي بلافاصله بعد از دتكتور، فاز متحرك جمع 

 تزريق پياپي براي هر نمونه و جمع 3پس از . آوري شد
 دقيقه، نمونه 6/4-6/5ر فاصله زماني آوري خروجي د

  . شدآماده تست 
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  معادله منحني كاليبراسيون وشاخص هاي حساسيت آزمون 1جدول 

    ppm 100 - 10:   غلظت زياد- ppm  5 - 1/0 :غلظت كم
  

  

  
  

كروماتوگرام نمونه شير پاستوريزه مشكوك به وجود كلوتريمازول، جهت وضوح بيشتر، كروماتوگرام دوم بزرگنمايي شده  2شكل 
  .كروماتوگرام اول است

طبق نتايج حاصل حضور ايكوزانوييك اسيد، هگزان دي 
اوئيك اسيد، پنتان دي اوئيك اسيد و لاكتيك اسيد با 

match quality براي نمونه هاي  درصد 90 حدود
مي توان به راحتي . حاصل توسط دتكتور شناسايي شد

استنباط كرد كه پيك حاصل با توجه به مواد تشخيص 
داده شده، مربوط به حضور چربي هاي غير اشباع شير 
بودند و هيچگونه نشانه اي از حضور داروي 

 2همچنين در شكل . كلوتريمازول در شير موجود نبود

ه شير پاستوريزه كه حاوي پيك كروماتوگرام نمون
  .  دقيقه بود آمده است6/4مشكوك در 

  

  بحث-4
نسبتاً  جامع و كارآمد است كه يفاز جامد روش استخراج

سريع بوده ، نياز به مقدار كم نمونه دارد، استفاده كم از 
امكان  تغليظ بالا فاكتورحلال، عدم تشكيل  امولسيون و 

LOQ 
(S/N=10 ) 

LOD 
(S/N= 3) 

R2 
 رنج خطي
(ppm) 

 عامل شيميايي معادله كاليبراسيون

1/0  ppm 01/0  ppm 999/0  
1/0 -100 

 
y = 062/79 x + 36/1  غلظت كم 

1/0  ppm 01/0  ppm 9999/0  
1/0 -100 

 
y = 082/80  x – 0765/9 ظت زيادغل   

 كتوكونازول

1/0  ppm 01/0  ppm 9992/0  
1/0 -100 

 
y = 26/135 x + 2966/7  غلظت كم 

1/0  ppm 01/0  ppm 1 
1/0 -100 

 
y = 4/142 x – 16/207  غلظت زياد 

 كلوتريمازول
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خراج و در يك مرحله سازي وتغليظ را قبل از استپاك
كرواتوگرافي  استخراج با روش اين .سازدميآناليز فراهم 

 پيش روش عنوان به و باشدمي مايع با كارآيي بالا سازگار

 نتايج اساس بر .باشدمي قابل استفاده آناليز، از قبل تغليظ

گيري  اندازه براي روش تشخيص حد آمده، بدست
  بسيار پايين بوده داروهاي كتوكونازول و كلوتريمازول

ppm01/09درصد انحراف استاندارد نسبي براي .  است 
  و براي 2/1 – 8/6تكرار براي كتوكونازول  

 است كه نشان دهنده تكرار 3/0 – 3/5كلوتريمازول 
همچنين درصد بازيابي .پذيري قابل قبول روش است

 78/101و كلوتريمازول % 9/95براي داروي كتوكونازول 
  .دهنده كارآمد بودن روش  استمد كه نشاندست آبه% 

ماريا و همكاران جداسازي و تعيين مقدار داروي 
. ميكونازول را در پلاسماي انساني گزارش كردند

 انجام و 18C با كارتريج SPEاستخراج دارو به روش 
گزارش شده است كه در مقايسه % 85بازيابي اين روش 

ين تحقيق از ميزان با ميزان بازيابي روش بكار رفته در ا
  ].15[بازيابي كمتري برخوردار بوده است 

تورنر و همكاران  به روش استخراج فاز جامد داروي 
تغليظ  نمونه سرم انساني پيش21كلوتريمازول را در 

.  انجام شدHPLCآناليز داروها  به روش . كردند
  Hypersil ODS C18استخراج با استفاده از كارتريج

و % 118 تا 103درصد بازيابي بين انجام گرديد و 
 گزارش شده است كه mgL-105/0حساسيت روش 

نتايج اين روش از نظر درصد بازيابي با روش بكار رفته 
دراين تحقيق بسيار مشابه است اما حساسيت تحقيق اخير 

  ].16[از حساسيت روش تورنر و همكاران بالاتر است 
 10 پاستوريزه نتايج بدست آمده از آناليز نمونه هاي شير

كارخانجات لبني پر توليد كشور نشان داد باقيمانده دو 
دارو ضد قارچ متداول و پر مصرف در درمان بيماريهاي 
دامي يعني كتوكونازول و كلوتريمازول در نمونه هاي شير 
 تحت مطالعه كمتر از حد تشخيص روش آزمون

ppm01/0اين موضوع از نظر بهداشت و . بوده است
د غذايي از اين جنبه حائز اهميت است كه نشان ايمني موا

مي دهد در بخش قابل توجهي از شير پاستوريزه توليدي 
كشور باقيمانده داروهاي ضد قارچ ايميدازولي 

از .كتوكونازول و كلوتريمازول در حد بسيار پائين است

آنجا كه اين مطالعه اولين گزارش بررسي وجود باقيمانده 
 قارچي در كشور است بر اساس داروهاي ضد بيماريهاي

نتايج حاصل مي توان نتيجه گيري نمود در نمونه هاي 
تحت مطالعه كه قسمت عمده اي از توليد شير كشور را 
تشكيل مي دهند آلاينده شيميايي باقيمانده تركيبات ضد 
قارچ ايميدازول بعنوان يك مخاطره كه سلامت مصرف 

شد مصرف كنندگان را به خطر اندازد مطرح نمي با
صحيح داروهاي ضد قارچ و رعايت مدت زمان عدم 
مصرف شير در طي دوره مصرف اين داروها در دامهاي 
شيرده ، پايين بودن ميزان بيماريهاي قارچي در دامداري 
هاي شيري كشور به دليل شستشوي پستان دام در دو 
نوبت قبل از شير دوشي با مواد ضد عفوني كننده ويا عدم 

عات قارچي در دامهاي شيري و عدم درمان توجه به ضاي
ممكن آن با داروهاي ضد قارچ از جمله عواملي است كه 

سبب شود باقيمانده داروهاي ضد قارچ در شير است 
توليدي كشور در حد بسيار پايين و غير قابل تشخيص با 
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Antifungal drugs have an important role for treatment of fungal skin diseases of livestock and 
prophylaxis. These compounds belong to the different chemical groups but Imidazole group is 
one of the most important groups. 
In this study 60 pasteurized milk samples were analyzed by liquid-liquid microextraction and 
high performance liquid chromatography. And the efficiency of solid phase extraction and 
high performance chromatography-UV spectroscopy was evaluated in the extraction and 
determination of Ketoconazole and Clotrimazole analytes in milk. 
 In this research, after full validation, detection and quantitation limits were 0.01 μg.ml-1 and 
0.1 μg.mL-1 for Ketoconazole and Clotrimazole. The linear range of calibration was relatively 
wide (0.01-100 μg.ml-1). The relative standard deviation was 0.1-7.5% for Ketoconazole and 
0.1-8.5% for Clotrimazole.  
Monitoring of 60 pasteurized milk in different seasons for Clotrimazole and Ketoconazole 
residue with 0.01 ppm detection limit, demonstrated there is no detectable amounts of these 
antifungal residues in pasteurized milk. 
 
Key words: Pasteurized milk, Antifungal residue, validation, Identification, Separation, 
Ketoconazole, Clotrimazole 
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