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ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der nachfolgenden Arbeit war es, ein Sampling von RAMAN-
Schwingungsspektralsignalen in Verbindung mit optischen Mikroskopieaufnahmen der
jeweiligen Spektren durchzufiihren, anhand derer man das Vorhandensein von
Graphenderivaten in  COVID19-Impfstoffproben  von  vier  verschiedenen
Herstellermarken bestimmen kann.

Mehr als 110 unter dem optischen Mikroskop sichtbare Objekte, deren Aussehen mit
dem von Graphenstrukturen kompatibel war, wurden analysiert, und davon wurden
insgesamt 28 Objekte fiir diesen Bericht ausgewahlt, aufgrund ihrer Kompatibilitat mit
der Prasenz von Graphen oder Derivaten in den Proben und unter Beriicksichtigung ihrer
Ubereinstimmung mit den Bildern und Spektralsignalen einer referenzierten
Standardprobe und der wissenschaftlichen Literatur.

In 8 von diesen 28 Objekten ist die Identitdt des Materials mit Graphenoxid eindeutig,
aufgrund der hohen spektralen Korrelation mit dem Standard.

Die restlichen 20 Objekte weisen eine sehr hohe Kompatibilitat mit Graphen-Strukturen
auf, wenn sowohl ihre Spektren als auch ihr optisches Bild beriicksichtigt werden.

Diese Forschungsarbeit bleibt offen und wird der wissenschaftlichen Gemeinschaft zur
Diskussion, Replikation und Optimierung zur Verfligung gestellt.
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Diese Forschungsarbeit wurde ausschlieRlich von Dr. Pablo Campra durchgefiihrt, ohne
jegliche Art von Vergitung durch eine private oder o6ffentliche Einrichtung, noch
irgendeine Implikation oder Konformitat mit deren Ergebnissen und Schlussfolgerungen
seitens der Institution, der er angehort.

Die Charakterisierung der zugehorigen Objekte bezieht sich ausschlieRlich auf die
analysierten Proben. Ohne ein signifikant umfangreicheres Sampling ist es nicht méglich
zu wissen, ob diese Ergebnisse auf andere Proben dhnlicher Marken tbertragbar sind.

Dr. Pablo Campra ist nur fiir die in diesem elektronisch signierten Dokument
geschriebenen Aussagen verantwortlich, und Gbernimmt keine Verantwortung fiir die
Meinungen oder Schlussfolgerungen, die durch ihre Verbreitung in Medien und sozialen
Netzwerken gezogen werden kdénnen, sofern diese nicht in diesem Dokument zum
Ausdruck kommen, und dessen elektronisch beglaubigte und signierte Originalversion
auf der Researchgate-Plattform eingesehen werden kann:
https://www.researchgate.net/publication/355684360 Deteccion de grafeno en va
cunas COVID19 por espectroscopia Micro-RAMAN
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1. ANALYTISCHE_ METHODIK

1.1. Grundlagen der Mikro-Raman-Technik

Aufgrund der Eigenschaften des Probematerials, und insbesondere der Dispersion von
mikrometergroRen graphenartigen Objekten in einer komplexen Matrix von
unbestimmter Zusammensetzung, erlaubt die direkte Anwendung spektroskopischer
Methoden es nicht, die Problemobjekte ohne vorherige Lokalisierung in oder
Fraktionierung der urspriinglichen Probe zu charakterisieren. Daher wurde die an
RAMAN-Spektroskopie gekoppelte Mikroskopie (Mikro-RAMAN) als effektive Technik fur
eine umfassende Prospektion mikrometrischer Objekte ausgewdhlt, die unter dem
optischen Mikroskop sichtbar sind.

Die RAMAN-Infrarotspektroskopie ist eine schnelle, zerstorungsfreie Technik, die eine
Materialstrukturtberpriifung mittels der Identifizierung von Schwingungsmoden und
Phononen durch Anregung mit einem monochromatischen Laser ermdoglicht, wodurch
eine inelastische Streuung erzeugt wird, die sich in Infrarotemissions-Peaks manifestiert,
welche fiir die retikulare Struktur von Graphen und Derivaten charakteristisch sind. Die
gekoppelte optische Mikroskopie ermdoglicht es, den Anregungslaser auf bestimmte
Objekte und lokalisierte Punkte auf den Objekten zu fokussieren sowie den
Zuverldssigkeitsgrad bei der Identifizierung der Art des Materials zu starken, und liefert
zuséatzlich Informationen lber Dicke, Defekte, Warmeleitfahigkeit und Kantengeometrie
der Graphenkristallnetze.

RAMAN-Schwingungsmoden hiufiger Funktionsgruppen

0-P-0 813 cm!

C-C 800 (600-1300) cm'?

C-0-C 800-970 cm™ Raman Media

C-(NO2) 1340-1380 cm™! starker Raman; 1530-1590 cm™ (asymmetrisch) Mittlerer Raman
C=C-Schwingungen in aromatischen Ringen (z.B. Graphen, Graphit) (Otto, 1984)

1580-1600 cm™ : Starkes Raman-Signal
1450, 1500 cm™ : Mittleres Raman-Signal

-CH2- 1465 cm™  Flache Biegung H-C-H (Scissoring)
C=N 1610-1680 cm™ (Nitrogen-Basen )

C=0 Carbonilo 1640, 1680-1820 cm™!

C-H 3000 cm?

O-H 3100-3650 cm™!
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1.2. Gerat fiir die Mikro-Raman-Spektroskopie

e NBS-5100_

RAMAN LASER SPEKTROMETER JASCO NRS-5100

Konfokales Raman-Mikroskop mit Spektrograph, enthalt:
-Verschiedene VergrofRerungs- und Arbeitsabstdnde von x5 bis x100
-bis zu 8 Laser von UV bis NIR

-SRI (Spatial Resolution Image), um das Probenbild und den Laserpunkt gleichzeitig
anzuzeigen.

-DSF (Dual Spatial Filtration), das die konfokale Fokussierung des von der Objektivlinse
erzeugten Bildes optimiert, um Aberration zu reduzieren, die rdumliche Auflésung zu
verbessern und die Auswirkungen der Matrixfluoreszenz zu reduzieren.

Die Spektren wurden mit der Software SPECTRA MANAGER, Version 2, analysiert. JASCO
Corporation.

Zuvor wurde das Gerat mit einem Siliziumstandard bei 520 cm-1 kalibriert.

Angewandte Mikro-RAMAN-Spektroskopie-Parameter

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 Sek.
Accumulation 3

Center wavenumber 1470,59 cm-1
Z-Position 27041,5 pm
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Binning Upper143

Binning Lower202

Valid Channel 1- 1024

CCD DV420_OE

Laser wavelength 532,09 nm
Monochromator Single
Grating 1800 I/mm

Slit 100 x 1000um

Aperture d-4000 um
Notch Filter 532,0 nm
Resolution 3,69 cm™, 0,961 cmY/Pixel
Objective lens MPLFLN 100 x
BS/DMBS 30/70

1/2 Platte Not fitted
Polarization  Not fitted
Laser power 4,0 mW
Attenuator Open
CCD-Temperature 60.02C
Shift -3.00cm*?
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1.3. Mikro-Raman-Spektroskopie von Graphit und Graphen

CHARAKTERISTISCHE RAMAN-BANDEN
VON GRAPHIT, GRAPHEN UND GRAPHEN-DERIVATEN

G und 2D: Kristallstruktur von De Stankovich et al, (2007)

Inensity

Graphen und Graphit.
D: Kristallgitterdefekte Srapivt
532 nm D
G band
Graphenoxid
2D band ( G 0)
Graphite o A—_ —- 3 D"_——
e ot b Reduziertes
n Graphenoxid (rGO)
o e “m'"u;ﬁ‘(m l) l‘é( o0

2000 2500
Wavenumber (cm™")

1500 3000

graphene ondde (middle), and redoced graphene oxide (botlom)

1. NANOKRISTALLINE STRUKTURBANDE

-G-Bande (~1580-1600 cm): Zeigt eine zuldssige Phononenschwingung (elementare
Gitterschwingung) in der Ebene des aromatischen Rings (sp?Hybridisierung) an, die fiir die
Kristallstruktur von Graphit und Graphen charakteristisch ist. Zeigt eine Rotverschiebung
oder red shift (niedrigere Frequenz in cm™) sowie eine stirkere Intensitit bei einer
groReren Anzahl von Schichten. Hingegen manifestiert sich die hohere Energie in
dotiertem Graphen als Blaue Verschiebung blue shift (héhere Frequenz in cm™) entlang
des Bereichs 1580-1600 cm™ ) (Ferrari et al, 2007). In Graphit ist G schirfer und schmaler
als in Graphen.

-2D-Band (~2690 cm)(oder G'): Gibt die Stapelreihenfolge an. Hangt von der Anzahl der
Schichten ab, nicht vom Grad der Defekte, aber seine Frequenz ist etwa doppelt so hoch
wie die des D-Peaks. Die Position oszilliert je nach Art der Dotierung. Das Vorhandensein
von Monolayer-Graphen (SLG) wurde mit der Prdsenz eines isolierten und scharfen 2D-
Peaks in Verbindung gebracht, dessen Breite mit der Anzahl der Schichten zunimmt (Ni
et al., 2008).

- Das Verhdltnis von I,p/lg ist proportional zur Anzahl der Schichten des Graphitnetzes
- In Graphit sind G und 2D schéarfer und schmaler als in Graphen.
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Figure 5, (Color online) {From [33]) The Raman spectm of SP-1 gracle graphise (sop),
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2. BANDEN DIE DURCH ANOMALIEN IN DER GRAPHIT-STRUKTUR AKTIVIERT WERDEN.

Diese Banden werden durch elastische Dispersion (gleiche Energie) von Ladungstragern
und durch Phononeneinschluss (Kohn'sche Anomalie in der Phononendispersion)
erzeugt.

In Graphenoxiden (GO) entsteht die Unordnung durch die Einlagerung von Hydroxyl- (-
OH) und Epoxidgruppen (-O-).

-D-Bande (~1340 cm™). Zeigt die Dichte der Defekte im Kristallgitter aufgrund von
Funktionalisierung, Dotierung oder struktureller Anomalien, die Locher oder neue sp3
(C-C) Zentren erzeugen. Die Intensitdt der D-Bande nimmt mit der Ausrichtung der
Schichten in der graphitischen Struktur ab.

-D' Bande (~1620 cm?). Folgt einem Doppelresonanzverhalten aufgrund von
Gitterdefekten. Manchmal verschmilzt sie mit der G-Bande aufgrund der
Blauverschiebung blue shift der letzteren.

- D+G Bande (~2940 cm™)

PARAMETER, DIE FREQUENZVARIABILITAT (cm-1), INTENSITAT UND FORM DER
RAMAN-BANDEN VERURSACHEN

Diese Parameter wurden im vorliegenden Bericht nicht im Detail untersucht,
sollten aber in Zukunft bei der Zuordnung von Banden zu Schwingungsmoden
beriicksichtigt werden.

- Grad und Art der Storung (Dotierung, Briiche usw.). Storung erhoht die Breite der
G-, D- und 2D-Peaks, und verringert die Phononenlebensdauer
(Molekularschwingung).

- G-Bande =zeigt keine Intensitatsveranderung durch Storung, aber die
Verhéltnismassigkeit dndert sich (ID/1G).

- Kompression und Dehnung des Gitters durch Dotierung. Es kann zu blue shifts
(>cm) in allen Banden (bis zu 15 cm™ in G und 25 cm™ in 2D) sowie
Bandenverengungen (bis zu 10 cm™) kommen

z. B. "back gates" durch Dotierung mit Oxiden durch Abscheidung.

- Durch Blattbiegung erhoht sich auch die 2D-Bande, ohne Veranderung in G, aber
blue shifts zwischen 4-12 cm

- Stapelniveau oder Anzahl der Schichten

- Die Funktionalisierung (Einfiihrung funktioneller Gruppen) der Gitter fiihrt zum
Auftreten neuer Raman-Peaks: 746 cm™ (C-S-stretching), 524, 1062, 1102, 1130
cm? (skeletal vibrations, CCCC trans und gauche), 1294 (twisting), 1440, 1461 (C-
H-deformation, scissoring), 2848 und 2884 cm (C-H-stretching).

- Ein und dasselbe Objekt kann je nach Einfallswinkel und betroffenen Schichten
spektrale Unterschiede aufweisen. Die Rander weisen mehr Unordnung auf als die
innere kristalline Struktur (Ni et al, 2008)

- Blue shifts in Abhéngigkeit vom verwendeten Graphen-Wachstumssubstrat (z.B.
SiC) (Chen et al., 2008)

- Unterschiedliche Intensitdat der Peaks in ein und demselben Objekt je nach
Laserfokuspunkt, aufgrund struktureller Variabilitdit in Bezug auf den
Einfallswinkel in Verbindung mit dem Kristallgitter (Barros et al., 2005).
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1.4 UNTERSUCHTE PROBEN UND CHARAKTERISIERTE OBJEKTE (SIEHE ANHANGE 1 UND 2)

1.5. PROBENVERARBEITUNG

1. Die Proben wurden aus versiegelten Flaschchen der in Anhang 1 aufgefiihrten COVID19-
MRNA-Impfstoffe gewonnen. Alle Flaschchen waren zum Zeitpunkt der Verarbeitung
versiegelt, auBer MOD und JAN, die keinen Aluminiumverschluss hatten.

2. Verschiedene Aliquots von je 10 ul pro Flaschchen wurden mit einer Mikrospritze
extrahiert, auf lichtmikroskopische Objekttrager aufgetragen und in einer aseptischen
Laminar-Flow-Haube bei Raumtemperatur getrocknet. AnschlieBend wurden sie in einem
geschlossenen Objekttréagerkasten aufbewahrt und bis zur Raman-Analyse kiihl gelagert.

3. Unter dem Lichtmikroskop (OLIMPUS CX43) wurden umfangreiche Sichtprifungen
durchgefiihrt, um nach Objekten zu suchen, die mit graphitischen Strukturen oder
Graphen vereinbar sind. VergrofRerungen von x100 bis x60.

Kriterien fur die Auswahl von Objekten:
1. Lokalisierung in Tropfenresten oder im duBeren Bereich der Trocknungsspur

2. Visuelles Erscheinungsbild: zweidimensionale durchscheinende Objekte oder
dunkle undurchsichtige Korper.

4. Erstellung von RAMAN-Spektren fiir die ausgewahlten Objekte
5. Verarbeitung der Spektraldaten

Die Liste und die Schliissel der in diesem Bericht charakterisierten Objekte sind in Anhang
2 enthalten.
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3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

(Siehe Bilder und Spektren der ausgewahlten Objekte in Anhang 3: ERGEBNISSE)

Die angewandte Mikro-Raman-Technik hat sich als sehr effektiv fir die schnelle
Charakterisierung einer groRen Anzahl von mikroskopischen Objekten beim Nachweis von
dispergierten Graphen-Mikrostrukturen in komplexen Proben erwiesen. Im Vergleich zur
direkten Makro-Raman-Spektroskopie von wassrigen Dispersionen hat die Kombination
mit der Mikroskopie den Vorteil, spektrale Signale mit unter dem Lichtmikroskop
sichtbaren Objekten assoziieren zu koénnen. Dies ermdoglicht es, die Untersuchung auf
bestimmte Objekte mit graphenartigem Aussehen zu konzentrieren und ihre
spektroskopische Charakterisierung zu verstarken. In dieser Forschungsarbeit hat sich die
vorlaufige Auswahl der Objekte auf zwei Typologien konzentriert, durchscheinende Folien
und undurchsichtige kohlenstoffhaltige Objekte, da sie optische Ahnlichkeit mit Formen
aufweisen, die man in mit Ultraschall erzeugten Standardmustern oder in Graphenoxid-
Dispersionen beobachten kann (siehe Anhang Ergebnisse). Der Unterschied zwischen den
beiden Typologien liegt nicht an ihrer chemischen Zusammensetzung, die von Graphit
abgeleitet ist, sondern lediglich am Grad der Exfoliation des graphitischen
Ausgangsmaterials und an der Anzahl der lbereinanderliegenden Schichten, wobei 10
Schichten die Grenze darstellen, ab der ein Material als Graphit (3D) gilt (Ramos Fernandez,
2017).

Insgesamt wurden 110 Objekte mit einem moglichen graphenartigen Aussehen
ausgewahlt, die meist am Rand der Probentropfen lokalisiert wurden, nach ihrer
Dehydratisierung durch Trocknung bei Raumtemperatur der urspriinglichen wassrigen
Phase, innerhalb oder auBerhalb der Zone des Entrains. Aus diesen Objekten wurden
insgesamt 28 Objekte ausgewahlt, die den héchsten Grad an spektraler Kompatibilitat mit
den in der Literatur angegebenen Graphenmaterialien aufweisen. Die Bilder und RAMAN-
Spektren dieser Objekte sind in Anhang 3 der Ergebnisse dieses Berichts aufgefiihrt.
Interessanterweise trocknen die Proben bei Raumtemperatur nicht vollstandig aus und
hinterlassen einen gallertartigen Riickstand, dessen Grenze auf einigen der gezeigten Fotos
zu erkennen ist. Die Zusammensetzung dieses Mediums ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht
bekannt, da dies nicht Gegenstand der vorliegenden Studie war, ebenso wenig wie die
Zusammensetzung anderer Arten von mikrometergroRen Objekten, die bei geringer
VergrofRerung (40-600fach) immer wieder in den Proben beobachtet werden konnten. Von
einigen dieser Objekte wurden Raman-Spektren erstellt, die jedoch in dieser Studie nicht
vorgestellt werden, da sie keine optische Ahnlichkeit mit Graphen oder Graphit aufweisen.

Eine Einschrankung bei der Erzielung definierter Spektralmuster war die Intensitat der
Fluoreszenz, die von zahlreichen beobachteten Objekten emittiert wurde. Bei zahlreichen
durchscheinenden graphenahnlichen Folien war es nicht moglich, rauschfreie Raman-
Spektren durch Fluoreszenz zu erhalten, so dass die Technik keine spezifischen RAMAN-
Signale mit klar definierten Peaks ermdglichte. Daher kann das Vorhandensein von
Graphenstrukturen in diesen Objekten weder bestatigt noch ausgeschlossen werden.
Eine weitere Einschriankung des Mikro-RAMAN-Verfahrens ist die geringe optische
Bildqualitat des Gerats, die haufig die Erkennung hochtransparenter graphenartiger
Schichten verhindert, obwohl diese in optischen Mikroskopen mit geeigneten
Kondensoreinstellungen beobachtet werden konnen. Fiir solche Objekte kdnnte man
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alternativ andere ergdanzende Mikroskopietechniken in Verbindung mit Spektroskopie, z.
B. XPS mit guter Optik oder Elektronenbeugung mittels TEM einsetzen.

Unter Beriicksichtigung dieser Auswahlkriterien wurden die 28 gefundenen Objekte mit
potenzieller Graphen-ldentitat in zwei Gruppen eingeteilt, je nach Grad ihrer Korrelation
mit dem RAMAN-Spektrum des verwendeten Standardmusters von reduziertem
Graphenoxid (rGO, ™DICSA). Gruppe 1 umfasste 8 Objekte, deren spektrale Muster dem
Spektrum des rGO-Musters dhnlich sind, so dass das Vorhandensein von Graphenoxid
(Nr. 1-8) mit Sicherheit bestitigt werden kann. Diese spektrale Ubereinstimmung kann
als eindeutig angesehen werden und ist durch 2 dominante Peaks im gescannten Bereich
(zwischen 1200-1800 cm-1) gekennzeichnet, die als G (¥1584 cm-1) und D (~1344 cm-1)
bezeichnet werden und charakteristisch fir Graphenoxide sind. Diese Charakterisierung
durch spektrale Ubereinstimmung zwischen den Signalen der Problemproben und dem
rGO-Standard wird durch das mikroskopische Erscheinungsbild dieser Objekte noch
verstarkt, die alle ein undurchsichtiges, kohlenstoffhaltiges Aussehen haben, das dem der
Standardobjekte dhnelt, wie auf den Fotos im Anhang Ergebnisse zu sehen ist. Daher
kénnen wir mit einem hohen MaR an Zuverlassigkeit bestatigen, dass die Identifizierung
von Graphenmaterial in allen analysierten Proben der Gruppe 1 EINDEUTIG ist, und dass
es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um Graphenoxidstrukturen handelt. Die Objekte der
Gruppe 1 waren nur einige zehn Mikrometer grol (auf den Fotos sind einige davon als
blaue Linie dargestellt).

In der zweiten Gruppe von 20 Objekten (GRUPPE 2, Nr. 9-28) wurden RAMAN-Signale
festgestellt, die mit dem Vorhandensein von Graphen- oder Graphitstrukturen
kompatibel sind. Sie weisen RAMAN-Schwingungspeaks im Bereich der G-Bande (1585-
1600 cm™?) auf, die mit dem G-Peak der kristallinen Struktur von Graphen oder Graphit
Kristallgittern kompatibel sind. Dieser Schwingungsmodus wird durch die zuldssige
Schwingung des Phonons in der Ebene des aromatischen Rings (sp2) erzeugt. Sein
Abdriften zu héheren Frequenzen in einigen Objekten, die in Richtung 1600 cm™ (blue
shift) tendieren, kann einer Vielzahl von Modifikationen zugeordnet werden, die in der
Literatur ausfihrlich beschrieben werden, wie z. B. die Anzahl der Graphenschichten oder
die Dotierung mit funktionellen Gruppen oder Schwermetallen u.a. (Ferrari et al., 2007).
Visuell weisen Objekte der Gruppe 2 die beiden Arten von Erscheinungen auf, die in den
Standards beobachtet werden: sowohl undurchsichtige mikrometrische Objekte mit
einem kohlenstoffhaltigen Aussehen (Nr. 9, 11, 16, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 und 28) als
auch durchscheinende Folien mit graphendhnlichem Aussehen (Nr. 10, 12, 13, 14, 18, 19
und 20).

In den Spektren dieser Gruppe 2 werden die Maxima der G-Peaks von anderen
dominanten Peaks begleitet, deren Zuordnung in dieser Arbeit nicht geklart werden
konnte. Eine Untergruppe (2.1.) ist aus Objekten gebildet, deren Spektren die beiden
dominanten Peaks in Bandenbereichen  aufweisen, die den beiden
Hauptschwingungsmoden von Graphenoxid, G (Bereich 1569-1599 cm™) und D (Bereich
1342-1376 cm™), zugeordnet werden kénnten (Objekte Nr. 11, 14, 15, 16, 17, 20, 21, 22,
23, 24, 25 und 26). Betrachtet man die mikroskopischen Bilder und RAMAN-Signale
zusammen, kann die Zuordnung der Spektren dieser Gruppe zu Graphenstrukturen mit
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hohem Zuverlassigkeitsgrad erfolgen. Allerdings miissen die Strukturmodifikationen des
Gitters noch bestimmt werden, die andere Spektralsignale als das verwendete Standard-
rGO-Muster sowie Schwankungen in der Haufigkeit und im Profil dieser Peaks in Bezug
auf den verwendeten Standard erzeugen.

Die Signale einer zweiten Untergruppe (2.2) von Objekten dieser Gruppe 2 (Nr. 9, 10, 12,
13, 18, 19, 25, 27, 28) werden aufgrund des Vorhandenseins von Maxima in der G-Bande
als kompatibel mit der Prasenz von Graphenstrukturen angesehen, obwohl die
Verwendung detaillierterer Spektralanalysealgorithmen erforderlich ware, da keine
eindeutigen D-Peaks mit Schwingungsmodus um 1344 cm™ beobachtet wurden, die dem
rGO-Standard zugeordnet werden konnten. Dies ist jedoch keine unabdingbare
Voraussetzung flir die Préasenz von Graphenstrukturen, daher wurden diese Objekte fir
den vorliegenden Bericht ausgewahlt aufgrund ihrer kompatiblen Schwingungsmaxima in
der Nihe der G-Bande (Bereich 1569-1600 cm?). Es gibt immer noch eine offene Debatte
zur Interpretation dieser D-Bande und ihrer variablen Frequenz und Form (Ferrari und
Robertson, 2004). Wie in der Einfihrung der Methodik dargelegt, ist die Intensitdt des D-
Peaks, der im Allgemeinen um 1355 cm liegt, sowie das Intensitdtsverhiltnis zum G-Peak
(Io /lg) ein Indikator fir den Grad der Unordnung im Graphen-Gitter, die durch
verschiedene Faktoren wie Dotierung, Einfilhrung sehr unterschiedlicher funktioneller
Gruppen oder Unterbrechungen der Gitter-Kontinuitdt verursacht wird. In geordneten
graphitischen Materialien ist dieser D-Peak nicht vorhanden. In einigen Spektren dieser
Untergruppe 2.2. erscheinen andere Peaks mit hoheren Frequenzen (blue shift), deren
Zuordnung zum Schwingungsmodus D moglich ist, obwohl dies noch durch Verarbeitung
mit Algorithmenanalysen bestimmt werden muss, die den Rahmen der vorliegenden
Arbeit sprengen wiirde. Daher kénnen wir fiir diese Spektren derzeit nur festhalten, dass
das Fehlen oder die Verschiebung des D-Peaks in Bezug auf rGO-Standards noch eine
strukturelle Interpretation anhand verfligbarer Modelle erfordert. Der Literatur zufolge
kénnten sowohl die Variationen in der Verschiebung der G- und D-Peaks als auch ihre
variable Breite und Intensitat sowie das Vorhandensein anderer Peaks in diesen Spektren
auf sehr unterschiedliche, noch zu bestimmende Modifikationen zuriickzufiihren sein,
darunter unterschiedliche Grade der Unordnung, Oxidation, Dotierung, Funktionalisierung
und Strukturbriiche. Die Untersuchung dieser Modifikationen wiirde den Rahmen dieses
Berichts sprengen.

Erganzend zum Bereich 1200-1800 cm™ wurde bei der Erweiterung der Spektren bis 2800
cm™? bei einigen Objekten dieser Gruppe (Nr. 3, 8 und 11) ein 2D-Peak mit geringer
Intensitat und Frequenzamplitude entdeckt, der bei anderen gescannten Objekten fehlte
(Daten nicht gezeigt). Sowohl beim rGO-Standard als auch bei einigen Objektproben mit
G-Peak-Maxima war die Intensitat dieses Peaks jedoch immer sehr gering im Vergleich zu
den G- und D-Peaks der Spektren, in Verbindung mit den Schwingungen der Sp2
Kohlenstoffe der aromatischen Ringe. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass in
Graphenoxiden die relative Intensitat des 2D-Peaks (~2700 cm™) im Vergleich zu den G-
und D-Peaks stark reduziert ist. Daher haben wir in dieser Studie auf die Analyse des 2D-
Peaks generell verzichtet, aus Griinden hoherer Effizienz und Ressourcennutzung, um
moglichst viele Objekte in einer begrenzten Zeit zu scannen. In zukinftigen
Forschungsarbeiten ware es von Interesse, ihn fiir alle Objekte zu untersuchen und so das
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Verhiltnis der l,p/26-Intensitdten in den Objekten abzuschatzen, in denen er sich minimal
in diesem Schwingungsmodus manifestiert, was Schatzungen Uber die Anzahl der
Schichten der Struktur ermdglichen wiirde.

Die in dieser Studie gezeigten Objekte stellen einen geringen Teil der Gesamtzahl
mikrometrischer Objekte dar, die bei geringer VergroRerung in der optischen
Lichtfeldmikroskopie (100X) sichtbar sind. Diese Objekte wurden gescannt und werden in
dieser Studie nicht vorgestellt, da sie aufgrund des fehlenden G-Peaks keine mit Graphen
kompatiblen Spektren aufweisen. Es ist von groBem Interesse, dass die meisten dieser
Objekte, vielleicht aufgrund von Signaliiberschneidungen mit dem Hydrogelmedium, in
das einige von ihnen eingebettet sind, RAMAN-Maxima in der Bande 1439-1457 cm™
aufweisen. Bei Objekten der Gruppe 2.2 findet sich auch haufig ein herausragender Peak
in dieser Bande um 1450 cm'?, in Kombination mit den G- und D-Peaks (Nr. 11, 12, 14, 15,
16, 17, 20, 21, 23, 24, 25, 26 und 28). Die Zuordnung dieser Bande um 1450 cm! steht
noch aus, da sie nicht spezifischen Graphen-Peaks entspricht, aber wir halten sie fiir
sehr wichtig zur Ermittlung der Zusammensetzung der Proben aufgrund ihres haufigen
Auftretens. Als Arbeitshypothese wird diese Bande (iblicherweise organischen
Methylengruppen -CH2- durch Biegung des Wasserstoffpaares (scissoring oder bending)
zugeordnet. Sie wird jedoch auch als eine Bande maRiger Intensitat bezeichnet, die mit
aromatischen Ringen in Verbindung gebracht wird, und kénnte daher auch mit Graphen
in Bezug gebracht werden (Ferrari und Robertson, 2004). Eine andere mogliche
Zuordnung dieser Bande waédre die eines Uberlagerten Schwingungsmodus, der
hochstwahrscheinlich von einer anderen Substanz als Graphen oder sogar von dem nach
dem Trocknen verbleibenden Hydrogelmedium stammt, da bei allen Proben nach dem
Trocknen bei Raumtemperatur immer ein zahflissiger Rest zurlickbleibt. Dieser
Rickstand konnte in zahlreichen Fallen RAMAN-Schwingungen zeigen, die sich mit denen
von darin eingebetteten Objekten Gberschneiden, aber nicht mit denen, die auBerhalb
des Gels an den Grenzen der Trocknungsspur auftreten. In diesem Sinne ist es moglich,
dass sich der Schwingungsmodus dieses Mediums mit den G- und D-Peaks von Graphen
in den Spektren der Untergruppe 2.1 Giberschneidet. Es wiirde den Rahmen dieser Arbeit
sprengen, dieses Medium sowie alle Bestandteile der Proben zu charakterisieren. Es gibt
jedoch einige Substanzen, die in der Lage sind, diese Hydrogelmatrix zu bilden, deren
RAMANS-Signale markante Schwingungsmoden in der Ndhe dieser Bande zeigen, wie z.B.
Polyvinylalkohol (PVA), Methylacrylamid oder das Polymer PQT-12 (Mik Andersen,
https://coronainspect.blogspot.com/ pers. com). Es ist auch eine Tatsache, dass einige
dieser Substanzen mit Graphen in experimentellen biomedizinischen Designs kombiniert
wurden, die in der wissenschaftlichen Literatur nachzulesen sind, z. B. kiinstliche
Synapsen fir PQT-12 (Chen und Huang, 2020), Gelatine fiir die neuronale Regeneration,
die Methylacrylamid mit Graphen kombiniert (Zhu et al, 2016) oder PVA/GO-
Elektrospinnfasern (Tan et al, 2016). Derzeit bleiben alle Hypothesen in Bezug auf die
Zuordnung dieses Peaks in der Nihe von 1450 cm™! offen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass von den insgesamt 110 gescannten Objekten bei
8 Objekten eindeutige Signale fiir das Vorhandensein von Graphenoxid gefunden
wurden und bei weiteren 20 Objekten Signale, die mit dem Vorhandensein von Graphit-
oder Graphenstrukturen vereinbar sind. Die restlichen Objekte zeigten keine mit
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Graphen kompatiblen Signale, wobei ihre Spektren manchmal von {ibermaRigem
Rauschen durch eine zu hohe Fluoreszenzintensitdt dominiert wurden, so dass wir ihre
Zuordnung derzeit nicht bestimmen kdnnen.

In Fortfiihrung dieser Arbeit und obwohl unsere Mikro-RAMAN-Analyse eindeutige
Anzeichen fiir das Vorhandensein von Objekten mit Graphenstruktur ergeben hat, ware
es zur Festigung der Identifizierungssicherheit und zur Vertiefung der strukturellen
Charakterisierung zweckmaRig, erganzende Analysen mittels gekoppelter Mikroskopie-
und Spektroskopietechniken wie XPS-Spektroskopie oder TEM-Elektronenbeugung
durchzufihren.

Fir die vorliegende Untersuchung wurden die meisten Proben aus versiegelten
Flaschchen gewonnen. Bei der Entnahme der Proben und ihrer Ubertragung auf
Objekttrager fir die Raman-Mikroskopie haben wir auferdem unter aseptischen
Bedingungen in einer Laminar-Flow-Kammer gearbeitet. Die Maoglichkeit einer
Kontamination der Proben wahrend der Herstellung, des Vertriebs und der Verarbeitung
sowie die allgemeine Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf vergleichbare Proben miissen
jedoch durch eine routinemiRige und umfassendere Uberwachung dhnlicher Chargen
dieser Produkte Uberprift werden.

Obwohl die Ergebnisse dieser Probenahmen in Bezug auf das Vorhandensein
graphenartiger Strukturen in den untersuchten Proben eindeutig sind, wird diese
Forschung als offen fiir eine Fortsetzung betrachtet und der wissenschaftlichen
Gemeinschaft zur Replikation und Optimierung zur Verfligung gestellt, da es als
notwendig erachtet wird, mit einer detaillierteren und ausfiihrlicheren Spektralstudie
fortzufahren, basierend auf einer statistisch signifikanten Probenahme &hnlicher
Flaschchen und der Anwendung erganzender Techniken, um die Schlussfolgerungen
dieses Berichts zu bestatigen, zu widerlegen, zu qualifizieren oder zu verallgemeinern. Die
analysierten Proben werden ordnungsgemaR aufbewahrt und stehen fiir eine kiinftige
wissenschaftliche Zusammenarbeit zur Verfligung.
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SCHLUSSFOLGERUNGEN

Eine Stichprobenuntersuchung von COVID19-Impfstoffflaischchen wurde mit Hilfe eines
gekoppelten Mikro-RAMAN-Verfahrens durchgefiihrt, um mikroskopische Objekte mit
graphenartigem Aussehen mittels Spektroskopiesignalen zu charakterisieren, die fir
diese Molekularstruktur typisch sind.

Mit der Mikro-RAMAN-Technik kann die Zuverlassigkeit der Materialidentifizierung
gefestigt werden, da Bildgebung und Spektralanalyse gemeinsam als
Beobachtungsnachweise berlicksichtigt werden.

Es wurden Objekte entdeckt, deren RAMAN-Signale aufgrund ihrer Ahnlichkeit mit dem
Standardmuster eindeutig REDUZIERTEM GRAPHENOXID entsprechen.

Eine andere Gruppe von Objekten weist variable Spektralsignale auf, die mit Graphen-
Derivaten kompatibel sind, da die Mehrheit der spezifischen RAMAN-Signale (G-Bande)
der aromatischen Struktur dieses Materials zugeordnet wir, in Verbindung mit seinem
sichtbaren Erscheinungsbild.

Die Forschung bleibt offen fiir eine Fortsetzung, Kontrastierung und Replikation. Weitere
Analysen mit der beschriebenen Technik oder anderen erganzenden Techniken, die auf
signifikanten Stichprobennahmen beruhen, wiirden es ermdéglichen, mit angemessener
statistischer Aussagekraft den Grad der Prasenz von Graphen-Materialien in diesen
Arzneimitteln auszuwerten, sowie ihre detaillierte chemische und strukturelle
Charakterisierung.
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ANHANG 1

COVID19-mRNA-Impfstoffe, die einer Mikro-RAMAN-Analyse unterzogen werden

PFIZER 1 (RD1). Chargennr. EY3014. Versiegelt

PFIZER 2 (WBR). Chargennr. FD8271. Versiegelt

PFIZER 3 (ROS). Chargennr. F69428. Versiegelt

PFIZER 4 (ARM). Chargennr. FE4721. Versiegelt
ASTRAZENECA (AZ MIT). Chargennr. ABWO0411. Versiegelt
MODERN (MOD). Chargennr. 3002183. Nicht versiegelt

JANSSEN (JAN). Chargennr. Nicht verfugbar. Nicht versiegelt.

GRAPHEN STANDARDMUSTER

Reduziertes Graphenoxid (rGO) Muster (™Sigma Aldrich. Ref 805424)

GRAPHENOXID Suspensionsmuster ("™MThe Graphene Box)
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ANHANG 2

MIT GRAPHENSTRUKTUREN KOMPATIBLE CHARAKTERISIERTE OBJEKTE

GRUPPE 1

oOoNOOULD WN -

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 Klumpenl

GRUPPE 2

9 PFIZER 2 WBR GO1

10 PFIZER 2 WBR GO6a

11 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

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

PFIZER3ROSOBJ1

PFIZER 3ROS 2 0OBJ 1

PFIZER 3ROS 2 OBJ 2

PFIZER 4 Pdown Klumpenl

PFIZER 4 Pdown Klumpen2

PFIZER 4 Pdown Klumpen3
ASTRAZENECA AZ MIT UP CARB5
ASTRAZENECA AZ MIT UP CARB6

JANSSEN JAN GO1
JANSSEN JAN GO3
JANSSEN JAN GO4
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ANHANG 3. ERGEBNISSE

Dieser Anhang kann unter folgendem Link eingesehen werden

https:// www.researchgate.net/publication/355684360 Deteccion de grafeno en va
cunas COVID19 por espectroscopia Micro-RAMAN
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Mit Mikro-RAMAN ANALYSIERTE
IMPFFLASCHCHEN

COVID19 mRNA-IMPFSTOFFE

PFIZER 1 (RD1). Chargennr. EY3014. Versiegelt

PFIZER 2 (WBR). Chargennr. FD8271. Versiegelt

PFIZER 3 (ROS). Chargennr.F69428. Versiegelt

PFIZER 4 (ARM). Chargennr.FE4721. Versiegelt
ASTRAZENECA (AZ MIT). Chargennr. ABW0411. Versiegelt
MODERN (MOD). Chargennr. 3002183. Nicht versiegelt
JANSSEN (JAN). Chargennr. Nicht verfligbar. Nicht versiegelt.

GRAPHEN STANDARDMUSTER
Reduziertes Graphenoxid (rGO) Standardmuster ("MSigma Aldrich. Ref 805424)
GRAPHENOXID-Suspensionsstandard ™The Graphene Box)
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RAMAN-Spektrum des Referenzstandards fur
reduziertes GRAPHENOXID- (DICSA™)

- Im rGO-Standard zeichnet das Gerat das
Vorhandensein von 3 charakteristischen Peaks auf:

360

- G-Bande bei 1584 cm ol 1344 cm-1
- D-Bande bei 1344 cm™ G
- 2D-Bande bei 2691 cm™ I 1584 em-1

300
- In Graphenoxiden ist die Intensitat von 2D
normalerweise gering im Verhaltnis zu G und D. "

250
- Grad der Unordnung: Ip/lg=346/309 = 1,12 2D

iﬁicm—1
- Stapelstufe: l,p/lg=219/309 = 0,70 200 | ‘ | ‘ | ‘
2800 2500 RaanSOr(l]'g fom-1] 1500 1200

- Zuvor wurde das Gerat mit einem Silizium-
Standard bei 520 cm™ kalibriert ID/|G=1; 12
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2.1. GRUPPE1

OBJEKTE MIT AHNLICHEM RAMAN-SIGNAL
/U REDUZIERTEM GRAPHENOXID-STANDARD
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1. PFIZER 2
WBR UP GO2
I,/1c=1,18
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2600

2650

2683 cm-1

2700
Raman Shift [cm-1]

I/le=1,11

2750

199
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