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다품목 공용 제약설비인 바이알 충전기에 대한 세척공정 밸리데이션
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ABSTRACT − The purpose of this study is to evaluate the efficacy of stipulated cleaning process, and the prohibition of
cross-contamination and microbiological contamination, which inadequate cleaning in multi-production could occur, through
cleaning validation of multi-purpose facility used to produce five biopharmaceutical products as sterile injection. After pro-
duction of five biopharmaceutical products such as hGH, rhGCSF, rhEPO, rhFSH and rhIFN using vial filling machine, the
cleaning validation such as residual analysis of active ingredients or human serum albumin, measurement of total organic
carbon (TOC), residual analysis of detergent and microbiological contamination were carried out. In the case of rhGH and
rhGCSF clean validations, drug residues were not detected. Furthermore, in the case of rhEPO, rhFSH and rhIFN clean val-
idations, human serum albumin residues were not detected. At TOC (total organic carbon) analysis, all clean validations
gave the TOC of about average 137.93%, not more than 150% of acceptance criteria. At sodium analysis for the checking
of residues of cleaning agent, sodium residues were not detected. In sterility test, they showed no microbiological con-
tamination of bacteria and fungi. Thus, this cleaning validation was determined as successful in protection of cross-con-
tamination and induction of safety in multi-purpose facility.
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세척공정 밸리데이션(cleaning validation)은 작업공정에서

기계 및 설비 등을 세척 작업을 할 경우 작업 의약품 및

세척제 등 세척 잔류물이 적절하게 세척되었는지를 검증하

고 문서화하는 과정을 나타내며, 일반적으로 세척공정은 오

염이나 물질의 전이로 인하여 의약품의 품질에 큰 영향을 미

칠 가능성이 있는 공정 단계나 상황에 대해 실시하여야 한

다.1-2) 또한, 세척공정을 수행하기 전에 세척공정에 대하여

세부적으로 기술한 표준작업지침서(standard operating

procedures, SOP)를 갖추고 있어야 하며, 이 규정된 절차에

따라 세척하였을 때 잔류물들이 적절하게 세척 및 제거되었

는지 검증하는 것도 세척공정에 포함되어야 한다.3,4) 특히, 다

종의 제품 생산에 사용되는 전용설비에서의 불완전한 세척

공정에서는 다른 제품이나 약물의 잔류로 인한 오염, 세척제

잔류에 의한 오염 및 분해산물이나 미생물 또는 세척제 잔

류 등에 의한 오염이 발생될 수 있기 때문에 이 물질에 대

한 검증이 필요하다.5-7) 본 연구에서는 생산부에서 생물학적

의약품을 함유한 다종의 의약품 무균 주사제 제품들을 생산

하는 바이알 충전기의 세척 공정 밸리데이션에 대한 정보를

제공하고자 한다. 즉, 본 연구의 바이알 충전기(model:

FFV2010, BAUSCH+STRÖBEL, 독일)은 rhGH(recombinant

human growth hormone),8) rhGCSF(recombinant human

granulocyte colony stimulating factor, filgrastim),9) rhEPO

(recombinant human erythropoietin),10) rhFSH(recombinant

human follicle stimulating hormone)11) 및 rhIFN(recombinant

human interferon-α2a)12) 등 5종의 생물 의약품 무균 주사

제 생산에 공용으로 사용되는 다품목 공용 제약설비(multi-

purpose filling machine)로 충전 설비의 세척 불량으로 인해

결과적으로는 동일한 설비로 생산을 하게 되는 제품들은 교

차 오염이 일어날 가능성을 가지고 있다. 따라서 발생될 수

있는 제품의 오염을 막기 위해 적절성과 유효성이 검증된 세

척공정이 필수적으로 요구된다.13) 특히, 약액이나 제품과 직

접 접촉하는 부위는 잔류물 및 오염원 등에 의해 교차오염
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이 일어날 가능성이 가장 농후하다. 따라서 본 연구에서는

바이알 충전기의 오염 핵심인 충전부위(filling unit, Figure

1)를 세척공정 밸리데이션 대상으로 선정하였다. 즉, 제품 생

산후 세척 및 멸균되어 무균 충전실로 반입된 충전부위

(Table I)는 교체되는 후속 제품을 생산하기 위해 충전기에

조립되며 조립된 후에는 주사용수를 사용하여 최종 세정 및

충전 용량의 보정을 실시하게 된다. 이 때 충전부위의 튜브,

펌프 및 노즐 등 제품이 직접 접촉하게 되는 부위를 통과하

여 나온 주사용수를 시료로 채취하여 세척제, 오염원 및 미

생물 잔류 확인 그리고 생물 의약품 5종이 잔류하는지의 여

부를 확인함으로서 세척공정 밸리데이션을 수행하였다.13)

실험 방법

원료 및 기기

인산, 2-프로판올 및 아세토니트릴은 Merck사(독일)에서

구입하였다. Human serum albumin 및 sodium standard

solution은 Grifols(스페인) 및 Kanto사(일본)에서 각각 구입

하였다. 세척제는 Extran® MA03(phosphate-free 및 chlorine-

free의 alkaline liquid concentrate)(No. 1.07550, Merck사,

독일) 을 사용하였다.

세척공정

rhGH, rhGCSF, rhEPO, rhFSH 및 rhIFN 함유 5가지

제품을 바이알 충전기로 생산한 후의 세척 공정을 Table 2

와 같이 case #1-#5로 분류하였다. 바이알 충전기(model:

FFV 2010, BAUSCH+STRÖBEL, Ilshofen, 독일)의 충전부

위의 튜브(tubing)들은 먼저 30초간 상수로 불순물을 씻어내

고 스펀지에 희석된 세척제를 50 mL 가량 적셔 튜브 외부

를 3회 이상 골고루 세척하였다. 튜브 내용량의 70%에 해

당하는 양의 희석된 세척제를 튜브 내부에 넣고 튜브의 양

끝을 잡고 30회 이상 양쪽으로 흔들어 주면서 내부를 세척

한 후 세척제를 버리고 상수로 튜브의 내, 외부를 30초씩

거품이 나오지 않을 때까지 세정하였다. 다시 튜브 내용량의

30%에 해당하는 상수를 채우고 양끝을 잡고 흔들어 거품이

발생하지 않음을 확인하였고 정제수로 20초간 튜브 외부를

Figure 1−Automated vial filling machine; (1), infeed part; (2), filling part-critical point; (3), stoppering part; (4), outfeed part; (5), operational
panel. Filling part consists of rotary piston pump (A) and tubing-nozzle set (B).

Table I−Filling unit and filter set of automated vial filling
machine

 Tools Maker Remarks

Filling
unit

rotary piston pump BAUSCH+STRÖBE
L (Germany)

#4487/#4495

filling nozzle Ø 2.0 mm

tubing #1 NALGENE Labware
(USA)

Ø 3.2 mm

tubing #2 Ø 4.8 mm

Filter
set

sterilizing liquid filter Sartorius Stedim 
(Germany)

0.2 

flex boy 
bioprocessing bag

Disposable

tubing #3 NALGENE Labware
(USA)

Ø 8.0 mm

tubing #4 Ø 9.6 mm

Table II−Compositions of case #1-#5

Case Product Components

#1 rhGH rhGH API, sodium phosphate dibasic, glycine, 
sodium phosphate monobasic

#2 rhGCSF rhGCSF API, d-mannitol, acetic acid, tween 80, 
sodium hydroxide

#3 rhEPO rhEPO API, HSA, sodium chloride, sodium 
phosphate monobasic, d-mannitol, sodium 
hydroxide

#4 rhFSH rhFSH API, HSA, sodium chloride, sodium 
phosphate monobasic, d-mannitol, sodium 
hydroxide

#5 rhIFN rhIFN API, HSA, d-mannitol, sodium phosphate 
dibasic, phosphoric acid
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세정하고 마지막으로 20초간 주사용수로 튜브 내, 외부를 최

종 세정하여 세척공정을 완료하였다. 또한 펌프(pump) 및

노즐(nozzle)의 세척은 20초간 상수를 기구 내, 외부로 흘려

묻어 있는 불순물을 씻어내고 초음파세척기(ultrasonic

cleaner, model: 8210R-DTH, Branson Ultrasonic Co., 미

국)에 펌프, 노즐 및 세척제 3 L를 넣고 10분간 가동하여

초음파로 세척한 후 기구를 꺼내고 초음파세척기의 세척제

를 버리고 정제수로 기계의 내부를 세정한 다음 5 L의 정제

수와 함께 펌프 및 노즐을 다시 넣고 5분간 초음파세척기를

가동하였다. 정제수로 30초간 펌프 및 노즐의 내, 외부를 세

정하고 마지막으로 20초간 주사용수로 최종 세정하여 세척

공정을 완료하였다.14)

시료채취

세척이 완료된 충전세트(Table I)를 autoclave(model:

DLOV, DE LAMA, 이태리)를 통해 멸균 및 건조시키고 무

균 충전실로 반입하였으며 바이알 충전기에 조립하여 장착

시킨 후 주사용수를 사용하여 튜브, 펌프 및 노즐을 최종 세

정하고 배출되는 주사용수를 직접 멸균용기 (cat. no. :

#430897, Corning® 50 mL pp self-standing screw cap

conicaltube, Corning Life Science, 미국)에서 채취하였다.13)

특히, 총유기탄소시험에 사용되는 샘플은 별도의 용기(cat.

no. : CHMI 90606, 40 mL certified TOC vial, pre-cleaned

glass vial with teflon-lined septa, GE Analytical Instruments,

미국)에 채취하고 즉시 밀봉하였다.13)

주성분 rhGH의 잔류 시험

주성분 rhGH의 잔류 시험은 겔컬럼 (TSK-GEL G3000

SWXL column, 300×7.8 mm, Tosoh, 일본)과 HPLC

(model: LC2000 Series, JASCO, 일본)을 가지고 이동상은

2-propanol/0.063 M 인산염 완충액 (pH 7.0) (30:70, w/

w%) 혼합액으로 214 nm의 파장에서 0.6 mL/min의 유속

조건으로 시료를 분석하여 rhGH 단백질의 피크 검출여부를

확인하였다.8) 

주성분 rhGCSF의 잔류 시험

주성분 rhGCSF의 잔류 시험은 Hi-Pore Reversed Phase

column (RP-304, 250×4.6 mm, BIO-RAD, 미국)과 HPLC

(model: LC2000 Series, JASCO, 일본)를 가지고 이동상은

주사용수:acetonitrile: trifluoroacetic acid (900:100:1, v/v%)

혼합액 A와 주사용수:acetonitrile:trifluoroacetic acid (200:800:1,

v/v%) 완충액 B를 농도구배를 주어 0.5 mL/min의 유속 조

건으로 280 nm의 파장에서 시료를 분석하여 rhGCSF 단백

질의 피크 검출여부를 확인하였다.9)

Human serum albumin 잔류 시험

Human serum albumin 잔류 시험은 겔컬럼 (TSK-GEL

G3000 SWXL column, 300×7.8 mm, Tosoh, 일본)과

HPLC (model: LC2000 Series, JASCO, 일본)을 가지고

이동상은 85% phosphoric acid 6.74 mL와 sodium sulfate

14.2 g을 주사용수 900 mL에 용해한 완충액 (pH 6.8)으로

214 nm의 파장에서 1.0 mL/min의 유속 조건으로 시료를 분

석하여 human serum albumin의 피크 검출여부를 확인하였

다.15)

총 유기탄소 측정시험

총 유기탄소(total organic carbon, TOC)는 용액을 산화반

응을 시켜서 발생하는 이산화 탄소량을 측정하여 총 탄소량

(TC, total carbon)에서 무기탄소량(IC, inorganic carbon)을

감한 측정치로 계산하였다.7) TOC analyzer (model: Sievers

820, GE Analytical Instruments, 미국)를 사용하여 최종 세

정에 사용된 주사용수의 사용 전 및 사용 후의 TOC 수치

를 각각 비교 측정하였다.7)

세척제의 나트륨 측정시험

세척제의 성분 중 sodium 성분은 원자흡광도계(AAS,

atomic absorption spectrometer, model: 3300, Perkin

Elmer, 미국)를 가지고 파장은 589.0 nm, slit width는

0.2 nm로 HCl-Na lamp와 C2H2/air flame gas를 사용하여

분석하여 세척제의 잔류여부를 측정하였다.16)

무균시험

대한약전 8개정 일반시험법 중 무균시험법의 멤브레인 필

터법에 따라 시험하였다. 즉, 최종 세척수를 clean bench내

에서 여과하여 사용한 멤브레인 필터를 fluid thioglycolate

medium에 넣어 30-35oC에서 14일간 배양하여 세균의 발육

여부를 확인하였으며 tryptic soy broth에 넣은 것은 20-25oC

에서 14일간 배양하여 진균의 발육 유무를 확인하였다.17)

결과 및 고찰

rhGH, rhGCSF, rhEPO, rhFSH 및 rhIFN 함유 5가지

제품을 바이알 충전기로 생산한 후의 세척 공정을 case #1-

#5로 분류하여 충전 후 세척공정이 완료된 충전세트에 대한

세척 유효성을 확인하고자 제품의 주성분 잔류여부를 확인

하였고 세척제의 성분 중에서 sodium으로 세제의 잔류여부
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를 TOC (total organic carbon)로 세척 후에 주성분과 세제

뿐만 아니라 첨가제나 유기물의 잔류 여부를 무균시험으로

세척과 멸균 후에 미생물에 의한 오염 여부를 조사하였다

(Table II). 또한 Table II의 각 제품별 원료 약품의 구성을

보면 case #3-#5의 제품에는 주성분 단백질 이외에 human

serum albumin을 안정제로 사용하였다. 따라서, case #1-#2

에서는 주성분인 단백질의 잔류 분석을 실시하였지만 case

#3-#5에서는 주성분의 잔류 확인분석에서 주성분인인 단백

질보다 많은 량의 human serum albumin이 첨가되기 때문

에 HPLC 분석으로 주성분의 peak를 특이적으로 확인할 수

없으므로 최종 세척수 내에 human serum albumin의 peak

검출 여부를 별도로 확인함으로써 주성분 단백질에 대한 세

척공정의 유효성을 검증하였다. 

Table IV은 각 측정에 대한 허용한계(acceptance criteria)

를 나타낸 것으로6) case #1-#5의 최종 세정에 사용된 주사

용수에서 의약품의 주성분(API) 또는 human serum

albumin 잔류량이 LOD (limit of detection) 아래의 결과로

검출되지 않아야 한다.8-9) 또한, TOC 측정시험에서는 사용

전 및 후의 주사용수에 대한 TOC 수치를 비교하여 주사용

수의 수질기준은 500 ppb 이하이나 자연노출에 인한 증가요

인과 시험오차를 감안하여 사용 전 주사용수의 TOC 수치

대비 150% 이하이어야 한다.7) 세척제의 잔류 확인 시험에

서는 나트륨 잔류량이 LOD 아래의 결과로 검출되지 않아야

하며, 14일간의 미생물 시험에서는 균의 발육이 관찰되지 않

아야한다.17) 

Case #1 및 #2에서 rhGH 또는 rhGCSF 충전 후 정해진

방법대로 충전세트의 세척 공정을 완료하였고 멸균 후 다음

제품 충전을 위해 충전기에 조립하여 최종 세정한 주사용수

를 채취하여 세척 공정의 유효성을 확인한 결과, 단백질 표

준품에서는 단백질 피크가 정상 검출되었지만 최종 세척수

에서는 residual rhGH 및 rhGCSF API의 피크는 검출되지

않았다(HPLC data 표시하지 않음). 따라서 세척제를 사용한

세척공정은 rhGH와 rhGCSF 제품 생산 후 잔류 가능성이

있는 주성분 단백질을 충전세트에서 모두 제거함으로서 규

정된 세척 공정이 유효함을 알 수 있었다. 마찬가지로 case

#3, #4 및 #5에서도 HSA 표준품에서는 정상적으로 단백질

피크가 검출되었지만 최종 세척수에서는 HSA의 검출 한계

인 LOD(0.9766 mg/L) 이하의 결과를 나타내어 피크 불검출

을 보인 것으로 보아 세척 공정이 유효하다고 판단하였다

(HPLC data 표시하지 않음). 

최종 세척수에 대한 사용 전, 사용 후의 TOC 수치를 비

교 측정한 결과 case #1은 136.25%, case #2는 145.45%,

case #3은 129.61%, case #4는 138.06%, case #5는 140.28%

로 모두 허용한계인 사용 전 주사용수 TOC의 150% 미만의

수치가 측정되어 기준을 만족하였다(Table III). 최종 세정에

사용되기 직전의 주사용수 보다는 TOC의 수치가 증가하였

지만 50% 미만으로 유기탄소량 성분에 대하여도 세척 유효

성을 확인할 수 있었다.7) 그리고 세척제의 나트륨 잔류를 측

정한 결과 모든 case에서 허용한계인 0.15625 mg/L 미만의

결과로 불검출되어 기준을 만족하였으므로 세척제가 정제수

와 주사용수를 이용한 세정 과정에서 효과적으로 제거되어

세척공정 완료 후에 잔류하지 않음을 알 수 있었다(AAS

data (HPLC data 표시하지 않음).16) 또한, 세척공정 완료

후 멸균을 통해 무균 충전실로 반입된 충전 부위에 대한 미

생물 오염의 여부를 확인하기 위한 최종 세척수의 14일간

Table III−Results of TOC

Case
Before use

(ppb)
After use

(ppb)
TOC
(%)

#1 160 218 136.25

#2 132 192 145.45

#3 152 197 129.61

#4 134 185 138.06

#5 144 202 140.28

Table IV-Results of all test

Test
Acceptance

Criteria

Case

#1
(rhGH)

#2
(rhGCSF)

#3
(rhEPO)

#4
(rhFSH)

#5
(rhIFN)

residual API (mg/L) < LOD ND ND - - -

residual HSA (mg/L) < LOD - - ND ND ND

TOC (%) < 150% 136.25 145.45 129.61 138.06 140.28

residual detergents (mg/L) < LOD ND ND ND ND ND

sterility ND ND ND ND ND ND

 *ND : not detected
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무균시험에서 세균 오염 및 진균 오염 확인 시험에서 균의

발육이 관찰되지 않았기 때문에 세척공정이 미생물 오염원

제거에도 유효함을 확인할 수 있었다.18)

따라서, 충전세트를 세정한 최종 세척수에 대한 단백질 또

는 human serum albumin, TOC, 세척제의 나트륨 성분 잔

류량은 검출되지 않거나 허용한도내에 잔류하였으며 무균시

험에서는 세균, 진균 모두 관찰되지 않는 것으로 보아(Table

IV) 본 세척공정이 유효하다고 결론지을 수 있었다.

결 론

rhGH, rhGCSF, rhEPO, rhFSH 및 rhIFN 함유 5가지

제품을 바이알 충전기로 생산한 후의 세척 공정의 유효성을

확인해본 결과, 주성분과 human serum albumin의 잔류는

HPLC 분석에서 검출되지 않았으며 TOC도 허용기준 내로

적합하게 측정되었다. 그리고 나트륨 성분 도 검출되지 않아

세척제가 잔류하지 않음이 확인되었으며 무균시험에서 균 발

육도 발생하지 않았다. 결론적으로 본 세척공정 밸리데이션

(cleaning validation)을 통해 세척제 및 세척공정의 유효성이

확인되었으며, 미리 규정된 세척 공정이 일관되게 유지되면

공용 설비인 vial filling machine을 사용하는 품목 간에 교

차오염이 방지되어 제품 안전성을 확보할 수 있다고 판단되

어진다.
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