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PODSUMOWANIE

Dokument ten przedstawia naukowe badania dotyczące obecności grafenu, oraz jego
pochodnych w szczepionkach COVID 19, wprowadzonych do obrotu pod czterema różnymi
markami.

Przeprowadzono losowy przegląd nanocząstek grafenopodobnych widocznych w mikroskopie
optycznym, w siedmiu losowo wybranych próbkach fiolek z czterech różnych marek, łącząc
zbieżność obrazów z ich spektralnymi sygnaturami drgań RAMAN. Za pomocą tej techniki,
zwanej mikro-RAMAN, udało się stwierdzić obecność grafenu w tych próbkach,
po przebadaniu pod mikroskopem optycznym ponad 110 obiektów wybranych
ze względu na porównywalny wygląd ze strukturami grafenu.

Spośród nich do niniejszego raportu wyselekcjonowano grupę 28 obiektów, w związku
z kompatybilnością, zarówno obrazów, jak i widm - z obecnością grafenu, lub jego
pochodnych, na podstawie zbieżności tych obrazów z sygnałami spektralnymi, z tymi które
pozyskano z próbki wzorcowej oraz z literatury naukowej.

W 8 z nich identyfikację struktur tlenku grafenu można uznać za rozstrzygającą,
ze względu na wysoką korelację widmową ze wzorcem. W pozostałych 20 obiektach obrazy
sprzężone z sygnałami Raman wykazują bardzo wysoki poziom kompatybilności
z nieokreślonymi strukturami grafenu, jednak odmiennymi od zastosowanego tutaj
standardu.

Badania te pozostają otwarte i są udostępniane społeczności naukowej do dyskusji.
Wzywamy niezależnych badaczy, bez konfliktu interesów lub jakiejkolwiek współpracy
z którąkolwiek instytucją, do przeprowadzenia szerszej kontr-analizy tych produktów
w celu uzyskania bardziej szczegółowej wiedzy na temat ich składu i potencjalnego
zagrożenia dla zdrowia tych eksperymentalnych leków - pamiętając, że materiały
grafenowe wykazują potencjalną toksyczność dla ludzi, a ich obecność nie została
zadeklarowana w żadnym zezwoleniu na użycie tych preparatów w nagłych wypadkach.
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ZRZECZENIE SIĘ ODPOWIEDZIALNOŚCI

Niniejsze badanie zostało przeprowadzone przez dr Pablo Campra samodzielnie,
bez jakiegokolwiek wynagrodzenia od któregokolwiek podmiotu prywatnego,
lub publicznego, ani czyjegokolwiek zaangażowania lub odniesienia się do jego
wyników i konkluzji ze strony instytucji, w której jest afiliowany.

Charakterystyka powiązanych obiektów dotyczy wyłącznie analizowanych próbek.
Bez przeprowadzenia wielokrotnych prób nie jest możliwe stwierdzenie, czy wyniki
te można uogólnić również z innymi próbkami podobnych komercyjnych marek.

Dr Pablo Campra jest odpowiedzialny jedynie za stwierdzenia opracowane w tym
podpisanym elektronicznie dokumencie i nie ponosi odpowiedzialności za jakiekolwiek
opinie lub konkluzje, które mogą być wyciągnięte z tego sprawozdania podczas
ewentualnego jego rozpowszechniania w mediach i sieciach społecznościowych,
a które nie zostały wyrażone w tym dokumencie, którego oryginalna uwierzytelniona
i podpisana elektronicznie wersja jest dostępna na platformie Researchgate:

https://www.researchgate.net/publication/355684360_Deteccion_de_grafeno_en_va
cunas_COVID19_por_espektroskopia_Micro-RAMAN
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1. METODOLOGIA  ANALITYCZNA

1.1. Podstawy techniki mikro-Ramana

Ze względu na charakterystykę próbki, a w szczególności dyspersję obiektów
o wyglądzie grafenu, o rozmiarach mikrometrycznych w złożonej matrycy
o nieokreślonym składzie, bezpośrednie zastosowanie metod spektroskopowych
nie pozwala na scharakteryzowanie badanych nanocząsteczek, bez wcześniejszej
lokalizacji mikroskopowej, lub frakcjonowania z oryginalnej próbki.
Z tego powodu mikroskopia w połączeniu ze spektroskopią RAMAN (mikro-RAMAN)
została wybrana jako efektywna technika dla kompleksowego i wyczerpującego
badania obiektów mikrometrycznych widocznych pod mikroskopem optycznym.

Spektroskopia w podczerwieni RAMAN jest szybką, nieniszczącą techniką, która
umożliwia weryfikację struktury materiału poprzez identyfikację trybów wibracyjnych
i fononów, wytwarzanych po wzbudzeniu laserem monochromatycznym, generujących
nieelastyczne rozpraszanie, objawiające się pikami emisji w podczerwieni, które
są charakterystyczną sygnaturą struktury siateczkowej grafenu i jego pochodnych.

Sprzężona mikroskopia optyczna pozwala na ogniskowanie lasera wzbudzającego
na konkretnych obiektach oraz na punktach znajdujących się na tych obiektach,
co zwiększa stopień pewności w identyfikacji natury tego materiału oraz umożliwia
pozyskanie uzupełniających informacji o grubości, defektach, przewodności termicznej
i geometrii krawędzi nanokrystalicznych struktur siatek grafenu.

Tryby wibracyjne RAMAN często występujących grup funkcyjnych

O-P-O 813 cm-1

C-C 800 (600-1300) cm-1

C-O-C 800-970 cm-1 średnia Raman
C-(NO2) 1340-1380 cm-1 mocny Raman; 1530-1590 cm-1 (asymetryczny) średni Raman

Drgania C=C w pierścieniach aromatycznych (np. grafen, grafit) (Otto, 1984)
1580-1600 cm-1 : mocny Sygnał Raman
1450, 1500 cm-1 : średni Sygnał Raman

-CH2- 1465 cm-1 płaskie zgięcie H-C-H (scissoring)

C=N 1610-1680 cm-1 (zasady azotowe)

C=0 karbonyl 1640, 1680-1820 cm-1

C-H 3000 cm-1

O-H 3100-3650 cm-1
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1.2. Sprzęt używany do spektroskopii mikro-Raman

SPEKTROMETR LASEROWY RAMAN JASCO NRS-5100

Konfokalny MIKROSKOP Raman ze spektrografem, zawiera:

- różne powiększenia i odległości robocze od x5 do x100

- do 8 laserów w zakresie od UV do NIR

- SRI (obraz o rozdzielczości przestrzennej) do jednoczesnego podglądu obrazu próbki
i punktu laserowego.

- DSF (Dual Spatial Filtration), który optymalizuje ognisko konfokalne obrazu wytwarzanego
przez obiektyw w celu zmniejszenia aberracji i poprawy rozdzielczości przestrzennej
oraz zmniejszenia efektów fluorescencji matrycy.

Widma analizowano za pomocą oprogramowania SPECTRA MANAGER, wersja 2. JASCO Corporation.

Sprzęt został wcześniej skalibrowany za pomocą wzorca krzemowego na 520 cm -1.

Parametry spektroskopii RAMAN zastosowane do badań

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 1 cm-1

Data points 601

[Measurement Information]

Model Name NRS-5100

Exposure 30 sec

Accumulation 3
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Center wavenumber 1470.59 cm-1
Z position 27041.5 μm
Binning Upper143
Binning Lower 202
Valid Channel 1 - 1024 CCD
DV420_OE
Laser wavelength        532.09 nm
Monochromator         Single
Grating      1800 l/mm
Slit       100 x 1000 um
Aperture          d-4000 um
Notch filter     532.0 nm
Resolution       3.69 cm-1, 0.96 cm-1/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 ºC
Shift -3.00 cm-1
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1.3. Spektroskopia mikro-Raman grafitu i grafenu

1. PASMA STRUKTURY NANOKRYSTALICZNEJ

- Pasmo G (~1580-1600 cm-1): Wskazuje na dopuszczalne drgania fononowe
(drgania elementarne siatki) w płaszczyźnie pierścienia aromatycznego (hybrydyzacja sp2),
charakterystyczne dla struktury krystalicznej grafitu i grafenu. Wykazuje się ono przesunięciem
ku czerwieni, tzw. red-shift (niższa częstotliwość w cm-1), jak również wyższą intensywnością
przy większej liczbie warstw. Przeciwnie, wyższa energia w domieszkowanym grafenie przejawia
się jako niebieskie przesunięcie, tzw. blue-shift (wyższa częstotliwość w cm-1), w zakresie
1580-1600 cm-1 (Ferrari et al, 2007). W graficie G przedstawiają się ostrzejsze i węższe niż w grafenie.

-2D pasmo (~2690 cm) (lub G'): Wskazuje na porządek układania. Zależy od liczby warstw,
nie zależy od stopnia defektów, ale jego częstotliwość jest bliska dwukrotności piku D.
Jego położenie oscyluje w zależności od rodzaju domieszkowania. Obecność jednowarstwowego
grafenu (SLG) jest związana z występowaniem izolowanego i ostrego piku 2D, którego szerokość
wzrasta w zależności od liczby warstw (Ni et al., 2008).

● Stosunek I2D/IG jest proporcjonalny do liczby warstw siatki grafenowej.
● W graficie G i 2D są ostrzejsze i węższe niż w grafenie.
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2. PASMA AKTYWOWANE PRZEZ ANOMALIA w strukturze grafitowej.

Pasma te są generowane przez dyspersję sprężystą (o tej samej energii) z przenośników ładunku,
oraz przez zamknięcie fononowe (anomalia Kohna w dyspersji fononowej).

W tlenkach grafenu (GO) zaburzenie to wynika z wprowadzenia grup hydroksylowych (-OH)
i epoksydowych (-O-).

- Pasmo D (~1340 cm-1). Świadczy ono o gęstości defektów w siatce krystalicznej spowodowanych
funkcjonalizacją, domieszkowaniem lub anomaliami strukturalnymi generującymi dziury lub nowe
centra sp 3(C-C). Intensywność pasma D maleje wraz z ułożeniem warstw w strukturze grafitowej.

- Pasmo D (~1620 cm-1). Zachowuje się ono jak podwójny rezonans z powodu anomalii w siatce.
Czasami łączy się z pasmem G z powodu blue-shift tego ostatniego.

-  Pasmo D+G (~2940 cm -1)

PARAMETRY WPROWADZAJĄCE ZMIENNOŚĆ CZĘSTOTLIWOŚCI (cm ̄ ¹), INTENSYWNOŚCI
I PROFILU PASM RAMAN

Parametry te nie były szczegółowo badane w tym raporcie, ale powinny być brane pod uwagę
w przyszłości przy przypisywaniu pasm do trybów wibracyjnych.

● Stopień i rodzaj zaburzenia (domieszkowanie, pęknięcia, itp.), które powodują zwiększenie
szerokości pików G, D i 2D poprzez skrócenie czasu życia fononu (drgań molekularnych).

● Pasmo G nie wykazuje różnic w intensywności wynikających z zaburzenia, ale stosunek
(ID/ IG) zmienia się wraz ze zmianami pasma D.

● Kompresja i rozciągnięcie siatki przez domieszkowania. Mogą wystąpić przesunięcia
w kierunku niebieskim, tzw. blue-shifts (>cm) we wszystkich pasmach (do 15 cm−1 w G
i 25 cm −1 w 2D) oraz zawężenie pasma (do 10 cm−1) np. “back gates”
przez domieszkowania tlenkami w procesie osadzania.

● Przez zaginanie arkusza wzrasta również pasmo 2D, bez zmiany w G, ale mogą wystąpić
przesunięcia (tzw. blue-shift)  w zakresie 4-12 cm−1

● Poziom ułożenia lub liczba warstw.
● Funkcjonalizacja (wprowadzenie grup funkcyjnych) siatek generuje pojawienie się nowych

pików Raman: 746 cm−1 (C –S stretching), 524, 1062, 1102, 1130 cm−1 (skeletal vibrations,
CCCC trans and gauche), 1294 (twisting), 1440, 1461 (deformation C-H, scissoring),
2848 i 2884 cm−1 (C –H stretching).

● Ten sam obiekt może wykazywać różnice spektralne w zależności od kąta padania i warstw,
na które oddziałuje. Krawędzie będą wykazywać więcej zaburzeń niż wewnętrzna struktura
krystaliczna (Ni et al, 2008).

● Przesunięcia niebieskie (tzw. blue-shift) zależne od podłoża użytego do wytwarzania
warstw grafenowych (Chen et al, 2008).

● Zmienna intensywność pików w tym samym obiekcie w zależności od punktu skupienia
ogniska lasera, ze względu na zmienność strukturalną w odniesieniu do kąta padania
związanego z siatką krystaliczną (Barros et al., 2005).
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1.4.  WYKAZ PRÓBEK FIOLEK I PRZEDMIOTÓW PODDANYCH BADANIU METODĄ MIKRO-RAMAN
(ZOB. ZAŁĄCZNIKI 1 I 2)

1.5.  PRZETWARZANIE PRÓBEK

1. Próbki uzyskano z zapieczętowanych fiolek szczepionek COVID19 mRNA, wymienionych
w Załączniku 1. Wszystkie fiolki były zaplombowane w czasie procesu badań, z wyjątkiem
MOD i JAN, które nie miały aluminiowych plomb.

2. Z każdej fiolki  po 10 µl ekstrahowano cztery różne alikwoty za pomocą mikrostrzykawki,
o pojemności 50 µl, następnie osadzano je na szkiełkach mikroskopowych i pozostawiano
do wyschnięcia w aseptycznej komorze z przepływem laminarnym, w temperaturze pokojowej.
Następnie przechowywano je na slajdach szkiełek w zamkniętej kasecie
i utrzymywano w niskiej temperaturze do czasu analizy mikro-Raman.
3. Wcześniej przeprowadzono szczegółową wizualną analizę skrawków pod mikroskopem
optycznym (OLIMPUS CX43) w poszukiwaniu obiektów kompatybilnych ze strukturami
grafenowymi lub grafenem. Zastosowano powiększenia od X100 do x600.

Kryteriami wyselekcjonowania obiektów były:

• Ulokowanie w pozostałościach kropli lub w zewnętrznej
strefie przeciągania przez suszenie.

• Aspekt wizualny - dwa rodzaje wyglądu grafenu:
dwuwymiarowe półprzezroczyste obiekty lub ciemne,
podobne do węgla, nieprzezroczyste ciała.

4. Pozyskiwanie widm RAMAN wybranych obiektów.

5. Przetwarzanie danych spektralnych.

Lista i klucze obiektów scharakteryzowanych w niniejszym opracowaniu znajdują
się w Załączniku 2.
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3. WYNIKI I DYSKUSJA

(Zobacz zdjęcia i widma wybranych obiektów w Załączniku 3: WYNIKI)

Zastosowana tu technika mikro-Raman okazała się bardzo efektywna w szybkiej charakteryzacji
dużej liczby obiektów mikroskopowych przy wykrywaniu rozproszonych nanostruktur grafenowych
w kompleksowych próbkach. W bezpośrednim porównaniu ze spektroskopią makro-Raman całych
dyspersji wodnych, połączenie z mikroskopią w mikro-Raman ma tę zaletę, że pozwala na przypisanie
spektralnych “odcisków palców” do nanocząsteczek widocznych pod mikroskopem optycznym.
Ta technika pozwoliła nam ukierunkować poszukiwania na konkretne obiekty o wyglądzie
grafenopodobnym, wzmacniając ich charakterystykę spektroskopową sprzężonymi obrazami.
W niniejszej pracy wstępna selekcja obiektów skupiła się na dwóch typologiach, półprzezroczystych
arkuszach i nieprzezroczystych obiektach węglowych, ze względu na ich wizualne podobieństwo
do analogicznie zbieżnych kształtów obserwowalnych we wzorcach po sonikacji, lub w dyspersjach
tlenku grafenu (patrz Załącznik 3 Wyniki). Różnica pomiędzy obiema typologiami nie wynika
z ich składu chemicznego, obie są pochodnymi grafitu, a jedynie ze względu na stopień eksfoliacji
wyjściowego materiału grafenowego i liczbę nałożonych warstw, przyjmując próg około 10 warstw,
jako granicę odniesienia, aby uznać, że materiał jest grafitem (3D) (Ramos-Fernandez, 2017).
Tak czy inaczej, dalsza charakterystyka tych struktur była poza zakresem naszej pracy.

Wyselekcjonowano łącznie 110 obiektów o wyglądzie grafenopodobnym, znajdujących się
w większości na obrzeżach kropel próbki po dehydratacji, wewnątrz lub na zewnątrz obszaru
przeciągania przez suszenie w temperaturze pokojowej pierwotnej fazy wodnej. Spośród nich
wybrano kolejnych 28 obiektów ze względu na ich wyższy stopień kompatybilności spektralnej
z materiałami grafenowymi opisywanymi w literaturze, biorąc pod uwagę zarówno widma, jak
i obrazy. Obrazy i widma RAMAN tych obiektów przedstawiono w Załączniku 3 do niniejszego
raportu. Na uwagę zasługuje fakt, że próbki nie wysychają całkowicie w temperaturze pokojowej,
pozostawiając zawsze galaretowaty osad, którego granicę można zaobserwować na niektórych
z przedstawionych zdjęć.
Skład tego podłoża jest na razie nieznany i pomijany, ponieważ nie było ono przedmiotem
niniejszych badań, podobnie jak skład innych typologii obiektów o rozmiarach mikrometrycznych,
które można było wielokrotnie zaobserwować w próbkach przy małych powiększeniach (40-600x).
Widma Raman niektórych z tych obiektów zostały pozyskane, ale nie zostały przedstawione
w niniejszym opracowaniu, ponieważ nie wykazywały one wizualnego podobieństwa do grafenu,
lub grafitu.

Ograniczeniem w uzyskiwaniu zdefiniowanych wzorów spektralnych tą techniką była intensywność
fluorescencji, emitowana przez wiele obserwowanych obiektów. W licznych półprzezroczystych
arkuszach o wyglądzie grafenu nie udało się uzyskać widm Raman wolnych od szumu
fluorescencyjnego, a więc technika ta w wielu z nich nie pozwoliła na uzyskanie specyficznych
sygnałów RAMAN o dobrze zdefiniowanych pikach. W związku z tym, w tych obiektach nie można
ani potwierdzić, ani wykluczyć obecności struktur grafenowych. Kolejnym ograniczeniem
techniki mikro-RAMAN jest niska jakość obrazu optycznego aparatury, która często uniemożliwia
detekcję wysokoprzezroczystych arkuszy grafenopodobnych, które można jednak obserwować
w mikroskopach optycznych przy odpowiedniej regulacji kondensora. W przypadku tych obiektów
efektywną alternatywą dla charakterystyki byłoby zastosowanie innych komplementarnych technik
mikroskopowych połączonych ze spektroskopią, takich jak XPS z dobrą optyką lub otrzymanie
elektronowego wzoru dyfrakcyjnego grafenu za pomocą mikroskopii elektronicznej (TEM).
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Biorąc pod uwagę powyższe kryteria selekcji, 28 znalezionych obiektów o potencjalnej tożsamości
grafenu, zostało podzielone na 2 grupy, w zależności od stopnia korelacji z widmem RAMAN,
zastosowanego wzorca zredukowanego tlenku grafenu (rGO, TMSIGMA ALDRICH). GRUPA 1
obejmowała 8 obiektów, których wzory spektralne były zbliżone do widma wzoru rGO,
a zatem z całą pewnością można stwierdzić obecność tlenku grafenu (nº 1-8). Ta analogiczność
spektralna może być uznana za jednoznaczną i charakteryzuje się 2 dominującymi pikami
w zakresie skaningowym (pomiędzy 1200-1800 cm-1) - pikami zwanymi G (~1584 cm-1)
i D (~1344 cm-1), charakterystycznymi dla tlenków grafenu.
Ta charakterystyka poprzez analogiczność spektralną pomiędzy sygnałami tych nanocząsteczek,
a wzorcem rGO jest wzmocniona przez mikroskopowy wygląd tych obiektów, wszystkie z nich mają
nieprzezroczysty, węglowy wygląd podobny do obiektów wzorcowych, co można zobaczyć
na fotografiach  w załączniku Wyniki. W związku z tym możemy z dużą pewnością stwierdzić,
że tożsamość materiału grafenowego we wszystkich analizowanych próbkach grupy 1
JEST KONKLUZYWNA i z dużym prawdopodobieństwem można przypisać tym nanocząsteczkom
struktury tlenku grafenu. Obiekty z grupy 1 prezentowały rozmiary mikrometryczne w zakresie
kilkudziesięciu mikronów (na fotografiach niektórych z nich widoczne jako niebieska linia).

W drugiej grupie 20 obiektów (GRUPA 2, nº 9-28) wykryto sygnały RAMAN świadczące
o obecności struktur grafenowych, lub grafitowych, wykazujące piki drgań RAMAN wokół pasma
G (1585-1600 cm-1), analogiczne z pikiem G nanokrystalicznej struktury siatki grafenu lub grafitu.
Ten tryb wibracyjny jest generowany przez dozwolone drgania fononu w płaszczyźnie pierścienia
aromatycznego (sp2). Jego dryf w kierunku wyższych częstotliwości w niektórych obiektach,
zmierzający w kierunku 1600 cm- 1 - przesunięcie niebieskie (tzw. blue-shift), może być przypisany
szerokiej gamie modyfikacji obszernie opisywanych w literaturze, takich jak np. liczba warstw
grafenowych, czy domieszkowanie grupami funkcyjnymi lub metalami ciężkimi (Ferrari i inni, 2007).
Wizualnie, grupa ta obejmuje dwa typy wyglądu obserwowane we wzorcach, zarówno nieprzezroczyste
obiekty mikrometryczne o wyglądzie węglowym (nº  9, 11, 16, 21, 22, 23, 24,25, 26, 27 i 28),
jak i półprzezroczyste arkusze o wyglądzie przypominającym grafen (nº 10,12, 13, 14, 18, 19 i 20).

W widmach tej grupy 2 maksymom piku G towarzyszą inne dominujące piki o nieustalonym
przyporządkowaniu w tej pracy. Podgrupę (2.1.) tworzą obiekty, których widma posiadają dwa
dominujące piki zlokalizowane w zakresach pasmowych, które można przypisać do dwóch głównych
trybów wibracyjnych tlenku grafenu, G (zakres 1569-1599 cm-1) i D (zakres 1342-1376 cm -1)
(obiekty nº 11, 14, 15, 16, 17, 20, 21,22, 23, 24, 25 i 26). Uwzględniając zarówno obrazy
mikroskopowe, jak i sygnały RAMAN łącznie, przypisanie widm tej grupy 2.1 do struktur
grafenu może być dokonane z wysokim stopniem ufności, pomimo tego, że modyfikacje
strukturalne siatki, generujące sygnały spektralne - odmienne od standardowo stosowanego rGO
- nie zostały jeszcze określone.
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Sygnały z drugiej podgrupy (2.2) obiektów z tej Grupy 2 (nº 9, 10, 12, 13,18, 19, 25, 27, 28)
można uznać za akuratne obecnością struktur grafenowych ze względu na występowanie maksymów
w paśmie G, choć konieczne byłoby tu zastosowanie bardziej szczegółowych algorytmów analizy
spektralnej, gdyż nie zaobserwowano wyraźnych pików, które można by przypisać do trybu
wibracyjnego D, w okolicach 1344 cm-1 we wzorcu rGO. Obecność piku D nie jest jednak warunkiem
sine qua non przypisania struktur grafenowych do widm, w związku z czym obiekty te zostały wybrane
do niniejszego raportu, ponieważ wykazują zbieżne maksyma wibracyjne w pobliżu pasma G (zakres
1569-1600 cm-1). Nadal toczy się otwarta debata na temat interpretacji pasma D oraz jego zmiennej
częstotliwości i kształtu (Ferrari i Robertson, 2004). Jak przedstawiono we wstępie metodologicznym,
intensywność piku D, zwykle notowanego w okolicach 1355 cm-1, jak i również stosunek intensywności
do piku G (ID / IG) wskazuje na stopień zaburzeń w siatce grafenowej, wprowadzony przez różne
czynniki, takie jak domieszkowanie, wprowadzenie bardzo różnych grup funkcyjnych
lub przerwanie ciągłości siatki. W uporządkowanych materiałach grafenowych pik D jest nieobecny.
W niektórych widmach tej podgrupy 2.2. pojawiają się inne od wzorca piki o wyższych
częstotliwościach (blue-shift), których przyporządkowanie do trybu wibracyjnego  D jest możliwe,
aczkolwiek przyporządkowanie to musi być jeszcze ustalone poprzez przetwarzanie algorytmami
analitycznymi, co wykracza poza zakres niniejszej pracy. Dlatego obecnie dla tych widm możemy
jedynie stwierdzić, że brak lub przemieszczanie (shift) piku D w stosunku do lokalizacji wzorca rGO
wymaga jeszcze interpretacji strukturalnej zgodnie z dostępnymi modelami.
Według literatury, zarówno zmienność w przesunięciu (shift) pików G i D, jak i ich zmienna szerokość
i intensywność, a także obecność innych pików widocznych w tych widmach może być spowodowana
bardzo różnorodnymi modyfikacjami, które nie zostały jeszcze ustalone - w tym różnymi stopniami
zaburzeń, utlenienia, domieszkowania, funkcjonalizacji i przerw strukturalnych - a które można znaleźć
w grafenowych materiałach. Badania tych modyfikacji były poza zakresem tego raportu.

W uzupełnieniu do zakresu 1200-1800 cm-1 - gdy spektroskopia RAMAN została rozszerzona do 2800
cm-1 - dla niektórych obiektów (nº 3, 8 i 11), wykryto pik 2D o niskiej intensywności i amplitudzie
częstotliwości, nieobecny w innych skanowanych obiektach (dane nie pokazane). Jednakże, zarówno
w przypadku wzorca rGO, jak i niektórych obiektów z maksymami piku G, intensywność tego piku była
zawsze bardzo niska w porównaniu z pikami widma G i D, związanymi z drganiami węgli sp² pierścieni
aromatycznych. Może to wynikać z faktu, że w tlenkach grafenu względna intensywność piku 2D
(~2700 cm-1) w stosunku do pików G i D jest znacznie zredukowana. Dlatego też w niniejszym
badaniu prospektywnym zrezygnowano w zasadzie z analizy piku 2D ze względu na większą
efektywność i wykorzystanie ograniczonych zasobów potrzebnych do zeskanowania jak największej
ilości obiektów w ograniczonym czasie. W przyszłych pracach interesujące byłoby zbadanie go
na wszystkich obiektach, a tym samym oszacowanie stosunku natężeń I2D/2G w tych obiektach,
w których minimalnie manifestuje się on w tym trybie drgań, co pozwoliłoby na oszacowanie liczby
warstw struktury.
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Obiekty pokazane w niniejszym badaniu stanowią mniejszość spośród wszystkich mikrometrycznych
obiektów widocznych przy niskich powiększeniach w mikroskopie optycznym typu "light field" (100X).
Obiekty te zostały przeskanowane, ale nie zostały zaprezentowane w niniejszej pracy, ponieważ
ich widma nie są zgodne ze strukturami grafenowymi, gdyż brak w nich pasma, które mogłoby być
przypisane do piku trybu wibracyjnego G. Na uwagę zasługuje fakt, że wiele z tych obiektów wykazuje
maksyma RAMAN w paśmie 1439-1457 cm-1 - możliwe, że jest to spowodowane nakładaniem się
sygnału na podłoże hydrożelowe, w którym niektóre z nich są osadzone. Podobnie, wśród obiektów
z grupy 2.2, również często występuje w tym paśmie wyraźny pik w okolicy 1450 cm-1, w połączeniu
z pikami G i D (nº 11, 12, 14, 15, 16, 17, 20, 21, 23, 24, 25, 26 i 28).
Przyporządkowanie tego pasma w okolicy 1450 cm-1 jest nadal w toku, ponieważ
nie odpowiada ono konkretnym pikom w grafenie, ale uważamy, że ma ono duże
znaczenie dla poznania składu próbek ze względu na częste pojawianie się tego trybu
drgań. Jako hipoteza robocza, pasmo to jest zwykle przypisywane organicznym grupom metylenowym
-CH2- poprzez zginanie pary wodorków (scissoring lub vending). Jednakże jest ono również określane
jako pasmo o umiarkowanej intensywności związane z pierścieniami aromatycznymi, a jeśli tak,
to może być ono również związane z grafenem (Ferrari i Robertson, 2004). Jak stwierdzono, innym
możliwym przyporządkowaniem tego pasma byłby nałożony tryb wibracyjny jakiegoś związku, innego
niż grafen, co jest bardziej prawdopodobne, lub nawet podłoża hydrożelowego pozostałego
po suszeniu, ponieważ we wszystkich próbkach zawsze pozostaje lepka resztka po suszeniu w
temperaturze pokojowej. Pozostałość ta może w wielu przypadkach przejawiać drgania RAMAN
pokrywające się z obiektami, które pozostają w niej osadzone, ale nie z tymi, które pojawiają
się poza żelem na granicach strefy przeciągania suszenia. W tym sensie możliwe jest, że ten tryb
wibracyjny podłoża nakłada się na piki G i D grafenu w widmach podgrupy 2.1. Scharakteryzowanie
tego podłoża, jak również wszystkich składników próbki, wykracza poza zakres niniejszej pracy.
Istnieją jednak pewne substancje zdolne do tworzenia matrycy hydrożelowej, których sygnały RAMAN
wykazują wyraźne tryby wibracyjne wokół tego pasma, takie jak alkohol poliwinylowy (PVA),
metyloakrylamid, czy polimer PQT-12 (Mik Andersen, https://corona2inspect.blogspot.com/ pers.
com). Faktem jest również, że niektóre z tych substancji zostały połączone z grafenem
w eksperymentalnych projektach biomedycznych, które można znaleźć w literaturze naukowej,
na przykład sztuczne synapsy dla PQT-12 (Chen i Huang, 2020), żelatyny do regeneracji neuronów
łączące metyloakryloamid z grafenem (Zhu et al, 2016) or PVA/GO electrospun fibers
(Tan et al, 2016).
Obecnie wszystkie te hipotezy dotyczące przyporządkowania tego piku w okolicach 1450
cm-1 pozostają otwarte.
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Podsumowując, na ogólną liczbę 110 zeskanowanych obiektów, jednoznaczne sygnały
świadczące o obecności tlenku grafenu stwierdzono w 8 obiektach, a sygnały
kompatybilne z obecnością struktur grafenu lub grafenopodobnych  w kolejnych 20
obiektach. Pozostałe zeskanowane obiekty, spośród 110 nanocząsteczek o wyglądzie
grafenopodobnym nie wykazały sygnałów analogicznych z grafenem, przy czym w ich widmach
niekiedy dominował szum spowodowany nadmierną intensywnością fluorescencji, nie można więc
ani przypisać, ani wykluczyć obecności w nich struktur grafenowych.

W ramach kontynuacji tej pracy w tym kierunku - pomimo, że nasza analiza mikro-RAMAN wykazała
definitywne oznaki obecności obiektów o strukturze grafenowej, dla ugruntowania pewności
co do tożsamości i pogłębienia charakterystyki strukturalnej, wskazane byłoby przeprowadzenie
uzupełniających analiz z wykorzystaniem sprzężonych technik mikroskopii i spektroskopii, takich
jak spektroskopia XPS, czy dyfrakcja elektronów TEM.

W obecnym badaniu większość próbek została uzyskana z zapieczętowanych fiolek. Również
podczas ekstrakcji próbek i ich przenoszenia na szkiełka do mikroskopii RAMAN, pracowaliśmy
w warunkach aseptycznych w komorze z przepływem laminarnym. Jednakże możliwość
zanieczyszczenia próbek podczas procesów produkcji, dystrybucji i przetwarzania, jak również
ogólne zastosowanie podobnych przypuszczeń na taką ewentualność co do porównywanych próbek,
muszą być ocenione przez rutynowe i szersze monitorowania podobnych partii tych produktów.

Chociaż wyniki tych pobranych próbek są rozstrzygające w odniesieniu co do obecności struktur
grafenowych w niektórych analizowanych próbkach, badania te są uważane za otwarte
na kontynuację i są udostępniane społeczności naukowej w celu ich replikacji i optymalizacji
- uznając za konieczne kontynuowanie bardziej szczegółowych i wyczerpujących badań spektralnych,
opartych na statystycznie istotnym pobraniu próbek podobnych fiolek, oraz zastosowanie technik
uzupełniających w celu potwierdzenia, obalenia, zakwalifikowania lub uogólnienia wniosków zawartych
w niniejszym raporcie. Analizowane próbki są należycie strzeżone i dostępne dla przyszłej współpracy
naukowej.

14
Nieoficjalne tłumaczenie dzięki uprzejmości La Quinta Columna  

- na podstawie oryginalnego raportu w języku hiszpańskim.  Aby pobrać oryginalny raport w języku hiszpańskim, odwiedź następujący link: 
https://www.dropbox.com/s/b3kbszxvjg1hebl/1-INFORME_T%C3%89CNICO_FINAL_DETECCI%C3%93N_DE_GRAFENO_EN_VACUNAS_COVID.pdf?dl=0 



WNIOSKI

Losowe pobieranie próbek fiolek szczepionki COVID19 zostało przeprowadzone przy użyciu
sprzężonej techniki mikro-RAMAN w celu scharakteryzowania mikroskopijnych obiektów
grafenopodobnych przy użyciu spektroskopowych “odcisków palców” charakterystycznych
dla struktury molekularnej.

Technika mikro-RAMAN pozwala wzmocnić stopień pewności w identyfikacji materiału poprzez
połączenie obrazowania i analizy spektralnej, jako dowodów obserwacyjnych, które należy
rozpatrywać łącznie.

Wykryto obiekty, których sygnały RAMAN poprzez podobieństwo do wzorca jednoznacznie
dpowiadają ZREDUKOWANEMU TLENKOWI GRAFENU [GRAPHENE OXIDE].

Inna grupa obiektów prezentuje zmienne sygnały spektralne kompatybilne z pochodnymi
grafenu, ze względu na przeważającą obecność specyficznych sygnałów RAMAN (pasmo G),
które można przypisać strukturze aromatycznej tego materiału, w połączeniu
z jego widzialnym wyglądem.

Badania te pozostają otwarte na ich kontynuację, krytykę i powielanie. Dalsze analizy oparte
na znacznym próbkowaniu, z wykorzystaniem opisanej techniki lub innych uzupełniających,
pozwoliłyby ocenić z odpowiednią istotnością statystyczną, skalę obecności materiałów
grafenowych w tych lekach oraz ich szczegółową charakterystykę chemiczną i strukturalną.
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ZAŁĄCZNIK 1

Szczepionki COVID19 mRNA poddane analizie mikro-RAMAN

PFIZER 1 (RD1). Lote Nº  EY3014. Zapieczętowany

PFIZER 2 (WBR). Lote Nº FD8271. Zapieczętowany

PFIZER 3 (ROS). Lote Nº F69428. Zapieczętowany

PFIZER 4 (ARM). Lote Nº FE4721. Zapieczętowany

ASTRAZENECA (AZ MIT). Lote Nº ABW0411. Zapieczętowany

MODERN (MOD). Lote Nº 3002183. Niezapieczętowany

JANSSEN (JAN). Nº Lote niedostępny. Niezapieczętowany

WZORCOWE PRÓBKI GRAFENU

Zredukowany tlenek grafenu (rGO) ( TMSigma Aldrich. Nr ref. 805424)

Zawiesina tlenków grafenu ( TMThe Graphene Box)
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ZAŁĄCZNIK 2

SCHARAKTERYZOWANE OBIEKTY KOMPATYBILNE ZE STRUKTURAMI GRAFENOWYMI

GRUPA 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 CARB1
• AZ MIT UP CARB4
• AZ MIT DOWN CARB2
• MOD grumo1 (grudka)

GRUPA 2

• PFIZER 2 WBR GO1
• PFIZER 2 WBR GO6a
• PFIZER 2 WBR 2 GO7
• PFIZER 2 WBR UP GO1
• PFIZER 2 WBR UP GO3b
• PFIZER 2 WBR UP GO4
• PFIZER 2 WBR DOWN GO2
• PFIZER 2 WBR DOWN GO3
• PFIZER 2 WBR DOWN GO5
• PFIZER 3 ROS OBJ 1
• PFIZER 3 ROS 2 OBJ 1
• PFIZER 3 ROS 2 OBJ 2
• PFIZER 4 Pdown grumo1
• PFIZER 4 Pdown grumo2
• PFIZER 4 Pdown grumo3
• ASTRAZENECA AZ MIT UP CARB5
• ASTRAZENECA AZ MIT UP CARB6
• JANSSEN JAN GO1
• JANSSEN JAN GO3
• JANSSEN JAN GO4
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ZAŁĄCZNIK 3.
WYNIKI

Z  tym załącznikiem można się zapoznać pod linkiem - oryginalna uwierzytelniona
i podpisana elektronicznie wersja jest dostępna na platformie Researchgate:

https://www.researchgate.net/publication/355684360_Deteccion_de_grafeno_en_va
cunas_COVID19_por_espektroskopia_Micro-RAMAN
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Puede verificar la autenticidad, validez e integridad de este documento en la dirección:
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Nieoficjalne tłumaczenie dzięki uprzejmości La Quinta Columna  
- na podstawie oryginalnego raportu w języku hiszpańskim.  Aby pobrać oryginalny raport w języku hiszpańskim, odwiedź następujący link: 

https://www.dropbox.com/s/b3kbszxvjg1hebl/1-INFORME_T%C3%89CNICO_FINAL_DETECCI%C3%93N_DE_GRAFENO_EN_VACUNAS_COVID.pdf?dl=0 
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