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AVISO IMPORTANTE

Seguidamente se presenta un estudio microscopico
observacional y meramente descriptivo de la muestra
problema

La identificacion definitiva del material dominante en la
muestra precisa de ulteriores fraccionamientos y analisis
espectroscopicosespecificos que permitan caracterizar la
estructuradel material.
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Antecedentes

1D. Ricardo Delgado Martisolicita PRESTACION DE SERVICIOS de Investigacic
UAL denominada:

DETECCION DE GRAFENO EN MUESTRA DE SUSPENSION ACI

- El 10/06/2021 se recibe por mensajeria 1 vial, etiquetado con el texto siguiente:

r
3

(<

- Procedencia y trazabilidad: se desconoce
- Estado de conservacion: refrigerado
- Mantenimiento durante el estudio: refrigerado

- Codificacién de la muestra probleraanalizar: RD1
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Observaciones preliminares de la muestra proble
RD1

Descripcion:

- Vial sellado, con goma y tapa de aluminio intactas, de 2ml de capacidad,
conteniendo una suspension acuosa turbia de 0,45 ml.

- Se realiza extraccion y cuantificacion de RNA

- Se observa presencia de microbiologia nanométrica no caracterizada, visible a 600>

en microscopio optico
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Procesamiento de la muestra

1. Dilucion en suero fisiologico estéril al 0,9% (0,45 ml + 1,2 ml)

2. Fraccionamiento por polaridad: 1,2 ml hexano+abfe muestra RD1
3. Extraccion de fase hidrofilica

4. Extraccion y cuantificacion de RNA en la muestra

5. Microscopia electronica y opticas de fase acuosa
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Analisis preliminar: extraccion y cuantificacioiRdeen la muestra

1. Extraccion RNA: Kit https://www.fishersci.es/shop/products/ambion-purelink-rna-mini-kit-7/10307963

2. Cuantificacion de absorbancia UV total en espectrofotometro
NanoDrop Ehttps://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ND-2000#/ND-2000

3. Cuantificacion especifica de Rna por fluorescencia

QUBIT2.0: https://www.thermofisher.com/es/es/home/references/newsletters-and-journals/bioprobes-journal-
of-cell-biology-applications/bioprobes-issues-2011/bioprobes-64-april-2011/the-qubit-2-0-fluorometer-april-
2011.html
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Espectro de absorcion UV de la fase acuosa de la
muestraRD1
(Equipo Nanalrop) @223 e

| Add to report i3

Overlay spectra Type: RNA ~ 40.00

Small sample volume —
Conc. 7474 |ngll -~

A260 (10 mm path) |  18.677
A280 (10 mm path) | 10444
%0/280 | 184
%0/230 [ 0.9

V| Baseline correction 340 nm

10mm Absorbance
=

Maximo de absorcion de la MUESTR2L(260-270 nm) I N W e e e |
[ - [ssonm- 0034 g

- RNA. Presenta maximos habituales a 260 nm. Concentracion total estimaftlzopmmetria QUBIT2.0 : 6 ng/ul

- El espectro revela presencia de elevada cantidad de sustancias o sustancia diferBngsal maximo de absorcion en la
misma region, con un total estimado @47 nghl (estimacion no calibrada)

- El oxido de grafeno reducido (RGO) presenta maximos de absorcién a 2@@nmpatiblescon el espectro obtenido
(Thema et al, 2013lournalof ChemistrylD 150536)

- El méximo de absorcion obtenido NO PERMITE DESCARTAR la presencia de grafeno en la muestra. La cantidad m

RNA detectado poQUBIT2.0 sélo explioan porcentaje residual de la absorcion total UV de la muestra.
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OBJETIVQdentificacion microscopica de derivados de grafeno

METODOLOGIA:

1. Toma de imagenes en microscopia optica y electronica

2. Comparativa con imagenes de literatura y patron de oxido de grafeno
reducido
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISI
(TEM)

Microscopio electronico JEM  -2100Plus
Tension : 200 kV

Resolucion 0,14 nm
Aumento hasta x1.200.000
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISI
(TEM)

La microscopiaelectronica (TEM) se utiliza habitualmente para obtener imagenesde
nanomaterialesle grafena Sehaconvertidoen un instrumentobastanteestandary facilde
usargue escapazde obtenerimagenege laminasde grafenoen capasndividuales
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DESCRIPCION DE LA IMAGEN anterior

(de: Choucaiet al, 2009. Grarscaleproductionof graphenebasedon solvothermakynthesisandsonicationNature
Nanotechnology(1):3G3

iFigura2: tmageneslEMde laslaminasde grafeno aglomeradas La
mismaregion de muestrase ve con diferentesaumentosy muestra
claramenteel grado de formacidonde la laminay la tendenciade las
laminas a fusionarse en regiones superpuestas Es evidente una
estructurainherenteen forma de laminaque muestrauna intrincada
matriz de plieguesde largo alcance Comolasimagenessetomanen
modode transmision,la opacidadrelativa de laslaminasindividuales
es el resultado de regiones interfaciales con superposicionentre
laminas individuales Las laminas se extienden en dimensiones
lateralessobreescalasde longitud micromeétrica,que van desdel00
nm hastamasde 1.000nm. _
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RESULTADOBESCRIPCION DE IMSSENES TEM DE LA MUESTRA'PROBLEMA RD1

asimagenesTEMde la muestraROL en general PRESENTANNA ELEVADASEMEJANZGon
magenesde oxido de grafenode literatura obtenidaspor la mismatécnicaTEM,con aumentos
arecidos Se puede observaruna intrincada matriz o malla de laminas flexibles translucidas
legadassobresimismas conmezclade aglomeracionesnulticapamasoscurasy de monocapas
o plegadagde color masclara. Aparecenzonaslinearesmasoscurasdebidasa la superposicior
pcalde laminasy a la disposicionocal de laminasindividualesen paraleloal hazde electrones
ras la malla aparece una elevada densidad de formas claras redondeadasy elipticas sin
lentificar, posiblementecorrespondientes orificiosgeneradogor forzamientomecanicode la
nalladurante el tratamiento. Mostramosaqui3 imagenessonaumentoprogresivo

:UQI223Ip B] U3 0JUSWINIOP 31S8 9p pepuﬁw  Z3pIeA ‘pepiouue;ne ©lIED11124 3POL] —
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INOTAimportante: Parauna IDENTIFICACIQNfinitiva del GRAFENO
por TEM, es necesario complementar la observacion con la
caracterizacionestructural mediante obtencion por EDS de un
PATRONDE DIFRACCIORE ELECTRONESracteristico(como la
figura b mostradaabajo) El patron correspondienteal grafito o el
grafenopresentauna simetriahexagonaly generalmentecuentacon
varios hexagonosconceéntricos No ha sido posible por el momento
obtener este patron por la escasezle muestra disponible para su
procesamiento, y la disposicion caodtica y la densidad de los
pliegues

a) y < b)

"'.\

J"‘ e

\“”’\

(r \ \) “-(\ \zll ]
1 m N

7/ %
[ S ey L,

Matéria ~Z]} :Xe 17 ~ije { 11i0 { Z & § E]lI 8]}v }( PE %Z v Vv v}eZ §-14} S Jv
Hummer's method. Renata Hack et al.
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iCondensador ajustado en
posicion intermedia con efecto
3D (entre campo Claro (BF) y
campo oscuro (DF)

Microscopio Optico

Microscopio Biologico
CX43

Objetivos PLARIuorde 10x, 20x (DIC) y 40x
(DIC)
Ocular: 10x

15
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PATRON DE OXIDO DE GRAFENO REDUCI

Puede verificar la autenticidad, validez e integridad de este documento en la direccion:
https://verificarfirma.ual.es/verificarfirma/code/wHN2x8tkKPsiSy/ilL6 TwQ==
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INDENTIFICACION DE OXIDO DE GRAFENO Y SUS CARACTERISTICAS ESTRUC
POR MICROSCOPIA OPTICA

Los materialesde grafeno esencialmenteconstande una sola capaatémica Estohace que la observaciéndel microscopio
optico basadoen absorbanciaseadificil, aunquees posibleadquiririmagenesdpticasde laminasde grafenosuspendida®ajo
luztransmitidade campoclaro( Fig a). Elgrafenooxidado(GO)tiene un color muchomaspalidoque le reducido(rGO.

Sinembargo,bajoiluminaciénreflectante, la obtenciénde imagenesipticasde alto contrastede grafenoe inclusoldminasde
GO se ha reportado en literatura. Modificando el angulo de incidenciade la iluminacion, mediante ajuste apropiado del
condensadoicampoclaroy campooscuro),estaha sido la técnicaempleadaparaaumentarel contrasteen muestraRDOL del
presenteinformey obtenerimagenede la rugosidaden la superficiede laslaminascon efecto 3D.

a) Campo claro.-d) Microscopia de extincion de fluorescencia (FQM)
Kim et al, 2010. Seeing graphebased sheets, Materials Today, Volume 13, 2010,Pag88,28
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Imagen de literatura
TEM de bajo aumento

L a figura muestra una imagen TEM de grafeno bicapa con bordes que teen
vE}oo E+ C } o E* o]P E u vs _

Qian, W., Hao, R., Hou, Y. et al. Solvotheimaisted exfoliation process to
produce graphene with high yield and high quality. Nano Res. 27706
(2009).
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IMAGENES DE LITERATURA. MICROSCOPIA ELECTRONICAA BAJO AUMENTO
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM) (a) y (b) y TRANSMISION (TEM) (c) y (d)

Effects of Graphene Nanosheets with Different Lateral Sizes as Conductive Additives on the Electrochemical Performance _ of
LiNi0.5C00.2Mn0.302 Cathode Materials for Li lon Batteries. Figure 2. SEM images of different graphene sheet sizes: (a) GN-13 and (b) GN-28,
and transmission electron microscopy (TEM) images of different graphene sheet sizes: (c) GN-13 and (d) GN-28.

Husuet al. Polymers2020, 12(5), 1162 _,

19
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RobustMagnetizedGraphene Oxide
Platform for In SituPeptide Synthesisand
-REIBasedProteaseDetection

Kimet al, Sensor2020 20(18), 5275

Figure 1Preparatiorandcharacterization
of grapheneoxide (GO) anchagnetic
grapheneoxide (MGO). (ASchematiof
MGOsynthesigprocedure (B)Optical
microscopymageof MGQ (C)Magnetic
hysteresigoop of MGO. (D) UV/Vis
absorptionspectraof GO and MGO. (E)-FT
IRspectraof GO and MGO.
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| as imagenes oOpticas de las laminas presentes en la muestra RD1 revelan gran similitud con las laminas exfoliadas a
sonicacion del patronGQ Ambas muestras presentan laminas translicidas interiormente rugosas, con perfiles irregulare
plegadas sobre si mismas y con tendencia a enrollarse en los bordes. Las formas y dimensiones de las laminas son mi
variables, presentando en ambas muestras laminas en cintas o bandas plegadas sobre sirvitgmgs (

En el ANEXO adjunto seuestran imagenes alternas de MUESTRA PATROIGO#
MUESTRA PROBLERB1
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probable de derivadosde grafeno, si bien la microscopiano proporcionauna
prueba concluyente La identificacion definitiva de grafeno, grafeno oxidado
&:GCI)R? 0 _?rafeno oxjdado reducido (rGOen la muestra ROL precisa de la

ARACTERIZACIBNTRUCTURAlediante el analisisde patronesespectrales
especificocomparablesa los publicadosen literatura y a los obtenidosa partir
de muestra patron, obtenidos con técnicasespectroscopicagomo XPS EDS,
RMN,FTIFb Ramangntre otras.

Losanalisisde este informe correspondena UNA SOLAMUESTRAmitada en
volumen total disponible para procesar Espor tanto necesariorealizarun
muestreo significativo de viales similares para extraer conclusiones
generalizablesa muestras comparables, registrando origen, trazabilidad y
control de calidaddurantela conservaciory transportepreviasa los analisis
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Exencion de responsabilidad

UNIVERSIDAD
DE ALMERIA

H os resultados y conclusiones de este informe no implican posicion
institucional algunade la Universidadde Almeria

Ni el Investigador Principal ni La Universidad de Almeria asumen
responsabilidadalguna de los contenidosy opiniones de terceros sobre el
presenteinforme a partir de su posibledifusionen redessocialeso mediosde
comunicacion, ni de lasconclusionegjue puedanextraersedel mismoque no
hayansidoexplicitadasen el texto.
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