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Abstract

Kompozyty polimerowo-ceramiczne sg powszechnie
stosowane w medycynie regeneracyjnej, zwtaszcza
w ortopedii, gdyz istnieje wiele metod modyfikowania
ich wtasciwosci w zaleznosci od przewidywanego
zastosowania. Jedng z nich jest wypetnianie matrycy
polimerowej wypetniaczami, ktére nadajg kompozytom
pozgdane wfasciwosci mechaniczne. Bardzo wazny
Jjest woéwczas dobor rodzaju i iloSci wypetniacza,
a takze $rodka poprawiajgcego adhezje pomiedzy
wypetniaczem a polimerem. Wypetniaczem poprawia-
Jacym wytrzymato$¢ mechaniczng mogg byc¢ krotkie
wtékna (whiskersy) apatytowe (Ca-P). Jako $rodki
proadhezyjne do materiatow implantacyjnych dobiera
sie natomiast zwigzki nietoksyczne, wzmacniajgce
potgczenie polimer-wypetniacz. Przy wyborze bierze
sie rowniez pod uwage inne cechy, korzystne dla kom-
pozytu, np. wtasciwosci przeciwbakteryjne.

W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczgce
wptywu modyfikacji powierzchni wiokien Ca-P kwasem
laurylowym (LA) na wtaciwosci kompozytow, uzyska-
nych metodg prasowania na gorgco. Kwas laurylowy
zastosowano w celu poprawy chemicznej kompaty-
bilnosci pomiedzy wtéknami a matrycg polimerows,
a wytypowano go ze wzgledu na jego nietoksyczno$c
i wiasciwosci przeciwbakteryjne. W celu przygotowania
kompozytéw zmieszano polilaktyd PLA - RESOMER®
LR 706 S (Evonik) i zsyntezowane trojfazowe wtdkna
Ca-P (niezmodyfikowane i zmodyfikowane LA). Wtas-
ciwo$ci otrzymanych kompozytéw okreslano poprzez
pomiar wytrzymato$ci na rozcigganie oraz pomiar kgta
zwilzania. Analizowano réwniez obrazy mikroskopowe
przetamow.

Uzyskane wyniki badarn wykazujg, ze modyfikacja
powierzchni widkien Ca-P kwasem laurylowym pozwala
na uzyskanie lepszego potgczenia miedzyfazowego
pomiedzy tymi wibknami a matrycg z polilaktydu. W re-
zultacie daje to lepszg wytrzymato$¢ na rozcigganie niz
w przypadku kompozytéw z udziatem widkien niezmody-
fikowanych. Istotne jest rowniez, ze zastosowanie kwasu
laurylowego jako modyfikatora powierzchni widkien po-
zwala uzyskac kompozyty o zwigkszonej hydrofilowosci,
co ma znaczenie dla przytgczania i wzrostu komorek.

Stowa kluczowe: kompozyty, wtékna fosforanowo-
-wapniowe, kwas laurylowy, modyfikacja powierzchni

[Inzynieria Biomateriatow 145 (2018) 20-29]

Polymer-ceramic composites are widely used in
regenerative medicine, especially in orthopedics, as
there are many methods of modifying their properties
depending on the intended use. One of them is filling
the polymer matrix with fillers, giving the composite
adequate mechanical strength. It is very important
then to choose the type and amount of the filler, as
well as the agent improving the adhesion between
filler and polymer. Short apatite whiskers (Ca-P) are
interesting fillers improving mechanical strength.
As the proadhesive agents for implant materials, non-
-toxic compounds which strengthen the polymer-filler
connection are chosen. Other features that are benefi-
cial to the composite, e.g. antibacterial properties, are
also contemplated in the selection.

The paper presents results of research on the effect
of Ca-P whiskers surface modification with lauric acid
(LA) on the properties of composites obtained by hot
pressing. Lauric acid was used to improve the chemi-
cal compatibility between whiskers and polymer ma-
trix, and it was selected due to antibacterial properties
and non-toxicity. The polylactide PLA - RESOMER®
LR 706 S (Evonik) and the synthesized triphasic Ca-P
whiskers (unmodified and LA modified) were mixed to
prepare the composites. The properties of the obtained
composites were determined by measuring the tensile
strength and the contact angle. Microscopic images
of fractures were also analyzed.

The obtained tests results show that modification
of the Ca-P whiskers surface with lauric acid allows
to obtaining a better interfacial connection between
these whiskers and the polylactide matrix. It results
in better tensile strength than in the case of compo-
sites with unmodified whiskers. It is also important
that the use of lauric acid as a surface modifier of the
whiskers allows to obtain composites with increased
hydrophilicity, which is important for the attachment
and growth of cells.

Keywords: composites, calcium-phosphate whiskers,
lauric acid, surface modification

[Engineering of Biomaterials 145 (2018) 20-29]
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Wprowadzenie

Poli-L-laktyd (PLLA) to biodegradowalny polimer szeroko
stosowany w medycynie, zwlaszcza w chirurgii ortopedycz-
nej (ptytki, wkrety, gwozdzie) [1], a takze w inzynierii tkanko-
wej (rusztowaniach do wzrostu komaérek) [2]. Niestety PLLA
ulega degradacji do kwasnych monomeréw, ktére moga
powodowac reakcje zapalne i alergiczne [3]. Ponadto wias-
ciwosci mechaniczne PLLA sg czesto niewystarczajgce dla
niektorych, bardziej wymagajgcych zastosowan. Wiadomo
rowniez, ze PLLA jest hydrofobowy, co utrudnia wysiewanie,
przytgczanie, proliferacje i réznicowanie komorek.

W celu poprawy wtasciwosci mechanicznych i zapew-
nienia lepszego srodowiska do przytgczania i proliferacji
komoérek, do kompozytéw PLLA czesto dodawane sg jako
wypetniacze fosforany wapnia (Ca-P). Kompozyty takie
charakteryzujg sie zwykle lepszg osteokondukcyjnoscig niz
czysty PLLA[4]. Materiaty na bazie Ca-P sg biokompatybilne
i bioaktywne, a ich zasadowy charakter neutralizuje kwasne
produkty degradacji polimeréw [5-7]. Jako obiecujgce ma-
teriaty do wzmocnienia kompozytéw polimerowych brane
sg czesto pod uwage widkna hydroksyapatytowe (HA) [8]
i lepiej wchtanialne dwu- lub tréjfazowe mieszaniny fosfo-
ranéw wapnia [9].

Aby zapewni¢ maksymalne wzmocnienie kompozytow
sktadajagcych sie z hydrofobowej matrycy polimerowej i
hydrofilowych wypetniaczy apatytowych, powierzchnie tych
wypetniaczy czesto poddaje sie modyfikacji. Pozwala to na
zwiekszenie adhezji powierzchniowej i chemicznej kom-
patybilnosci pomiedzy wypetniaczem i matryca, co z kolei
pozwala uzyskac lepsze wtasciwosci mechaniczne kompo-
zytu. Wzmocnienie wzajemnego oddziatywania pomiedzy
wypetniaczem a matrycg polimerowg jest bardzo wazne przy
stosowaniu kompozytéw do implantacji. Warstwa miedzyfa-
zowa jest bowiem pierwszg warstwg ulegajgcg degradacji,
co powoduje tatwe odtgczenie wypetniacza od matrycy,
a tym samym zmniejszenie wytrzymatosci mechanicznej
implantu [10].

Do modyfikacji powierzchni wypetniaczy nieorganicz-
nych stosuje sie rozne zwiagzki, takie jak silanowe czynniki
sprzegajace [8,11-13], izocyjaniany [14], polikwasy [15]
i inne polimery [16]. Niektore z nich jednak nie mogg byc¢
stosowane do materiatéw dla zastosowan medycznych ze
wzgledu na ostrg toksycznosc¢ przy wysokim stezeniu [11].
Biorgc pod uwage powyzsze dane, wcigz poszukuje sie
nowych, nietoksycznych zwigzkoéw, ktore mogtyby dziatac
jako promotory adhezji i wzmacniaé potgczenie polimer-
-wypetniacz w kompozytach. Dodatkowg zaletg materiatéw
w zastosowaniach implantacyjnych bytyby rowniez wtasci-
wosci przeciwbakteryjne, ktére zapobiegatyby szkodliwym
skutkom ubocznym, w tym zapaleniom bakteryjnym.

Jako modyfikator powierzchni mozna rozpatrywac tatwo
dostepny, naturalny nasycony kwas tluszczowy wystepujacy
w orzechach kokosowych, jakim jest kwas laurylowy (LA). LA
wystepuje réwniez w mleku matki, gdzie jest bardzo waznym
elementem budowania odpornos$ci rozwijajgcego sie organi-
zmu [17]. Jest uznawany za nietoksyczny i bezpieczny za-
rowno w zastosowaniu wewnetrznym, jak i zewnetrznym. LA
wykazuje ograniczong cytotoksycznos¢ w zastosowaniach
biomedycznych in vitro i in vivo [18,19]. Zgodnie z wcze$niej-
szymi badaniami kwas laurylowy wykazuje aktywnos¢ prze-
ciw szkodliwym bakteriom, dlatego jest stosowany w kosme-
tykach i dermatologii. Moze on skutecznie hamowac adhezje
bakterii przeciwko P. acnes, S. aureus i S. epidermidis [20].

Introduction

Poly-L-lactide (PLLA) is a biodegradable polymer widely
used in medicine, especially for orthopedic surgery (plates,
screws, nails) [1] as well as scaffolds for tissue engineer-
ing [2]. Unfortunately, PLLA degrades to acidic monomers
which may cause inflammatory and allergic reactions [3].
Furthermore, mechanical properties of PLLA are often in-
sufficient for some applications. It's also known that PLLA
is hydrophobic, what impedes cell seeding, attachment,
proliferation and differentiation.

In order to improve mechanical properties and to provide
a better environment for cell attachment and proliferation,
calcium-phosphates (Ca-P) are often added into PLLA
composites as fillers. Such composites usually have better
osteoconductivity than pure PLLA[4]. Ca-P based materials
are biocompatible, bioactive and their basic nature neutral-
izes the acidic degradation products from the polymers [5-7].
Hydroxyapatite (HA) whiskers [8], and more resorbable bi- or
triphasic calcium phosphate mixtures [9] are considered as
promising reinforcement for polymeric composites.

To ensure maximum reinforcement of composites consist-
ing of hydrophobic polymer matrix and hydrophilic apatite
fillers, these fillers are often subjected to surface modifica-
tion. It allows to increase the surface adhesion and chemi-
cal compatibility between the filler and the matrix, which in
turn allows to obtain better mechanical properties of the
composite. Enhancement of the interaction between filler
and polymer matrix is very important when using compos-
ites for implantation. Interfacial layer is the first to undergo
degradation, resulting in easy detachment of the filler from
the matrix and thus a decrease in the mechanical strength
of the implant [10].

Various compounds are used for the surface modification
ofinorganicfillers, such as silane coupling reagents [8,11-13],
organic isocyanates [14], polyacids [15] and polymers [16].
Some of them, however, cannot be used as modifying
agents for medical applications due to their acute toxicity
at high concentration [11]. Considering the above data, new
compounds with no toxicity that could act as adhesion pro-
moters and strengthen the polymer-filler connection in the
composites are still being sought. An additional advantage of
such compounds in implantation applications could be also
their antibacterial properties, what prevent deleterious side
effects, including bacteria-induced inflammation.

Lauric acid (LA) as an easily available, natural saturated
fatty acid found in coconuts could be considered as surface
modifier. LA is also found in breast milk, where it is a very
important element in building the immunity of the developing
organism [17]. It is recognized as non-toxic and safe in both
internal and external use. LA shows limited cytotoxicity for
biomedical applications in vitro and in vivo [18,19]. According
to previous studies, lauric acid has activity against harmful
bacteria, therefore it is used in cosmetics and dermatology.
LA could efficiently inhibit bacteria adhesion against P. ac-
nes, S. aureus and S. epidermidis [20]. It is likely that LA kills
gram-positive bacteria by separating their inner and outer
membranes, resulting in the cytoplasmic disorganization
of the bacterium [20]. LA inhibits also the growth of gram-
negative bacteria, especially Helicobacter [21]. LA limits
bacterial growth already at very low concentrations (ppm)
[22,23], and is also biodegradable.
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LA zabija bakterie gram-dodatnie prawdopodobnie poprzez
oddzielenie ich btony wewnetrznej i zewnetrznej, co pro-
wadzi do cytoplazmatycznej dezorganizacji bakterii [20].
LA hamuje réwniez wzrost bakterii gram-ujemnych, zwtasz-
cza Helicobacter [21]. LA ogranicza rozwaj bakterii juz przy
bardzo niskich stezeniach (ppm) [22,23]. Wazng cecha
w uzyciu LAw kompozytach biodegradowalnych jest to, ze
sam ulega biodegradacji.

W niniejszej pracy, w celu przygotowania nowych bio-
degradowalnych kompozytéw o ulepszonych wiasciwos-
ciach mechanicznych, zmieszano polilaktyd i trojfazowe
widkna fosforanowo-wapniowe. Aby poprawi¢ chemiczng
kompatybilnos¢ pomiedzy witdknami a matrycg polimero-
w3a, powierzchnie tych widkien zmodyfikowano kwasem
laurylowym (LA).

Materialy i metody

Materiaty

Materiaty wyjsciowe obejmowaty: dedykowany do celéw
medycznych (inzynieria tkankowa) polilaktyd PLA - RE-
SOMER® LR 706 S (Evonik) bedacy kopolimerem poli(L-
-laktydu) i poli(D,L-laktydu) 70:30, kwas laurylowy (LA)
o czystosci 98% (Sigma-Aldrich), 99,8% etanol (Avantor),
99,5% dichlorometan (Avantor) stosowany jako rozpusz-
czalnik do polilaktydu oraz wtékna fosforanowo-wapniowe
(Ca-P) o sktadzie 72% hydroksyapatytu, 15% whitlockitu
i 12% pirofosforanu wapnia, ktore zostaty zsyntetyzowane
w prostej metodzie, opisanej szczegétowo w naszej po-
przedniej pracy [24].

Modyfikacja powierzchni wiékien Ca-P z uzyciem
kwasu laurylowego

Widkna dyspergowano ultradzwiekowo przez 20 min
w wodzie dejonizowanej z wytworzeniem zawiesiny.
Do zawiesiny witokien wlano kwas laurylowy rozpuszczony
w etanolu w temperaturze 60°C i zmieszano. Roztwor mie-
szano przez 1 godzine, a nastepnie rozpuszczalnik odsg-
czono. Widkna przemyto kilkakrotnie etanolem i wysuszono.

Przygotowanie kompozytéw wiékna Ca-P /polilaktyd
Przez rozpuszczanie polilaktydu w dichlorometanie przez
24 godziny przygotowano 10% roztwdr polimeru. Nastepnie
do roztworéw dodano rézne ilosci wiékien Ca-P (zmodyfiko-
wane LA lub niezmodyfikowane) w celu otrzymania zawiesin
o ustalonej proporcji wtdkien do polimeru. Zawiesiny wymie-
szano w celu homogenizacji, odlano do form, a nastepnie
odparowano rozpuszczalnik. Przygotowano kompozyty
o zawartosci widkien Ca-P rownej 10% wag., 20% wag. lub
30% wag. Nastepnie kompozyty w formach prasowano na
gorgco w 195°C przez 1 min, stosujac cisnienie 0,7 MPa
i przygotowano probki do badan rozciggania i kata zwilzania.

Charakterystyka i badania wtasciwosci
mechanicznych

Za pomocg STEM zbadano morfologie witdkien przed
i po modyfikacji kwasem laurylowym. Metoda SEM zostata
wykorzystana do badan morfologii powierzchni kompozy-
téw i obserwacji prébek zerwanych podczas rozciggania.
Obserwacje mikroskopowe przeprowadzono przy uzyciu
elektronowego mikroskopu skaningowego z emisjg polowg
(Nova NanoSEM 200, FEI). Obrazowanie mikrostruktury
probki przeprowadzono w warunkach wysokiej prozni za po-
moca detektora ETD przy napieciu przyspieszajagcym 10 kV.

In this research polylactide and triphasic calcium-phos-
phate whiskers were mixed to prepare new biodegradable
composites with improved mechanical properties. In order
to improve surface chemical compatibility between whiskers
and the polymer matrix, the whiskers surface was modified
with lauric acid (LA).

Materials and Methods

Materials

The starting materials included: dedicated for medical
purposes (tissue engineering) polylactide PLA- RESOMER®
LR 706 S (Evonik) characterized as poly(L-lactide-co-D,L-
lactide) 70:30, lauric acid (LA) with 98% purity (Sigma-
Aldrich), 99.8% ethanol (Avantor), 99.5% dichloromethane
(Avantor) used as the solvent for polylactide, calcium-phos-
phate (Ca-P) whiskers with composition of 72% hydroxyapa-
tite, 15% whitlockite and 12% calcium pyrophosphate, that
were synthesized by one-pot single method described in
detail in our previous study [24].

Surface modification of Ca-P whiskers with lauric acid

The whiskers were dispersed ultrasonically for 20 min
in deionized water to form a suspension. Lauric acid was
dissolved in ethanol at 60°C, poured into the whiskers
suspension and mixed. The solution was stirred for 1 h and
then the solvent was filtered out. The whiskers were washed
several times with ethanol and dried.

Preparation of Ca-P whiskers/polylactide composites

A 10% solution of polylactide was prepared by dissolv-
ing the polymer in dichloromethane for 24 h. Then various
amounts of Ca-P whiskers (LA modified or unmodified)
were added to obtained suspensions with fixed proportions
of whiskers to polymer. The suspensions were mixed to
homogenize, casted into molds and then the solvent was
evaporated. Composites with 10 wt.%, 20 wt.% or 30 wt.%
of Ca-P whiskers were prepared. Then the composites in
the molds were hot-pressed at 195°C for 1 min under the
pressure of 0.7 MPa. Samples for tensile tests and contact
angle tests were prepared.

Characterization and mechanical properties tests

The morphology of the whiskers before and after modi-
fication by lauric acid was investigated by STEM. The SEM
method was used for composites surface morphology
investigations and observation of side view of tensile sam-
ples fractures. Microscopic observations were performed
using a field emission scanning electron microscope (Nova
NanoSEM 200, FEI). Imaging of sample microstructure was
performed in high vacuum conditions using ETD detector at
10 kV accelerating voltage. Before the study, the samples
were covered with conductive material (10 nm gold film)
using a sputter coater, Leica EM SCD500. STEM detector
was installed in SEM. In STEM observations, the whiskers
were placed on a copper mesh and observed at 25 kV ac-
celerating voltage.

Functional groups of samples were identified by Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). Measurements of
absorbance were made using a TENSOR 27 (BRUKER)
equipped with a DLaTGS detector. Analysis was performed
in the wavelength range of 400 cm™ to 4000 cm™'. Samples
were prepared as pressed tablet shape KBr molds.

The specific surface area for samples was measured
by BET method using nitrogen adsorption at -195.8°C with
Geminii VIl instrument, Micromeritics. Before the measure-
ments were taken, the samples were degassed for 1 h at
120°C.

Z ommm® 0000 000000000000 000000000600000000600000000

w0



Przed badaniem probki pokryto materiatem przewodzgcym
(ztota powtoka o grubosci 10 nm) za pomocg napylarki Leica
EM SCD500. Detektor STEM zostat zainstalowany w SEM.
W obserwacjach STEM witdkna umieszczono na miedzianej
siatce i obserwowano przy napieciu przyspieszajgcym 25 kV.

Grupy funkcyjne prébek identyfikowano za pomocg spek-
troskopii w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FTIR).
Pomiaréw absorbancji dokonywano za pomocg TENSOR
27 (BRUKER) wyposazonego w detektor DLaTGS. Analize
przeprowadzono w zakresie dtugosci fal od 400 cm™ do
4000 cm'. Prébki przygotowano w postaci sprasowanych
pastylek z KBr.

Powierzchnie wiasciwg dla probek mierzono metodg BET
z zastosowaniem adsorpcji azotu przy -195,8°C z uzyciem
aparatu Geminii VII, Micromeritics. Przed pomiarem probki
zostaly odgazowane przez 1 godzing w temperaturze 120°C.

Kat zwilzania kompozytéw wyznaczano metodg osadzo-
nej kropli. W skrécie, 5 pl krople dejonizowanej wody osa-
dzano za pomocg mikrostrzykawki na ptaskiej powierzchni
probki, utrzymujac tg samg minimalng wysokos¢ igty nad
badang powierzchnig i kierunek $cinania jej wierzchotka.
Po 5 sekundach od momentu natozenia kropli na powierzch-
nie probki wykonywano jej zdjecie aparatem Canon EOS
450D. Oznaczenia kata zwilzania dokonywano przez podda-
nie zdje¢ kropli analizie za pomocg programu ZWCAD 2017,
prowadzgc styczng do konturu kropli w miejscu kontaktu
z powierzchnig probki. Kazdg koncowg wartosé¢ kata
zwilzania uzyskano przez usrednienie szesciu wartosci
mierzonych w réznych punktach.

Witasciwosci mechaniczne kompozytéw oceniano za
pomocg préb rozciggania. Badania przeprowadzono na
maszynie wytrzymatosciowej Tinius Olsen w temperaturze
pokojowej z predkoscig rozciggania 1 mm/min. Rozmiar
probek rozciggania wynosit 20 mm dtugosci, 3 mm szero-
kosci i 2 mm grubosci.

Wyniki badan katéw zwilzania i wytrzymatosci na
rozcigganie przedstawiono na wykresach zaleznosci od
rodzaju kompozytéw z rézng zawartoscig wtdkien Ca-P.
Wyniki te przedstawiajg wartosci srednie + SD (odchylenie
standardowe). Dla uzyskanych wynikéw katéw zwilzania
i wytrzymatosci na rozcigganie przeprowadzono analize
statystyczng. Statystycznie istotne réznice (warto$¢ p) dla
dwoch niezaleznych grup prébek oceniano za pomoca
testu t-Studenta.

Wyniki i dyskusja

Stosujgc wyzej opisang procedure modyfikaciji, otrzyma-
no wiékna Ca-P modyfikowane LA. Na RYS. 1 przedstawio-
ne sg widma FTIR kwasu laurylowego i wiékien Ca-P przed
i po modyfikacji. Na RYS. 1a pasma absorpcji przy liczbie
falowej 565, 609, 1033, 1093 cm™ przypisane do drgan
zginajgcych i rozciggajgcych grup fosforanowych PO, [25],
pasma przy 729 i 1215 cm™ przypisane grupom P,0,*
w pirofosforanie wapnia [26,27] i dwa pasma absorpcji przy
945 i 973 cm™' przypisane do whitlockitu [25], potwierdzajg
sktad tréjfazowych witdkien Ca-P. RYS. 1c przedstawia cha-
rakterystyczne pasma kwasu laurylowego. Pasma absorpc;ji
przy 2850 i 2919 cm™' odpowiadajg odpowiednio pikom
symetrycznych i asymetrycznych drgan rozciggajgcych
grup -CH,-, pasmo absorpcji przy 2960 cm*' odpowiada
pikowi asymetrycznych drgan rozciggajacych grupy -CH,,
a pasmo absorpcji przy 1703 cm™' odpowiada pikowi drgan
rozciggajacych grupy karbonylowej w kwasie karboksy-
lowym. Obecnos¢ tych charakterystycznych pasm kwasu
laurylowego na widmie FTIR modyfikowanych wtdkien Ca-P
potwierdza modyfikacje ich powierzchni (RYS. 1b).

The water contact angle of the composites was meas-

ured according to the sessile-drop method. Briefly, 5 ylof ® ® ® @ ® @ o

deionized water droplet was deposited by microsyringe on
a flat sample surface while maintaining the same minimum
height of the needle over the surface being tested and the
direction of shearing of its tip. The photo of the drop was
made with the Canon EOS 450D camera after 5 seconds
from the moment it was deposited on the surface of the
sample. Measurement of the contact angle was made by
subjecting photos of drops to the analysis using the ZWCAD
2017 program by leading a tangent to the outline of the drop
at the point of contact with the surface of the sample. Each
final water contact angle value was obtained by averaging
six water contact angle values of different spots.

Mechanical properties of the composites were evaluated
by tensile tests. The tests were performed on a Tinius Olsen
testing machine at room temperature with loading speed of
1 mm/min. Size of the tensile samples was 20 mm in gauge,
3 mm in width and 2 mm in thickness.

The results of water contact angles and tensile strengths
measurements are presented on diagrams of dependence
on the type of composites with different content of Ca-P
whiskers. These results represent mean values + SD (stand-
ard deviation). Statistical analysis for the obtained results
of water contact angle and tensile strength was performed.
Statistically significant differences (p-value) for two inde-
pendent groups of samples were evaluated by t-Student test.

Results and Discussions

Using the above described procedure of modification, the
LA modified Ca-P whiskers were obtained. The FTIR spectra
of lauric acid, and Ca-P whiskers before and after modifica-
tion are presented in FIG. 1. In FIG. 1a the absorption bands
at 565, 609, 1033, 1093 cm™ attributed to the bending and
stretching modes of the phosphate PO,* groups [25], the
bands at 729 and 1215 cm attributed to P,0O,* groups in
calcium pyrophosphate [26,27] and two absorption bands
at 945 and 973 cm™ attributed to whitlockite [25] confirm the
composition of triphasic Ca-P whiskers. FIG. 1c presents
characteristic bands of lauric acid. The absorption bands
at 2850 and 2919 cm correspond to the symmetric and
asymmetric stretching vibration peaks of —CH,- groups re-
spectively, the absorption band at 2960 cm corresponds to
the anti-symmetric stretching vibration peak of -CH, group
and the absorption band at 1703 cm™ corresponds to the
stretching vibration peak of the carbonyl group in carboxylic
acid. The presence of these characteristic bands of lauric
acid in the FTIR spectrum of modified whiskers confirms
their surface modification (FIG. 1b).

The surface modification was also confirmed by obser-
vations on STEM micrographs (FIG. 2). It was noted that
the boundaries of Ca-P whiskers before modification were
clear and the surfaces were smooth. After modification,
the surfaces of whiskers were rough and boundaries were
unclear which is probably related to the presence of lauric
acid on the surface of the whiskers.

The formation of a rough and uneven LA layer on the
whiskers surface resulted in a greater development of their
surface. BET tests showed that specific surface area Sz of
LA modified whiskers was greater than the specific surface
area of unmodified whiskers by nearly 9.5% (TABLE 1).
On the basis of the obtained results, it was expected that
the specific surface area growth of the whiskers would to
a certain extent affect the strength of the interfacial con-
nection between these whiskers and the polymer matrix in
composites.
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RYS. 1. Widma spektroskopii w podczerwi-
eni z transformacja Fouriera dla: a) otrzymanych
widkien Ca-P, b) wiékien Ca-P zmodyfikowanych
kwasem laurylowym, c) kwasu laurylowego.

FIG. 1. Fourier-transform infrared spectroscopy
spectrum of: a) Ca-P whiskers as received, b) Ca-P
whiskers modified with lauric acid, c) lauric acid.

Modyfikacje powierzchni potwierdzono réwniez obserwa-
cjami STEM (RYS. 2). Zauwazono, ze granice widkien Ca-P
przed modyfikacjg byty wyrazne, a powierzchnie gtadkie.
Po modyfikacji, powierzchnie byty szorstkie, a granice nie-
wyrazne, co prawdopodobnie jest zwigzane z obecnoscig
kwasu laurylowego na powierzchni wtokien.

Utworzenie szorstkiej i nieréwnej warstwy LA na po-
wierzchni widkien spowodowato zwiekszenie stopnia jej
rozwiniecia. Badania BET wykazaty, ze powierzchnia
wiasciwa Sger zmodyfikowanych widkien byta wieksza niz
powierzchnia wtasciwa witdkien niezmodyfikowanych o pra-
wie 9,5% (TABELA 1). Na podstawie uzyskanych wynikow
oczekiwano, iz wzrost powierzchni wtasciwej wtdkien bedzie
w pewnym stopniu wplywac¢ na wytrzymato$¢ potgczenia
miedzyfazowego pomiedzy tymi widknami a matryca poli-
merowg w kompozytach.

"

)

RYS. 2. Obrazy STEM: a) otrzymanych widkien
Ca-P, b) wiékien Ca-P modyfikowanych kwasem
laurylowym.

FIG. 2. STEM images of: a) Ca-P whiskers as re-
ceived, b) Ca-P whiskers modified with lauric acid.

TABELA 1. Wartosci powierzchni wiasciwej S;.; widkien Ca-P niezmodyfikowanych i zmodyfikowanych kwasem

laurylowym.

TABLE 1. Values of specific surface area Sg¢; of Ca-P whiskers as received and Ca-P whiskers modified with

lauric acid.

Probka Sample

Sger [M?g]

Wspétczynnik korelacji
Correlation coefficient

Wiékna Ca-P niezmodyfikowane
Ca-P whiskers as received 3.7+0.01 0.9999718
Wiékna Ca-P zmodyfikowane LA
Ca-P whiskers modified with LA 4.0+0.03 0.9998477 I

Kompozyty otrzymano ze zmodyfikowanych i niezmody-
fikowanych krotkich widkien Ca-P oraz polilaktydu, zmie-
szanych w roznych proporcjach wagowych (TABELA 2).
Uzyskano probki do badan wytrzymatosci na rozcigganie
i okreslono wytrzymato$¢ na rozcigganie otrzymanych
kompozytow. Wyniki wytrzymatosci na rozcigganie przed-
stawiajgce wartosci $rednie + odchylenie standardowe
pokazano na RYS. 3. Kompozyty wiékna Ca-P/polilaktyd
wykazujg mniejszg wytrzymatosc na rozcigganie niz czysty
polimer, co jest zgodne z doniesieniami innych autorow [28].

The composites were obtained on the base of modi-
fied and unmodified short Ca-P whiskers and polylactide
mixed in various weight ratios (TABLE 2). Tensile samples
were obtained and tensile strength of the obtained com-
posites was determined. The results of tensile strengths
presented mean values + SD (standard deviation) are
showed in FIG. 3. Ca-P whiskers/polylactide compos-
ites show lower tensile strength than pure polymer,
what is consistent with reports by other authors [28].
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TABELA 2. Skiad procentowy kompozytéw sporzadzonych z polilaktydu i wiokien Ca-P (niemodyfikowanych
i modyfikowanych).
TABLE 2. Percent composition of composites made of polylactide and Ca-P whiskers (as received and modified).

Kompozyt Zawartos¢ / Content [%]
Composite polilaktyd niezmodyfikowane zmodyfikowane
polylactide widkna Ca-P widkna Ca-P
Ca-P whiskers as received modified Ca-P whiskers
0/100 100 - -
10/90 90 10 -
20/80 80 20 -
30/70 70 30 -
10m/90 90 - 10
20m/80 80 - 20
30m/70 70 - 30
50
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RYS. 3. Wytrzymatos¢ na rozcigganie w zaleznosci od rodzaju kompozytu.
FIG. 3. Tensile strength depending on the type of composite.

Badania wytrzymato$ci na rozcigganie tych kompozytow
pokazujg, ze wraz ze wzrostem ilosci widkien wytrzyma-
tos¢ na rozcigganie maleje. Jednakze kompozyty oparte
na zmodyfikowanych witéknach wykazujg nieco wiekszg
wytrzymatos¢ na rozcigganie niz kompozyty z witdknami
niezmodyfikowanymi (RYS. 3). Pomiedzy warto$ciami wy-
trzymatos$ci na rozcigganie dla kompozytéw zawierajgcych
niezmodyfikowane widkna Ca-P nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic. Istotne statystycznie réznice (p<0,05)
stwierdzono natomiast pomiedzy wartosciami wytrzyma-
tosci na rozcigganie dla kompozytéw 10m/90 i 20m/80
z udziatem 10% i 20% zmodyfikowanych wiokien Ca-P oraz
dla kompozytéow 10m/90 i 30m/70 z udziatem 10% i 30%
zmodyfikowanych wtékien Ca-P.

Zaobserwowany wzrost wytrzymato$ci kompozytow
z udziatem wiokien modyfikowanych LA mozna przypisaé
poprawie potgczenia miedzyfazowego pomiedzy widéknami
Ca-P i matryca polimerowg. Mozliwe jest rowniez, ze utwo-
rzenie nieréwnej i chropowatej warstwy LA na powierzchni
widkien spowodowato, iz potrzebne byty wieksze sity do ,wy-
ciggania” zmodyfikowanych wiékien z matrycy polimerowej
w poréwnaniu do niezmodyfikowanych wiékien o gtadkiej
powierzchni, w trakcie préby rozciggania.

Tensile strength tests of Ca-P whiskers/polylactide com-
posites show that with the increase of whiskers amount,
the tensile strength decreases. However, the composites
based on modified whiskers show slightly higher tensile
strength than the composites with unmodified whiskers
(FIG. 3). No statistically significant differences were ob-
served between the tensile strength values for composites
containing unmodified Ca-P whiskers. However statistically
significant differences (p<0.05) were observed between the
tensile strength values for composites 10m/90 and 20m/80
containing 10% and 20% of modified Ca-P whiskers and for
composites 10m/90 and 30m/70 containing 10% and 30%
of modified Ca-P whiskers.

The observed increase in strength of composites with
modified LA whiskers can be attributed to improvement of
interfacial connection between Ca-P whiskers and polymer
matrix. It is also possible that formation of an uneven and
rough LA layer on the whiskers surface caused during the
stretching test an increase in the pull forces of modified
whiskers from the polymer matrix compared to whiskers
with a smooth surface.
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RYS. 4. Obrazy SEM widoku powierzchni prébek zerwanych podczas rozciagania kompozytéw z 10%: a) nie-
zmodyfikowanych wiékien Ca-P, b) widkien Ca-P zmodyfikowanych kwasem laurylowym (strzatki wskazuja na
wioékna wyciagniete z matrycy polimerowej).
FIG. 4. SEM images of side view of tensile samples fractures of composites with 10% of: a) unmodified Ca-P
whiskers, b) Ca-P whiskers modified with lauric acid (arrows indicate whiskers drawn out of the polymer matrix).

Obserwacje SEM (RYS. 4) pokazuja, ze podczas pro-
by rozciggania, niezmodyfikowane wtokna sg wyciggane
z matrycy polimerowej. Modyfikacja widkien kwasem
laurylowym powoduje, ze potgczenie miedzyfazowe jest
silniejsze, a zatem warstwa miedzyfazowa wytrzymuje
wieksze naprezenia $cinajgce. Mozna zauwazy¢, ze
po modyfikacji, tylko niektére z widkien sg wyciggane
z matrycy polimerowej, podczas gdy wiekszos$¢ z nich pod
obcigzeniem jest zrywana. W ten sposdb obcigzenie jest
czesciowo przenoszone z matrycy do widknistego wypet-
niacza i caty uktad jest wzmocniony.

Poza wytrzymatoscig mechaniczng materiatéw do nie-
ktoérych zastosowan implantacyjnych, niezwykle istotna jest
réwniez zwilzalnos¢ powierzchni implantéw, ktdra wptywa
na oddziatywanie komoérka-implant. Wczesniejsze badania
wykazaty, ze sekwencja procesow adhezji komorkowej,
takich jak: kontakt, przytgczanie, rozprzestrzenianie i proli-
feracja, jest znacznie op6zniona i ostabiona na powierzch-
niach hydrofobowych (stabo zwilzalnych w wodzie) [29].
Powierzchnie hydrofilowe wykazujg lepszg skutecznos¢
przytaczania i krétsze okresy indukcji fazy wzrostu komo-
rek osteoblastycznych w poréwnaniu z powierzchniami
hydrofobowymi [29].

Zmiana hydrofilowos$ci powierzchni kompozytéw po-
limerowych pod wptywem dodatku napetniacza byta juz
opisywana wielokrotnie wczesniej przez innych autoréw
[30-33]. Wiadomo, ze stosowane dodatki, a zwtaszcza
nanoczgstki mogg modyfikowac zwilzalno$¢ powierzchni
polimeru za pomocg dwoch mechanizméw: (a) mogg mo-
dyfikowac sktad chemiczny powierzchni, wptywajgc w ten
sposob bezposrednio na oddziatywania miedzyczgsteczko-
we pomiedzy ciatem statym i wodg, (b) mogg modyfikowaé
morfologie powierzchni.

SEM observations (FIG. 4) show that during the tensile
test, unmodified whiskers are drawn out of the polymer
matrix. Modification of the whiskers with lauric acid makes
the interfacial bonding stronger and therefore interface
withstands higher shear stresses. It can be seen that after
modification only some of the whiskers are drawn out of
the polymer matrix, while most of them under the load
are broken. In this way, the load is partially transferred
from the matrix to the whisker filler and the system is
reinforced.

Besides of mechanical strength of materials for some
implant applications, the wettability of the implant surface
is also very important property, which affects the cell-
implant interaction. Previous studies have shown that
the sequence of cell adhesion events such as contact,
attachment, spreading and proliferation is significantly
delayed and impaired on hydrophobic surfaces (poorly
water-wettable) [29]. Hydrophilic surfaces show better
attachment efficiency and shorter induction periods of
osteoblastic cell growth phase compared to hydrophobic
surfaces [29].

The change of the hydrophilicity of the polymer com-
posites surface with the filler addition has already been
described many times before by other authors [30-33].
It is known that the additives used, especially nanoparti-
cles, can modify the wettability of the polymer surface by
means of two mechanisms: (a) by modifying the chemical
composition of the surface, thus directly affecting inter-
molecular interactions between solid and water, (b) by
modifying the surface morphology.
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RYS. 5. Kat zwilzania w zaleznosci od rodzaju kompozytu.

FIG. 5. Water contact angle depending on the type of composite.

RYS. 6. Obrazy SEM powierzchni kompozytow z 30% wag.: (a) niezmodyfikowanych wiékien Ca-P, (b) widkien
Ca-P zmodyfikowanych kwasem laurylowym.
FIG. 6. SEM images of composites surface with 30% of: a) unmodified Ca-P whiskers, b) Ca-P whiskers modified
with lauric acid.

W celu okreslenia zwilzalno$ci powierzchni kompozytow
otrzymanych w niniejszej pracy, wyznaczono ich katy zwil-
zania woda. Wartosci tych kgtow przedstawiono na RYS. 5.
Jak mozna zauwazy¢ w poréwnaniu z czystg probka poli-
laktydu, hydrofilowo$¢ kompozytéw poczatkowo rosta po
dodaniu napetniacza, po czym malata w ré6znym tempie
w zaleznosci od tego czy widkna Ca-P byty zmodyfikowane
czy nie. Kompozyty zawierajgce niezmodyfikowane widkna
Ca-P wykazaly najwiekszg hydrofilowos$¢ przy zawartosci
wiokien réwnej 10% wag., a kompozyty zawierajgce zmody-
fikowane wtékna Ca-P przy zawartosci widkien rownej 20%
wag. Istotnych statystycznie réznic pomiedzy wartosciami
katéow zwilzania nie stwierdzono jedynie dla kompozytow
10/90 i 20/80 z udziatem 10% i 20% niezmodyfikowanych
wiokien Ca-P oraz dla kompozytéw 10m/90 i 30m/70
z udziatem 10% i 30% zmodyfikowanych wtokien Ca-P.

In order to determine the surface wettability of the ob-
tained composites, their water contact angles were evalu-
ated. Values of the water contact angles are shown in FIG. 5.
As can be seen in comparison with pure PLLA sample, hy-
drophilicity of the composites increased initially after addition
of the filler, and then decreased at different rates depending
on whether the whiskers were modified or not. Composites
containing unmodified Ca-P whiskers showed the highest
hydrophilicity at the whiskers content of 10 wt% and com-
posites containing modified Ca-P whiskers at the whiskers
content of 20 wt%. Statistically significant differences be-
tween the contact angle values were not observed only for
composites 10/90 and 20/80 containing 10% and 20% of
unmodified Ca-P whiskers and for composites 10m/90 and
30m/70 containing 10% and 30% of modified Ca-P whiskers.
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Zaobserwowana roznica pomiedzy sktadem kompozytéw
z udziatem wtdkien niezmodyfikowanych i zmodyfikowa-
nych, dla ktérych zarejestrowano najmniejsze katy zwilzania
wydaje sie by¢ ciekawa, biorgc pod uwage hydrofobowy
charakter kwasu laurylowego. Wyttumaczeniem obserwo-
wanego zjawiska moze by¢ réznica w jakosci powierzchni
uzyskanych kompozytéw. Z literatury wiadomo, ze na
zwilzalnos¢ powierzchni wptywa jej chropowatos¢ [34,35].
Zaktadajgc, ze woda nie zwilza gtebokich zagtebien chro-
powatej powierzchni poniewaz pewna ilos¢ otaczajgcego
gazu jest uwieziona w tych zagtebieniach, uzyskuje sie
w rezultacie wzrost wartosci kata zwilzania. RYS. 6 przed-
stawia powierzchnie kompozytéw utworzonych z udziatem
(a) widkien niezmodyfikowanych i (b) zmodyfikowanych.
Zauwazy¢ mozna, ze niezmodyfikowane wiékna Ca-P majg
tendencje do nierbwnomiernego rozmieszczenia w matrycy
polimerowej, co powoduje powstawanie ich skupisk i wielu
porow, podczas gdy zmodyfikowane witdkna rozktadajg sie
bardziej jednorodnie, a powierzchnia kompozytu jest mniej
chropowata. Stgd prawdopodobnie wynika rowniez wiekszy
spadek kata zwilzania dla kompozytéw z udziatem wiokien
zmodyfikowanych anizeli dla kompozytéw z udziatem wto-
kien niezmodyfikowanych.

Biorgc pod uwage otrzymane wyniki oraz wspomniane
powyzej dane literaturowe [29], mozna przypuszczac¢, ze ad-
hezja i wzrost komdrek osteoblastycznych w ewentualnych
zastosowaniach implantacyjnych dla niektorych z kompo-
zytéw uzyskanych przy udziale widkien zmodyfikowanych
kwasem laurylowym, mogg by¢ zwiekszone.

Whioski

Modyfikacja powierzchni widkien fosforanowo-wapnio-
wych kwasem laurylowym pozwala na uzyskanie lepszego
potaczenia miedzyfazowego pomiedzy tymi wtdknami
a matryca z polilaktydu. W rezultacie, otrzymane kompozyty
charakteryzujg sie lepszg wytrzymatoscig na rozcigganie.
Zastosowanie kwasu laurylowego jako modyfikatora po-
wierzchni wtokien pozwala réwniez uzyskaé kompozyty
o zwiekszonej hydrofilowos$ci, co ma znaczenie dla przytg-
czania i wzrostu komérek. Dodatkowo, biorgc pod uwage
wiasciwosci przeciwbakteryjne kwasu laurylowego, wydaje
sie on obiecujgcym $rodkiem modyfikujgcym do zastosowan
w medycynie.

Podziekowania

Praca zostata sfinansowana ze Srodkéw przeznaczonych
na dziatalnos$¢ statutowa Instytutu Ceramiki i Materiatow
Budowlanych w Warszawie.

The observed difference between the composition of com-
posites with unmodified and modified whiskers, for which the
lowest contact angles were recorded, seems to be interest-
ing, taking into account the hydrophobic nature of lauric acid.
The difference in surface quality of the obtained composites
may be the explanation for the observed phenomenon. It is
known from the literature that the wettability of the surface is
affected by its roughness [34,35]. Assuming that the water
does not wet the deep hollows of the rough surface because
a certain amount of the surrounding gas is trapped in these
hollows, the result is an increase in the value of the contact
angle. FIG. 6 shows the surface of composites formed with
unmodified (a) and modified (b) whiskers. It can be noticed
that the unmodified whiskers tend to have uneven distribu-
tion in the polymer matrix which results in the formation
of clusters and many pores, while the modified whiskers
distribute more homogenously and the composite surface is
less rough. Itis probably also the reason of greater decrease
of the contact angle for composites with modified whiskers
than for composites with unmodified whiskers.

Considering the results obtained and the abovemen-
tioned literature data [29], it can be assumed that the adhe-
sion and growth of osteoblastic cells in possible implantation
applications for some of the composites obtained with the
participation of whiskers modified with lauric acid may be
increased.

Conclusions

The modification of calcium-phosphate whiskers surface
with lauric acid allows for a better interfacial connection be-
tween these whiskers and the polylactide matrix. As a result,
the obtained composites are characterized by better tensile
strength. The use of lauric acid as a surface modifier of the
whiskers also allows to obtain composites with increased
hydrophilicity, which is important for the attachment and
growth of cells. In addition, lauric acid appears to be
a promising modifier for applications in medicine considering
its antibacterial properties.
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