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El espectrómetro 
Raman junto con 
el cumplimiento 

de Data Integrity es una 
herramienta rápida y eficaz para la identifica-
ción de principios activos (APIs) dentro de un 
entorno altamente regulado manteniendo la 
integridad de los datos. Permite además el 
desarrollo de métodos conforme a USP o EP 
de una forma sencilla.
La industria farmacéutica es uno de los 
entornos más estrictamente regulados del 
mundo. Desde la recepción de las materias 
primas hasta el empaquetado del producto 
final, todos los procesos productivos deben 
monitorizarse de acuerdo con los requeri-
mientos legales para asegurar la calidad del 
producto y minimizar los riesgos para los 
pacientes en todos los rincones del planeta. 
Las diferentes farmacopeas internacionales 
y las guías GMP exigen la identificación quí-
mica, entre otros ensayos, de los principios 
activos (APIs). [1],[2],[3] Se requieren métodos 
rápidos y precisos para garantizar de forma 
inmediata si un determinado lote cumple 
especificaciones y puede ser liberado. El es-
pectrómetro Raman ofrece una identifica-
ción rápida y fiable utilizando la compara-
ción algorítmica con librerías de espectros. 
Permitiendo el desarrollo y la validación de 
los métodos analíticos mediante procesos 
sencillos a través de una interfaz de usua-
rio intuitiva. El software debe cumplir con la 
regulación 21CFRPart11 de la FDA, además 
de garantizar la seguridad, la integridad y la 
trazabilidad de los datos.[4]

Principios Activos (APIs)
De acuerdo con GMP un ingrediente far-
macéutico activo (API) o principio activo es 
“cualquier substancia o mezcla de substan-
cias destinadas a ser utilizadas en la fabri-
cación de un medicamento y que, una vez 
utilizada en la su producción, se convierte 

en un ingrediente activo del mismo”. [4]. 
Además, GMP indica que estas substancias 
están destinadas a proporcionar actividad 
farmacológica u otro efecto directo en el 
diagnóstico, tratamiento, o prevención de 
una enfermedad, o para afectar directa-
mente a la estructura y la función del cuer-
po”. [4].

De acuerdo con las farmacopeas internacio-
nales, se requiere el ensayo de identificación 
de todos y cada uno de los API usados en la 

fabricación de medicamentos, tal y como se 
recoge en sus respectivos capítulos. [5], [6]

Requisitos para la identificación 
mediante espectroscopía Raman de 
acuerdo a la USP
De acuerdo al capítulo 197 de la USP, la es-
pectroscopía Raman se puede utilizar para la 
identificación de materias primas como exci-
pientes, precursores, o API [6]. Con las siguientes 
recomendaciones: la instrumentación debe es-

API Medicamento Abreviatura

Acetaminophen Analgesic, antipyretic AAP 

Amoxicillin antibiotic AMX 

Aspirin Analgesic, anti-inflammatory drug, antipyretic ASP 

Azithromycin antibiotic AZM 

Caffeine CNS stimulant CAF 

Ciprofloxacin antibiotic CFX 

Clarithromycin antibiotic CLM 

Dopamine HCl Anti-hypotensive, treatment of bradycardia DOP 

Hyaluronic acid 
sodium salt 

glycosaminoglycan HYA 

Hydrocortisone Corticosteroid, Immunosuppressive drug HYD 

Ibuprofen 
Non-steroidal anti-inflammatory drug, anti-pyretic, 
analgesic 

IBU 

Tabla 1: Listado de API medidos.”

Figura 1: Montaje experimental.
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tar preparada para la medida de acuerdo con 
las recomendaciones del fabricante y se debe 
realizar un ensayo de adecuabilidad antes de 
su uso. Los espectros de referencia y de mues-
tra deben recogerse con los mismos paráme-
tros instrumentales. Los espectros resultantes 
se comparan entonces cualitativamente. Cuan-
do sea posible, se debe utilizar un patrón de re-
ferencia USP [5]. La comparación cualitativa se 
puede realizar mediante algoritmos utilizando 
modelos quimiométricos [7]. El método debe 
ser validado conforme a USP 1225 [8]. En el caso 
de análisis cualitativos, la especificidad y la ro-
bustez del método se deben demostrar duran-
te su validación [7], [8].

Identificación utilizando espectroscopía 
Raman

Montaje experimental
Para los ensayos de identificación de los 
API se utilizó un espectrómetro Raman Cora 
5001 de Anton Paar con una longitud de 
onda de excitación de 785 nm (ver Figura 1). 
El instrumento cumple con USP 858 y, por lo 
tanto, perfectamente adecuado para los en-
sayos de identificación utilizando espectros-
copía Raman [9]. Para su control, se utilizó el 
software Spectroscopy Suite de Anton Paar, 
que cumple plenamente con todos los requi-
sitos de la 21CFRPart11 de la FDA, aseguran-
do además la integridad de datos [4].

Desarrollo del método
Antes de su uso, se comprobó la calibración 
del instrumento a través del ensayo de ade-
cuabilidad (System Suitability Test) estándar. 
Como primer paso para el desarrollo del mé-
todo, se realizaron diferentes ensayos pre-
vios para la optimización de las condiciones 
de medición. El enfoque automático y la de-
terminación automática del tiempo de expo-
sición incorporados en el equipo hacen que 
este proceso sea rápido y sin sencillo. Los 
parámetros obtenidos se guardaron en un 
método que fue creado, revisado y aprobado 
por los diferentes niveles de usuario según el 
flujo de trabajo y aprobación definido en el 
sistema mediante firma electrónica.
A continuación, se creó una librería con los 
espectros de alta calidad obtenidos a partir 
de las substancias de referencia, que tam-
bién se introdujo en el flujo de aprobación 
del sistema. Tras la aprobación del respon-
sable los espectros quedaron listos para su 
uso en la librería espectral de referencia.

Desarrollo, publicación y aprobación de la 
librería espectral
Para cada una de las substancias se creó 
una entrada, junto con su correspondiente 
espectro, en la librería de espectros. El sof-
tware ofrece la posibilidad de incluir infor-
mación adicional de la substancia, como 
nomenclatura alternativa, símbolos GHS o 
comentarios personalizados que incluyan 
cualquier información relevante (número 
CAS, pureza, fabricante…). A continuación, 
cada entrada y la librería completa se libe-
raron para su aprobación. Tras la misma, la 
librería está lista para su uso en un método 
de identificación.

Ensayo de identificación
Tal y como requiere la USP, se creó un mé-
todo de análisis utilizando los mismos pará-
metros que los empleados para obtener los 
espectros de la librería. El software ofrece 
la posibilidad de copiar el método utilizado 
para adquirir los datos de referencia y añadir 
los parámetros de identificación, por lo que 
la igualdad de los parámetros de medición 
está garantizada. El nuevo método se firma 
(realiza, revisa, aprueba) por todos los res-
ponsables. Y finalmente se realiza la medi-
ción e identificación de cada uno de los API 
(ver Tabla 1).

Algoritmo de coincidencia con la librería
Para realizar la comparación de los espectros 
de muestra y referencia, el software ofrece un 
algoritmo de coincidencia Hit Quality Index 
(HQI).
Los resultados de esta coincidencia algo-
rítmica se encuentran en el rango de cero si 
no hay ninguna correspondencia a cien para 
espectros idénticos.

La verificación de las substancias es muy 
sencilla, puesto que el algoritmo únicamen-
te necesita que el usuario defina un umbral 
de coincidencia.

Resultados y validación del método.
La tabla 2 muestra las coincidencias de cada 
muestra frente a los espectros de referen-
cia utilizando el algoritmo HQI. Se aprecia 
claramente que todas las substancias son 
identificadas con un umbral HQI del 94%. La 
especificidad del método queda reflejada al 
comparar los espectros de substancias con 
estructuras muy similares, como la azitromi-
cina y la claritromicina, por ejemplo. La di-
ferencia HQI es >12, por lo que ambas subs-
tancias son perfectamente identificables con 
el algoritmo utilizado a pesar de su similitud 
estructural.
Otros antibióticos que no tienen estructu-
ras similares, son identificados con diferen-
cias HQI >87. La comparativa visual de los 
diferentes espectros de los antibióticos mos-
trada en la Figura 2 ilustra el potencial de 
discriminación de la espectroscopía Raman.
Los espectros obtenidos para API típicos 
de medicamentos analgésicos OTC (over-
the-counter), como el ibuprofeno, el ácido 
acetilsalicílico o el acetaminofén son incluso 
más claros (Figura 3). Los espectros son más 
limpios debido al hecho de que las molécu-
las comparadas son relativamente pequeñas 
con menos centros activos. Los resultados 
HQI difieren de nuevo en más de 81, mos-
trando una excelente discriminación usando 
el sencillo algoritmo HQI.
Las medidas se realizaron por triplica-
do para evaluar también la repetitividad, 
las desviaciones estándar variaron entre 
0,00004 y 1,36 del HQI. Se recomienda tam-
bién la comprobación de la repetibilidad y 

Tabla 2: Matriz HQI que muestra la especificidad y la robustez (promedio de mediciones triples) del método 
identificación. Los API marcados en rojo son antibióticos, los API marcados en amarillo son medicamentos OTC.
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robustez del método realizando la medición de los espectros en días diferentes y por dife-
rentes usuarios.

Una vez completada la validación, el mé-
todo estará listo para su uso en producción.

Conclusión
La espectroscopía Raman junto con un sof-
tware que permita cumplir con la regulación 
21CFRPart11 de la FDA, además de garanti-
zar la seguridad, la integridad y la trazabili-
dad de los datos, acelera la identificación de 
API. La validación del método confirma la 
especificidad y robustez del procedimiento 
y se realiza con la misma sencillez y rapidez 
que las propias medidas del ensayo ◉

Figura 2: Espectros Raman de cuatro antibióticos diferen-
tes, como se muestra en el menú de procesado del sof-
tware. Los espectros se han normalizado al pico más alto.

Figura 3: Espectros Raman de API típicos en 
analgésicos de OTC como se muestra en el menú 
de procesado del software. Los espectros se han 
normalizado al pico más alto.
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