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RESUMO

O objectivo do seguinte trabalho foi a amostragem de sinais espectrais de vibragao
RAMAN, associados a imagens de microscopia éptica acopladas aos espectros, a fim
de determinar a presenca de derivados de grafeno em amostras de vacinas COVID19
comercializadas sob quatro diferentes marcas.

Foram analisados mais de 110 objectos visiveis ao microscdpio éptico com aparéncia
compativel com estruturas de grafeno, dos quais um total de 28 objectos foram
seleccionados para este relatério devido a sua compatibilidade com a presencga de
grafeno ou derivados nas amostras, tendo em conta a correspondéncia entre as suas
imagens e sinais espectrais com os obtidos a partir de uma amostra padrdo e da
literatura cientifica.

Destes 28 objectos, em 8 deles a identidade do material com déxido de grafeno é
conclusiva devido a elevada correlagdo espectral com o padrao.

Os restantes 20 objectos mostram uma compatibilidade muito elevada com
estruturas de grafeno, tendo em conta tanto seus espectros como sua imagem Optica.

A investigagdo permanece aberta e é colocada a disposi¢do da comunidade cientifica
para discussao, replicacdo e optimizacgao.
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EXONERAGAO DE RESPONSABILIDADE

Esta investigacdo foi realizada exclusivamente pelo Dr. Pablo Campra, sem qualquer tipo de
retribuicdo de qualquer entidade privada ou publica, nem qualquer implicacdo ou
conformidade com os seus resultados e conclusGes por parte da instituicdo a que esta
filiado.

A caracterizagdo dos objectos relacionados corresponde exclusivamente as amostras
analisadas. Ndo é possivel sem uma amostragem significativa saber se estes resultados sdo
generalizdveis a outras amostras de marcas comerciais semelhantes.

O Dr. Pablo Campra é apenas responsavel pelas declaragdes feitas neste informe
assinado electronicamente, e ndo é responsdvel por quaisquer opinides ou conclusdes
gue dele possam ser retiradas na sua divulgacdo nos meios de comunicacao e redes
sociais que ndo sdo expressas neste documento, cuja versao original autenticada e
assinada electronicamente pode ser consultada na plataforma Researchgate:
https://www.researchgate.net/publication/355684360_Deteccion_de_grafeno_en_va
cunas_COVID19_por_espectroscopia_Micro-RAMAN
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1. METODOLOGIA ANALITICA

1.1. Fundamento da técnica do micro-Raman

Devido as caracteristicas da amostra e, em particular, a dispersao de objectos com
aparéncia grafénica de tamanho micrométrico numa matriz complexa de composi¢ao
indeterminada, a aplicacdo directa de métodos espectroscopicos ndo permite a
caracterizagdo dos objectos problema sem uma localiza¢do prévia ou fraccionamento
da amostra original. Portanto, a microscopia acoplada a espectroscopia RAMAN (micro-
RAMAN) foi seleccionada como técnica eficaz para uma prospecgao exaustiva dos
objectos micrométricos visiveis sob o microscoépio éptico.

A espectroscopia de infravermelhos RAMAN é uma técnica rapida e ndo destrutiva
gue permite a verificacdo da estrutura do material através da identificacdo de
modos vibracionais e fénons gerados apds excitacdo laser monocromatica, gerando
dispersao inelastica que se manifesta em picos de emissao de infravermelhos
caracteristicos da estrutura reticular do grafeno e derivados. A microscopia éptica
acoplada permite focar o laser de excitacdo em objectos especificos e pontos
localizados nos objectos e reforcar o grau de confianca na identificacdo da natureza
do material, e complementarmente obter informacgdes sobre a espessura, defeitos,
condutividade térmica e geometria dos bordes das malhas cristalinas de grafeno.

Modos vibracionais RAMAN de grupos funcionais comuns

0-P-O0 813 cm?

C-C 800 (600-1300) cm™*

C-0-C 800-970 cm* Raman médio

C-(NO2) 1340-1380 cm-! Raman fuerte; 1530-1590 cm! (asimétrica) Raman médio

C=C vibragées em anéis aromaticos (ex. Grafeno, grafite) (Otto, 1984)
1580-1600 cm-! : sinal Raman forte
1450, 1500 cm! : sinal Raman médio

-CH2- 1465 cm™ dobragem no plano H-C-H (scissoring)

C=N 1610-1680 cm! (bases nitrogenadas)

C=0 carbonilo 1640, 1680-1820 cm™!

C-H 3000 cm*

O-H 3100-3650 cm™
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1.2. Equipamento para espectroscopia de micro-Raman

e NBS5100_

ESPECTROMETRO LASER RAMAN JASCO NRS-5100

Confocal Raman MICROSCOPIO com espectrégrafo, inclui::
-variedade de ampliag¢des e distancias de trabalho de x5 a x100.
-até 8 lasers que vdao de UV a NIR

-SRI (imagens de resolucdo espacial) para visualizacdo simultdnea da imagem da
amostra e do ponto laser.

-DSF (Filtracdo espacial Dual) que optimiza a focalizacdo confocal da imagem produzida
pela lente objectiva para reduzir a aberragdao e melhorar a resolugao espacial e reduzir
os efeitos de fluorescéncia da matriz.

Os espectros foram analisados com o software SPECTRA MANAGER, versdo 2. JASCO
Corporation.

Anteriormente, o equipamento foi calibrado com padrdo de silicio a 520 cm-1.

Parametros de espectroscopia microRAMAN aplicados

Data array type Linear data array
Horizontal axis Raman Shift [cm-1]
Vertical axis Int.

Start 1200 cm-1

End 1800 cm-1

Data interval 1cm-1

Data points 601

[Measurement Information]

Model Name NRS-5100

Exposure 30 sec

Accumulation 3

Center wavenumber 1470.59 cm-1

Z position 27041.5 pm
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Binning Upper143

Binning Lower 202

Valid Channel 1-1024

CCD DV420_OE

Laser wavelength 532.09 nm
Monochromator Single
Grating 1800 I/mm

Slit 100 x 1000 um

Aperture d-4000 um

Notch filter  532.0 nm
Resolution  3.69 cm™, 0.96 cm™/pixel
Objective lens MPLFLN 100 x
BS/DMBS 30/70

1/2 plate Not fitted
Polarization Not fitted

Laser power 4.0 mW
Attenuator  Open

CCD temperature -60.0 eC
Shift  -3.00 cm™
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1.3 Espectroscopia de Micro-Raman de grafite e grafeno

BANDAS RAMAN CARACTERISTICAS DO
GRAFITE, GRAFENO e DERIVADOS

- G e 2D: estrutura cristalina do De Stankovich et al, (2007)

grafeno e grafite.

- D: defeitos na malha cristalina Qe "s
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1. BANDAS DE ESTRUTURA NANOCRISTALINA

- Banda G (~1580-1600 cm-1): Indica uma vibracdo fondnica permitida (vibracdo da malha
elementar) no plano do anel aromatico (hibridacdo sp2), caracteristica da estrutura cristalina
de grafite e do grafeno. Apresenta um deslocamento ao vermelho ou red shift (menor
frequéncia em cm-1), bem como uma intensidade mais elevada com maior nimero de
camadas. Pelo contrdrio, a energia mais elevada em grafeno dopado manifesta-se como blue
shift (maior frequéncia em cm-1), no rango de 1580-1600 cm-1 (Ferrari et al, 2007). Em grafite
G sdo mais potiagudas e mais estreitas do que em grafeno.

- Banda 2D (~2690 cm) (ou G'): Indica a ordem de empilhamento. Depende do nimero de
camadas, ndo depende do grau de defeitos, mas sua frequéncia é préxima do dobro da do pico
D. A sua posic¢do varia de acordo com o tipo de dopagem. A presenca de grafeno de camada
Unica (SLG) foi associada a presenca de um pico 2D isolado e pontiagudo, aumentando sua
largura com o nimero de camadas (Ni et al., 2008).

- A razdo lyp/lg € proporcional ao nimero de camadas na malha grafitica.
- Em grafite G e 2D sdo mais pontiagudas e mais estreitas do que em grafeno.
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2. BANDAS ACTIVADAS POR DEFEITOS na estrutura grafitica.

Sao gerados pela dispersao elastica (mesma energia) de portadores de carga e pelo
confinamento de fonon (anomalia de Kohn na dispersdo de fonons).

Nos oxidos de grafeno (GO) a desordem provém da inser¢do de grupos de hidroxilo
(- OH) e epodxidos (-O-).

- Banda D (~1340 cm-?). Mostra a densidade de defeitos na malha cristalina devido a
funcionalidade, doping ou anomalias estruturais que geram espagos ou novos centros
sp3 (C-C). Aintensidade da banda D diminui com o alinhamento das camadas na
estrutura grafitica.

- Banda D' (¥1620 cm-1). Segue um comportamento de dupla ressonancia devido a defeitos
na malha. Por vezes funde-se com a banda G devido ao blue shift desta ultima.

- Banda D+G (~2940 cm-!)

PARAMETROS QUE INTRODUZEM VARIABILIDADE DE FREQUENCIA (cm-1),
INTENSIDADE E PERFIL DAS BANDAS RAMAN

Estes indicadores de variabilidade ndao foram objetos de estudo em pormenor neste
relatdrio, mas devem ser tidos em conta para a atribui¢cdao de bandas a modos de vibragao.

- Grau e tipo de desordem (dopagem, interrupgdes, etc.). A desordem aumenta a
largura dos picos G, D, e 2D, diminuindo a vida util do fénon (vibragdo molecular).

- A banda G ndo apresenta diferencas de intensidade devido a desordem, mas a
relacdo (ID/IG) varia.

- Compressdo e alongamento da malha através de dopagem. Pode haver blue shifts
(>cm) em todas as bandas (até 15 cm -1 em G e 25 cm -1 em 2D) e estreitamento de
bandas (até 10 cm -1). Ex. "back gates" por deposicdo de doping com dxidos.

- Por dobragem laminar também aumenta a banda 2D, sem altera¢Ges em G, mas
com blue shifts entre 4-12 cm -1

- Nivel de empilhamento ou nimero de camadas

- Funcionalidade (introducdo de grupos funcionais) das malhas leva ao aparecimento
de novos picos Raman: 746 cm-1 (C-S stretching), 524, 1062, 1102, 1130 cm-1
(skeletal vibrations, CCCC trans e gauche), 1294 (twisting), 1440, 1461 (C-H
deformation, scissoring), 2848 e 2884 cm-1 (C-H stretching).

- No mesmo objecto pode haver variagdes espectrais, dependendo do angulo de
incidéncia e das camadas afectadas. Os bordes mostraram mais desordem do que o
nucleo cristalino (Ni et al, 2008).

- Blue shifts dependentes do substrato de crescimento do grafeno (ex. SiC) (Chen et
al, 2008)

- Intensidades de pico variaveis no mesmo objecto em fung¢do do ponto de foco do
laser, devido a variabilidade estrutural em relagdo ao angulo de incidéncia em
relacdo a malha de cristal (Barros et al, 2005).
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1.4. AMOSTRAS ANALISADAS E OBJECTOS CARACTERIZADOS (VER ANEXOS 1 E 2)
1.5. PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

1. As amostras foram obtidas de frascos selados das vacinas COVID19 mRNA listadas no
Anexo 1. Todos os frascos estavam selados no momento do processamento, excepto
MOD e JAN, que ndo tinham selo de aluminio.

2. Foram extraidas com micro-seringa diferentes aliquotas de 10 ul por frasco e
depositadas em laminas de microscépio, deixando-se secar numa campanula
asséptica de fluxo laminar a temperatura ambiente. Foram depois guardadas num
estojo de laminas fechado e mantidas frias até a analise de Raman.

3. Inspecges visuais exaustivas foram realizadas sob o microscépio éptico (OLIMPUS

CX43) na busca de objectos compativeis com estruturas grafiticas ou grafeno.

AmpliacGes de X100 a x60.

Critérios de seleccdo de objectos:

1. Localizagao nos restos da gota ou na zona exterior de arrasto por secagem.
2. Aspecto visual: objectos bidimensionais translicidos ou corpos escuros e opacos.
4. Obtencdo de espectros de RAMAN dos objectos seleccionados.

5. Processamento de dados espectrais

A lista e as claves dos objectos caracterizados no presente relatdrio sdo apresentadas no
Anexo 2.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

(Ver imagens e espectros dos objectos seleccionados no ANEXO 3: RESULTADOS)

A técnica aplicada de micro-Raman provou ser muito eficaz para a caracterizagdo
rapida de um grande nimero de objectos microscépicos na detecgdo de
microestruturas de grafeno dispersas em amostras complexas. Em comparagdo com a
espectroscopia de macro-Raman directa de dispersdes aquosas, a combinag¢do com
microscopia tem a vantagem de poder associar sinais espectrais a objectos visiveis sob
0 microscopio dptico, o que permite focalizar a prospec¢dao em objectos especificos
com aspecto grafénico, reforcando a sua caracterizagao espectroscépica. Neste
trabalho, a selecgdo preliminar de objectos centrou-se em duas tipologias, folhas
translucidas e objectos carbonosos opacos, devido a sua parecencga visual com formas
semelhantes observaveis em padrdes sujeitos a ultrasom ou em dispersdes de dxido de
grafeno (ver anexo de Resultados). A diferenga entre ambas as tipologias ndo se deve a
sua composi¢do quimica, derivada do grafite, mas apenas ao grau de esfoliagao do
material grafitico de base e ao nimero de camadas sobrepostas, sendo 10 camadas o
limite para considerar um material como grafite (3D) (Ramos-Fernandez, 2017).

Foram seleccionados um total de 110 objectos com um possivel aspecto grafénico, a
maioria localizado na borda das gotas da amostra apds a desidratagao, dentro ou fora
da zona de arrastamento por secagem a temperatura ambiente da fase aquosa original.
Do total destes objectos, foi seleccionado um subtotal de 28 objectos devido ao seu
maior grau de compatibilidade espectral com materiais grafénicos relatados na
literatura. As imagens e os espectros RAMAN destes objectos sdo apresentados no
Anexo 3 dos resultados do presente relatério. E interessante notar que a temperatura
ambiente as amostras ndo secam completamente, deixando sempre um residuo
gelatinoso, cujo limite pode ser observado em algumas das fotografias mostradas. A
composicdo deste meio é desconhecida de momento, uma vez que ndo é objecto deste
estudo, bem como a de outros tipos de objectos de tamanho micrométrico que podem
ser observados recorrentemente nas amostras com baixa amplia¢gdo (40-600X). Os
espectros Raman de alguns destes objectos foram obtidos, mas ndo sdo apresentados
neste estudo porque ndo mostram semelhanca visual com grafeno ou grafite.

Uma limitagdao na obtencdo de padrdes espectrais definidos foi a intensidade da
fluorescéncia emitida por muitos dos objectos observados. Em muitas folhas
translicidas com uma aparéncia grafica, ndo foi possivel obter espectros RAMAN livres
de ruido por fluorescéncia, pelo que a técnica ndo nos permitiu obter sinais RAMAN
especificos com picos bem definidos. Por conseguinte, a presenca de estruturas de
grafeno nestes objectos ndo pode ser afirmada nem descartada. Outra limita¢do da
técnica do micro-RAMAN ¢é a baixa qualidade da imagem dptica do equipamento, o que
muitas vezes impede a detecc¢do de folhas de tipo grafénico altamente transparentes,
gue podem, no entanto, ser observadas em microscépios épticos com ajustes
apropriadas do condensador. Para estes objectos, uma alternativa seria utilizar outras
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técnicas complementarias a microscopia acoplada a espectroscopia, tais como XPS
com boa dptica ou difraccdo de electrées por TEM.

Tendo em conta estes critérios de seleccdo, os 28 objectos encontrados com possivel
identidade grafénica foram distribuidos em 2 grupos, de acordo com o grau de
correlagdo com o espectro RAMAN do padrdo de éxido de grafeno reduzido utilizado
(rGO, TMDICSA). No GRUPO 1, foram incluidos 8 objectos cujos padroes espectrais sdao
semelhantes ao espectro do padrdo rGO e, portanto, a presenc¢a de 6xido de grafeno
pode ser declarada com certeza (no 1-8). Esta correspondéncia espectral pode ser
considerada inequivoca, e caracteriza-se por 2 picos dominantes na faixa digitalizada
(entre 1200-1800 cm-1), picos chamados G (~1584 cm-1) e D (~1344 cm-1),
caracteristicos dos éxidos de grafeno. Esta caracterizagdo por correspondéncia
espectral entre os sinais das amostras de teste e o padrao rGO é reforgada pelo aspecto
microscopico destes objectos, todos eles com um aspecto carbonoso opaco semelhante
ao dos objectos padrao, como se pode ver nas fotografias do anexo de Resultados.
Portanto, podemos afirmar com um elevado nivel de confianga que a identificagdo de
material grafénico em todas as amostras analisadas do Grupo 1 € CONCLUENTE, e
com elevada probabilidade de serem dxidos de grafeno. Estes objectos do Grupo 1
apresentaram um tamanho micrométrico na gama das dezenas de micras (mostrados
nas fotografias de alguns deles por uma linha azul).

No segundo grupo (GRUPO 2, no 9-28), foram dectectdos sinais RAMAN compativeis
com a presenca de estruturas de grafeno ou grafénicas em 20 objectos, que
apresentaram os maximos vibracionais RAMAN em torno da banda G (1585-1600
cm-1), compativeis com o pico G da estrutura cristalina da malha cristalina de grafite ou
grafeno. Este modo vibracional é gerado pela vibragao permitida do fonon no plano do
anel aromatico (sp2). Seu deslocamento gerava frequéncias mais elevadas em alguns
objectos, tendendo a 1600 cm-1 (blue shift) pode ser devido a diversas modificagdes
amplamente referidas na literatura, tais como, por exemplo, o nimero de camadas de
grafeno ou doping com grupos funcionais ou metais pesados, entre outros (Ferrari et al,
2007). Visualmente, os objectos do grupo 2 podem apresentar os dois tipos de
aparéncias observados no padrdo, ambos como objectos micrométricos opacos com
aspecto carbonoso (n.2 9, 11, 16, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 e 28) e folhas transltcidas
com aparéncia grafénica (n.2 10, 12, 13, 14, 18, 19 e 20).

Nos espectros deste grupo 2, os maximos do pico G sdo acompanhados por outros
picos dominantes de atribuicdo indeterminada neste trabalho. Um subgrupo (2.1.) é
formado por objectos cujos espectros apresentam os dois picos dominantes localizados
nos intervalos de banda que poderiam ser atribuidos aos dois modos vibracionais de
oxido de grafeno, G (intervalo 1569-1599 cm-1) e D (intervalo 1342-1376 cm-1)
(objectos 11, 14, 15, 16, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25 e 26). Considerando em conjunto as
imagens microscopicas e os sinais RAMAN, a atribuicdo dos espectros deste grupo a
estruturas grafenas pode ser feita com um elevado nivel de confianga, embora
permanecam por serem determinadas as modificacGes estruturais da malha que geram
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sinais espectrais que ndo sdo idénticos ao padrdo de referéncia utilizado (rGO), e causam
variabilidade na frequéncia e perfil destes picos em relagdo ao padrao utilizado.

Um segundo subgrupo (2.2) de objectos neste Grupo 2 (no 9, 10, 12, 13, 18, 19, 25, 27,
28) foram considerados compativeis com a presenca de estruturas grafénicas devido a
presenca de maximos na banda G, embora fosse necessario o uso de algoritmos de andlise
espectral mais detalhados, uma vez que os picos que poderiam ser atribuidos ao modo
vibracional D, cerca de 1344 cm-1 no padrao rGO, ndao foram claramente observados.
Embora esta ndo é uma condicdo sine qua non para a presenca de estruturas de grafeno,
pelo que estes objectos foram seleccionados para este relatério uma vez que mostram
maximos vibracionais compativeis nas proximidades da banda G (intervalo 1569-1600
cm-1). Ha ainda um debate aberto sobre a interpretagdo desta banda D, sua localizagdo e
perfil varidveis (Ferrari e Robertson, 2004). Como discutido na introducdo metodolégica, a
intensidade do pico D, geralmente citado em torno de 1355 cm-1, bem como a relagao de
intensidade com o pico G (ID /IG) é indicativa do grau de desordem na malha grafénica,
introduzida por diferentes agentes tais como doping, introducdo de grupos funcionais
diversos ou interrupgGes na continuidade da malha. Em materiais graficos ordenados, este
pico estd ausente. Em alguns espectros deste subgrupo 2.2. aparecem outros picos com
frequéncias mais elevadas (blue shift), cuja atribuicdo ao modo vibracional D é possivel,
embora esta atribuicdo ainda esteja por ser determinada por processamento com
algoritmos de analise que excedem o ambito do presente trabalho. Portanto, de momento,
para estes espectros s6 podemos afirmar que a auséncia ou deslocacgdo (shift) do pico D em
relacdo a localizacdo do padrdo rGO ainda requer uma interpretagdo estrutural de acordo
com os modelos disponiveis. De acordo com a literatura, tanto as variagdes no shift dos
picos G e D, como sua largura e intensidade varidveis, e a presenga de outros picos nestes
espectros poderiam dever-se as varias modifica¢Ges ainda por determinar que podem ser
encontradas nestes materiais grafénicos, incluindo o grau de desordem, oxidacdo,
dopagem, funcionalidade e quebras estruturais. Estas modifica¢gdes vao além do ambito
deste relatério.

Em complemento ao intervalo 1200-1800 cm-1, para alguns objectos o espectro foi
alargado até 2800 cm-1 (n.2 3, 8 e 11), detectando em alguns objectos deste grupo um pico
2D de baixa intensidade e amplitude de frequéncia, estando ausente noutros objectos
digitalizados (dados ndo mostrados). No entanto, tanto no padrdo rGO como em amostras
aleatérias de objectos com maximos picos G, a intensidade deste pico foi sempre muito
baixa em comparag¢do com os picos G e D dos espectros, associados as vibra¢des dos
carbonos sp2 dos anéis aromaticos. Isto pode dever-se ao facto de que nos dxidos de
grafeno a intensidade relativa do pico 2D (~2700 cm-1) com respeito aos picos G e D
apareca bastante reduzida. Por esta razdo, neste estudo de levantamento dispensamos
geralmente a analise do pico 2D por razdes de maior eficiéncia e utilizacdo de recursos na
digitalizagdao do maior nimero possivel de objectos num periodo de tempo limitado. Em
trabalhos futuros seria interessante examinar todos os objectos, estimando assim a
proporcdo de intensidades 12D/2G nos objectos em que manifestam
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minimamente este modo vibracional, o que permitiria fazer estimativas do niumero de
camadas da estrutura.

Os objectos apresentados neste estudo representam uma porgao minoritaria do

numero total de objectos micrométricos visiveis a baixa ampliacdo em microscopia
Optica de campo claro (100X). Estes objectos foram digitalizados mas ndo sao
apresentados neste estudo porque ndo mostram espectros compativeis com o grafeno
por falta do pico G. E de grande interesse notar que a maioria destes objectos, ou

talvez devido a sobreposicdo do sinal com o meio hidrogel em que alguns deles estdo
embebidos, mostram maximos RAMAN na banda 1439-1457 cm-1. Do mesmo modo,
entre os objectos do grupo 2.2 encontra-se frequentemente um pico proeminente

nesta banda, cerca de 1450 cm-1, em combinacdo com os picos Ge D (n.2 11, 12, 14,

15, 16, 17, 20, 21, 23, 24, 25, 26 e 28). A atribui¢cao desta banda por volta de 1450

cm-1 ainda esta pendente, pois nao corresponde a picos frequentes em grafeno, mas
consideramos que é de grande importancia para o conhecimento da composi¢ao das
amostras devido a sua frequente ocorréncia. Como hipétese de trabalho, esta banda

é normalmente atribuida a grupos organicos de metileno -CH2- por dobrado do par de
hidrogénios- (scissoring o bending). Contudo, também é referida como uma banda de
intensidade moderada associada a anéis aromaticos, pelo que também poderia ser
associada ao grafeno (Ferrari e Robertson, 2004). Outra atribuicdo possivel desta

banda seria a de um modo vibracional sobreposto de algum outro composto que ndo o
grafeno, mais provavel, ou mesmo do meio hidrogel remanescente apds a secagem.
Deve-se lembrar que em todas as amostras apds desidratacdo a temperatura

ambiente, permanece sempre um resquicio viscoso. Este resquicio poderia, em muitos
casos, estar manifestando vibragdes RAMAN que se sobrepdem aos objectos que nele
permanecem embutidos, mas ndo naqueles que aparecem fora do gel nos limites da
zona de arrasto de secagem. Neste sentido, é possivel que este modo vibracional do
meio apareca sobreposto com os picos G e do grafeno nos espectros do subgrupo 2.1.
Estad além do ambito deste trabalho caracterizar este meio, bem como todos os
componentes da amostra. No entanto, existem algumas substancias capazes de formar
esta matriz de hidrogel cujos sinais RAMAN mostram modos vibracionais proeminentes
em torno desta banda, tais como o alcool polivinilico (PVA), a metilacrilamida, ou o
polimero PQT-12 (Mik Andersen, https://

corona2inspect.blogspot.com/ pers. comm). E também o caso de algumas destas
substancias terem sido combinadas com grafeno em desenhos experimentais que
podem ser encontrados na literatura cientifica, por exemplo, sinapses artificiais para
PQT-12 (Chen e Huang, 2020), gelatinas para regenerac¢do neuronal combinando
metilacrilamida com grafeno (Zhu et al, 2016) ou fibras de PVA/GO electrospun (Tan et
al, 2016). Por enquanto, todas estas hipoteses sobre a atribuicdo deste pico na gama
de 1450 cm-1 permanecem em aberto.

Concluindo, de um total de 110 objectos digitalizados foram encontrados sinais
inequivocos da presenca de 6xido de grafeno em objectos, e sinais compativeis com a
presenca de estruturas grafénicas ou de grafeno em outros 20 objectos. O resto dos
objectos ndo mostraram sinais compativeis com o grafeno, com espectros
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por vezes dominados por excesso de ruido causado por excessiva intensidade de
fluorescéncia, pelo que ndo podemos definir sua designacdo nesta fase.

Como continuagdo desta linha de trabalho, e embora a nossa andlise micro-RAMAN
tenha mostrado sinais conclusivos da presenca de objectos com estrutura grafénica, a
fim de consolidar a certeza na identificagcdo e aprofundar na caracterizagdo estrutural,
seria conveniente realizar analises complementares utilizando técnicas acopladas de
microscopia e espectroscopia, tais como a espectroscopia XPS ou a difracgdo TEM.

Para a presente investigacdo, a maioria das amostras foram obtidas a partir de frascos
selados. Ainda que, durante a extrac¢do das amostras e sua transferéncia a laminas
para microscopia Raman trabalhamos em condicdes assépticas sob cdmara de fluxo
laminar. No entanto, a possibilidade de processos de contaminacdo das amostras
durante sua fabricagao, distribuicao e processamento, bem como a generalizagdo
destes resultados com amostras comparaveis, precisa ser avaliada por amostragens de
rotina e, mais amplamente, amostragem de lotes semelhantes destes produtos.

Embora os resultados desta amostragem sejam conclusivos quanto a presenga de
estruturas grafénicas nas amostras analisadas, esta investigacdo é considerada aberta
a continuacdo e esta a disposicdo da comunidade cientifica para replicagdo e
optimizagao, considerando necessario continuar com um estudo espectral mais
detalhado e exaustivo, baseado numa amostragem estatisticamente significativa de
frascos semelhantes, e a aplicacdo de técnicas complementares que permitam
confirmar, refutar, matizar ou generalizar as conclusdes deste relatério. As amostras
analisadas estdo adequadamente guardadas e disponiveis para colaboragdo cientifica
futura.
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CONCLUSOES

Foi realizada uma amostragem aleatdria de frascos de vacina COVID19 utilizando a
técnica acoplada de micro-RAMAN para caracterizar objectos microscépicos com

aparéncia grafénica por sinais espectroscopicos caracteristicos da estrutura molecular.

A técnica micro-RAMAN permite reforgar o nivel de confianga na identificagdo do
material através do acoplamento de imagens e analise espectral como evidencias
observacionais a serem consideradas em conjunto.

Foram detectados objectos cujos sinais RAMAN por semelhanc¢a com o padrdo
correspondem inequivocamente ao OXIDO DE GRAFENO REDUZIDO.

Outro grupo de objectos apresentaram sinais espectrais variaveis compativeis com
derivados do grafeno, devido a presenga predominante de sinais RAMAN especificos
(banda G) atribuidos a estrutura aromatica deste material, em conjunto com a sua
aparéncia visivel.

A investigacdo segue aberta para continuacdo, contraste e replicacdo. Posteriores
analises com a técnica descrita ou outras complementares baseadas numa

amostragem significativa permitiriam avaliar com significado estatistico adequado o

nivel da presen¢a de materiais grafénicos nestes farmacos, bem como a sua
caracterizacdo quimica e estrutural detalhada.
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ANEXO 1
VACINAS COVID19 RNAm objecto a analise micro-RAMAN

PFIZER 1 (RD1). Lote EY3014. Selado

PFIZER 2 (WBR). Lote N2 FD8271. Selado

PFIZER 3 (ROS). Lote N2 F69428. Selado

PFIZER 4 (ARM). Lote N2 FE4721. Selado
ASTRAZENECA (AZ MIT). Lote N2 ABW0411. Selado
MODERNA (MOD). Lote N2 3002183. N&o selado
JANSSEN (JAN). Lote N2 N&o disponivel. Ndo selado.

AMOSTRAS PADRAO DE GRAFENO

Padrao de 6xido de grafeno reduzido (rGO) padrao (TMSigma Aldrich. Ref. 805424)

Padrio de suspensdo de OXIDO DE GRAFENO (TMThe Graphene Box)
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ANEXO 2
OBJECTOS CARACTERIZADOS COMPATIVEIS COM ESTRUTURAS DE GRAFENO

GRUPO 1

PFIZER 2 WBR UP GO2
PFIZER 3 Ros 2hy GO1
PFIZER 3 Ros 2hy GO1b
PFIZER 3 Ros 2hy b GO2
AZ MIT UP CARBI

AZ MIT UP CARB4

AZ MIT DOWN CARB2
MOD grumol

coNO U A WN PR

GRUPO 2

9 PFIZER 2 WBR GOl

10 PFIZER 2 WBR GO6a

11 PFIZER 2 WBR 2 GO7

12 PFIZER 2 WBR UP GO1

13 PFIZER 2 WBR UP GO3b

14 PFIZER 2 WBR UP GO4

15 PFIZER 2 WBR DOWN GO2

16 PFIZER 2 WBR DOWN GO3

17 PFIZER 2 WBR DOWN GO5

18 PFIZER 3 ROS OBJ 1

19 PFIZER 3 ROS 2 OBJ 1

20 PFIZER 3 ROS 2 OBJ 2

21 PFIZER 4 Pdown grumol

22 PFIZER 4 Pdown grumo?2

23 PFIZER 4 Pdown grumo3

24 ASTRAZENECA AZ MIT UP CARB5S
25 ASTRAZENECA AZ MIT UP CARB6
26 JANSSEN JAN GO1

27 JANSSEN JAN GO3

28 JANSSEN JAN GO4
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ANEXO 3. RESULTADOS

Este anexo pode ser consultado no link

https://www.researchgate.net/publication/355684360 Deteccion de grafeno en va
cunas COVID19 por espectroscopia Micro-RAMAN
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OBJECTOS COM SINAL RAMAN SEMELHANTE
AO PADRAO DE OXIDO DE GRAFENO
REDUZIDO
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