
       

 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 

 

 

โครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอร

เพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา 

 

 

 

โดย  รองศาสตราจารย ดร. วราภรณ  จรรยาประเสริฐ 

 

 

 

 

 

พฤษภาคม 2554 



สัญญาเลขที่ RMU5180019 

 

รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ 

 

 

 

โครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอร

เพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา 

 

 

โดย  รองศาสตราจารย ดร. วราภรณ  จรรยาประเสริฐ 

ภาควิชาเภสัชกรรม  คณะเภสัชศาสตร  มหาวิทยาลัยมหิดล 

 

 

 

สนับสนุนโดยสํานักงานคณะกรรมการอุดมศึกษา 

และสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 

 

(ความเห็นในรายงานนี้เปนของผูวิจยั  สกอ. และสกว. ไมจําเปนตองเห็นดวยเสมอไป) 



โครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอรเพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา i 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 

โครงการวิจัยเรื่อง “การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลี
เอสเทอรเพ่ือใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา” (RMU5180019) ไดรับการสนับสนุนทุน
วิจัยจาก ทุนเพ่ิมขีดความสามารถดานการวิจัยของอาจารยรุนกลางในสถาบัยอุดมศึกษา  ตาม
โครงการความรวมมือระหวางสํานักงานคณะกรรมการอุดมศึกษา (สกอ.) กับ สํานักงานกองทุน
สนับสนุนการวิจัย (สกว.) ผูวิจัยจึงขอขอบคุณแหลงทุนดังกลาวมา ณ โอกาสนี้  ผูวิจัย
ขอขอบคุณคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ที่เอ้ือเฝอเครื่องมือครุภัณฑวิทยาศาสตร 
อุปกรณ และสถานที่ ตอการวิจัยครั้งนี้ 

การวิจัยนี้สําเร็จไดดวยความรวมมือของคณะผูวิจัยที่ประกอบดวย รองศาสตราจารย 
ดร. วราภรณ จรรยาประเสริฐ หัวหนาโครงการ และผูชวยวิจัย ไดแก นายจิรพงศ สุขสิริวรพงศ  
ผูวิจัยขอขอบคุณ ผูชวยศาสตราจารย ดร. กิตติศักดิ์  ศรีภา ภาควิชาเภสัชเคมี คณะเภสัช
ศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ใหคําแนะนําเกี่ยวกับปฏิกิริยาทางเคมี  และขอขอบคุณ Prof. Dr. 
Jörg Kreuter, Johann Wolfgang Goethe-Universität Frankfurt am Main, Germany ตอ
คําแนะนําที่เปนประโยชนอยางยิ่งตอการวิจัย  ผูวิจัยหวังเปนอยางยิ่งวาขอมูลจากการวิจัยที่ได
จากโครงการวิจัยนี้จะเปนประโยชนตอการการศึกษาวิจัยใหแกนักวิจัยและผูสนใจทั่วไป 

 
 



โครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอรเพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา iii 
 

บทคัดยอ 
 

รหัสโครงการ RMU5180019 
ชื่อโครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอรเพ่ือ
ใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา 
ชื่อนักวิจัย และสถาบัน  รองศาสตราจารย ดร. วราภรณ  จรรยาประเสริฐ 
 ภาควิชาเภสชักรรม คณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 
 447 ถนนศรีอยุธยา  ราชเทวี  กรุงเทพฯ 
E-mail Address pyvbp@mahidol.ac.th 
ระยะเวลาโครงการ 3 ป (15 พฤษภาคม 2551 ถึง 14 พฤษภาคม 2554) 
 
 การปรับปรุงสายโพลีเมอรที่สลายตัวทางชีวภาพเพื่อใชในการนําสงยาเปนที่นาสนใจ
อยางมากในทางเภสัชกรรม   การศึกษานี้มีวัตถุประสงคที่จะปรับปรุงสายโซโพลีเมอรโพลีเอส
เทอรชนิด polycaprolactone ซึ่งเปนโพลีเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ  ดวยการเติมกลุม 
polyethylene glycol (PEG 4000) ลงในสายโซเพ่ือใหมีความเปน hydrophilic เพ่ิมขึ้น  และ 
graft ตัวยา nicotinic acid ซึ่งเปนสารมวลโมเลกุลเล็กลงบนสายโพลีเมอรนี้ดวยสภาวะที่ไม
รุนแรง  ดวยปฏิกิริยา 1,3-dipolar cycloaddition ที่รูจักกันในชื่อ click reaction  โดยการ 
copolymerization ของ α-chloro-ε-caprolactone (αClεCL) และ ε-caprolactone (εCL) ดวย
วิธี ring opening polymerization โดยใช PEG 4000 และ Tin (II) Octanoate (SnOct2) เปน 
catalysts  จากนั้นปรับเปลี่ยน กลุมคลอไรดบนสายโซ ใหเปน azide ซึ่งจะเปนตําแหนงที่เชื่อม
ติดกับ but-3-ynyl nicotinate ดวย click reaction  จากการศึกษาโครงสรางและการตรวจสอบ
สมบัติของโพลีเมอรที่ไดดวย 1H-NMR Spectroscopy, FT-IR  Spectroscopy และ Gel 
Permeation Chromatography  พบวาสามารถ graft ตัวยา nicotinic acid ที่สัดสวนตางๆ 
(10%, 20% และ 30%) ลงบนสายโซของ poly-ε-caprolactone (εCL) ไดสําเร็จดวยการใช
สภาวะไมรุนแรงและใชระยะเวลาที่สั้น  จึงไมทําใหเกิดการเสื่อมสลายของโพลีเมอร  ผลของ
การศึกษา thermal property พบวาจํานวนโมลและชนิดของหมูหรือโมเลกุลที่ติดบนสายโซโพลี
เมอรนั้นมีผลตอคา Tg และ Tm ของโพลีเมอร  โดยผลการทดลองระบุวาการติดหมูหรือโมเลกุล
บนสายโซและการเพิ่มจํานวนโมลของหมูที่ติดมีผลเปลี่ยนรูปผลึกของโพลีเมอรจาก semi-
crystalline เปน amorphous มากขึ้น  ดังน้ันปริมาณ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร
สงผลตอสมบัติเฉพาะทางกายภาพและเคมีของโพลีเมอร 
 การศึกษาความเปนพิษของโพลีเมอรที่สังเคราะหไดตอเซลลปกติ  ผลการศึกษาพบวา
โพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมมีความเปนพิษตอเซลล HUVECs เชนเดียวกับโพลี
เมอรตนแบบ (P(εCL)-co-PEG) ที่ความเขมขน 500 μg/mL  เม่ือนําโพลีเมอรที่ติด nicotinic 
acid ที่สังเคราะหได ไปเตรียมเปนอนุภาคนาโนดวยวิธี nanoprecipitation  และศึกษา
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คุณสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนที่ได  พบวาอนุภาคนาโนที่ไมมีการบรรจุยามีรูปราง
ทรงกลม  และจํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรสงผลตอคุณสมบัติของ
อนุภาคนาโน  โดยที่จํานวนโมลของ nicotinic acid ที่เพ่ิมขึ้นมีผลทําใหขนาดอนุภาคนาโน
เพ่ิมขึ้นเนื่องจากความเปน hydrophobic ที่เพ่ิมขึ้นและ steric hindrance ของหมูที่ยื่นออกจาก
แกนของโพลีเมอรที่เพ่ิมมากขึ้น  เม่ือทดสอบความเปนพิษตอเซลลในรูปของอนุภาคนาโนพบวา
อนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมมีความเปนพิษตอเซลลที่ความเขมขน 0.20 
mg/mL  ดังน้ัน การติดโมเลกุล nicotinic acid มีผลเพิ่มความเปนพิษตอเซลล  และเมื่อเพ่ิม %
โมลของ nicotinic acid มีผลเพ่ิมความเปนพิษตอเซลล   
 การศึกษาผลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรตอกักเก็บยาตนแบบ 2 ชนิด
คือ ibuprofen และ indomethacin พบวาหลัง incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดมีผลทําใหอนุภาคนาโน
มีขนาดใหญขึ้น  และการบรรจุยาของอนุภาคนาโนที่มีโมเลกุล nicotinic acid ติดอยูมี
ประสิทธิภาพมากกวาอนุภาคนาโนที่ไมมีการติดโมเลกุล nicotinic acid ที่เตรียมจากโพลีเมอร 
P(εCL)-co-PEG  แตเม่ือเพิ่ม %โมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร ประสิทธิภาพ
ในการบรรจุยาของอนุภาคนาโนไมไดเพ่ิมขึ้นอยางชัดเจน  นอกจากนี้ยังพบวาประสิทธิภาพใน
การบรรจุยาของอนุภาคนาโนยังขึ้นอยูกับคาขีดการละลายของตัวยาเองดวย  ซึ่งจะมีผลตอการ
แบงภาคระหวางอนุภาคนาโนกับวัฏภาคน้ําในขั้นตอนการ incorporate ตัวยา  การศึกษาการ
ปลดปลอยตัวยา ibuprofen และ indomethacin จากอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติด
โมเลกุล nicotinic acid และโพลีเมอรตนแบบ  พบวามีการปลดปลอยเปนไปตาม Higuchi 
model แสดงใหเห็นวากลไกการปลดปลอยยาเปนแบบ Fickian diffusion  การปลดปลอยยา 
ibuprofen จากอนุภาคนาโนนอยกวาและชากวา indomethacin ถึงแมวา ibuprofen มีคาขีดการ
ละลายน้ํามากกวา indomethacin  เนื่องจากเกิด interaction ระหวาง ibuprofen กับสายโซโพลี
เมอรที่ใชในการเตรียมอนุภาคนาโน  สรุปไดวา การติดโมเลกุล nicotinic acid บนสายโซโพลี
เมอรมีผลตอทั้งปริมาณและอัตราการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโน เนื่องจากการติดโมเลกุล 
nicotinic acid สงผลตอคุณสมบัติเคมีกายภาพของอนุภาคนาโน ไดแก ขนาดอนุภาคนาโน 
%drug loading  ความเปนผลึกของสายโซโพลีเมอร  และการเกิด interaction ระหวางโมเลกุล
ยากับสายโซโพลีเมอร  
 
คําหลัก:  โพลีเอสเทอร  โพลีคาโปรเลคโตน  นาโนพารพิเคิล  ปฏกิิริยาคลิ๊ก  กรดนิโคตินิค 
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Modification of biodegradable polymers has been gained much attention in the 
field of pharmaceutical applications.  This study was aimed to modify polycaprolactone 
polymer, one of polyester biodegradable polymers, by being conjugated with 
polyethylene glycol (PEG 4000) to increase the hydrophilicity and grafting with nicotinic 
acid, a small drug molecule, onto the polymer using mild conditions of 1,3-dipolar 
cycloaddition, known as click reaction.  The reaction was performed by copolymerization 

of α–chloro-ε-caprolactone (αClεCL) and ε-caprolactone (εCL) by ring opening 
polymerization using PEG 4000 and Tin (II) octanoate (SnOct2) as catalysts.  
Subsequently, the chloride groups on the polymer were replaced with azide at which 
but-3-ynyl nicotinate was conjugated using click reaction.  From the characterization by 
1H-NMR spectroscopy, FT-IR spectroscopy and gel permeation chromatography, the 

results showed that the grafting of nicotinic acid onto the poly-ε-caprolactone (εCL) 
copolymer was successful at different drug to polymer ratios (10%, 20% and 30%) with 
the use of this mild and short time reaction so as to prevent the polymer degradation.  
From the study of thermal properties of the grafted copolymer, it was found that amount 
and type of grafting functional groups could affect Tg and Tm of the copolymer.  When 
increasing the amount of grafting functional groups, the crystallinity of the copolymer 
was changed from semi-crystalline to more amorphous.  As a result, grafting nicotinic 
acid onto the copolymer affected the physicochemical properties of the copolymer. 
 From the cytotoxicity study of the synthesis polymer to the normal cell lines, the 
results showed that the nicotinic acid grafted polymer was not toxic to HUVECs cells at 

500 μg/mL, similar to P(εCL)-co-PEG.  Consequently, the nicotinic acid grafted 
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copolymer was used to prepare nanoparticles by nanoprecipitation and the 
physicochemical properties of the nanoparticles were studied.  The results showed that 
the nanoparticles were spherical in shape.  In addition, the amount of nicotinic acid 
influenced the properties of the nanoparticles.  When the amount of nicotinic acid 
increased, the particle size increased due to the increased hydrophobicity and steric 
hindrance of the grafting function groups.  From the cytotoxicity study, the nanoparticles 
did not cause toxicity to the cells at 0.20 mg/mL.  However, the increased amount of 
nicotinic acid increased the cytoxicity to the cells. 

The effect of nicotinic acid grafted on the polymers to the entrapment of 2 model 
drugs, ibuprofen and indomethacin, was studied.  It was found that incorporation of the 
drugs increased the size of the nanoparticles, and drug loaded in nicotinic acid grafted 
nanoparticles was higher than ungrafted nanoparticles.  However, the drug loading 
efficiency increased insignificantly when the amount of nicotinic acid on the polymer 
increased.  Moreover, drug loading efficiency depended on the solubility of the loaded 
drug which could affect the partition between the nanoparticles and water phase during 
drug incorporation.  The release of ibuprofrn and indomethacin from the nicotinic acid 
grafted nanoparticles was found to follow Higuchi model indicating that the release was 
Fickian diffusion.  The release of ibuprofen from the nanoparticles was lower and slower 
than that of indomethacin due to the interaction between indomethacin and the polymer.  
In conclusion, the grafting nicotinic acid on the polymer affected both amount and rate 
of drug release from the nanoparticles due to the influence of nicotinic acid to the 
physicochemical properties of the nanoparticles including the particle size, %drug 
loading, crystallinity of the polymer and interaction between the drug molecule and the 
polymer. 

 
Keywords: polyester, polycaprolactone, nanoparticles, click reaction, nicotinic acid 
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บทนํา 

 
 ในปจจุบัน การศึกษาและการพัฒนาระบบนําสงยามุงความสนใจไปที่การนําสงยาโดยระบบ
อนุภาคนาโน (nanoparticles) ซึ่งเปนอนุภาคขนาดเทียบเทาคอลลอยด (colloids)  โดยมีอนุภาค
ขนาดระหวาง 10 ถึง 1000 นาโนเมตร  ในระยะเวลาหลายปที่ผานมา นักวิจัยจํานวนมากไดศึกษา
คุณสมบัติของระบบอนุภาคนาโนในดานตาง ๆ เชน การชวยเพ่ิมการดูดซึมของยาโมเลกุลใหญ  
การปองกันการเสื่อมสลายของยาเมื่อใหเขาสูรางกายได  และการนําสงยาสูเปาหมายโดยระบบ
อนุภาคนาโนที่จําเพาะเจาะจงตอตําแหนงที่ตองการรักษา (target site of action) เพ่ือชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการรักษาและลดผลขางเคียงของยา (1)  ระบบอนุภาคนาโนที่มีผูทําการศึกษาและ
พัฒนาเปนระบบนําสงยามีหลายประเภทแบงตามลักษณะและสวนประกอบของระบบ เชน Solid 
lipid nanoparticles (2, 3), liposome (4-6), polymeric nanoparticles (7-10), polymeric micelles 
(11-13) และ nanospheres (14, 15) เปนตน 
 อนุภาคนาโนสามารถเตรียมไดจากโพลีเมอรที่มีอยูตามธรรมชาติ ไดแก gelatin (16), 
chitosan (10, 17) หรือ albumin (18) เปนตน หรือเตรียมโดยโพลีเมอรสังเคราะห เชน 
poly(phosphoester), polyanhydrides และ polyesters เปนตน  โพลีเมอรสังเคราะหนี้ไดรับความ
นิยมในการพัฒนาเปนระบบนําสงยา โดยเฉพาะโพลีเมอรในกลุม polyesters เน่ืองจากโพลีเมอรใน
กลุมน้ีมีคุณสมบัติที่เขากันไดกับรางกาย (biocompatibility) และเสื่อมสลายทางชีวภาพไดในรางกาย 
(biodegradability)  ทั้งน้ีเน่ืองจากมีพันธะเอสเทอรเปนสวนประกอบหลักในสายโซโพลีเมอร  ซึ่ง
สามารถไฮโดรไลซไดในรางกาย  นอกจากนี้โพลีเมอรนี้ยังสามารถควบคุมการปลดปลอยยาไดตาม
ตองการโดยการปรับสัดสวนของโพลีเมอรแตละชนิดที่นํามาตอกันเปนสายโซ ตัวอยางของโพลีเมอร
ในกลุมน้ี เชน poly(lactic acid) (PLA), poly(glycolic acid) (PGA), poly(ε-caprolactone) (PCL) 
และโพลีเมอรรวมของโพลีเมอรดังกลาว (copolymer) (19-23)  
 โพลีเมอรที่ใชในการเตรียมระบบอนุภาคนาโนสวนใหญมีความไมชอบนํ้า (hydrophobicity) 
สูง ดังน้ันเม่ือนําสงเขาสูรางกายอนุภาคดังกลาวจะถูกทําลายโดยระบบ reticuloendothelial system 
(RES)  และถูกขับออกจากรางกายโดยตับและมาม  ทําใหระบบนําสงดังกลาวอยูในรางกายไดไม
นานตามที่ตองการ  การพัฒนาตอมาของระบบอนุภาคนาโนจึงมุงเนนที่การปรับปรุงคุณสมบัติของ
อนุภาคใหมีความชอบน้ํา (hydrophilicity) เพ่ิมขึ้น  การปรับปรุงคุณสมบัติดังกลาว สามารถทําได
โดย การเคลือบผิวอนุภาคดวย Polyethylene glycol (PEG) หรือ Polyethylene oxide (PEO) หรือ 
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การสังเคราะหโพลีเมอรรวมที่มี PEG (22, 24-26) หรือ PEO (27, 28) เปนสวนประกอบในสายโซ
ทําใหสายโซโพลีเมอรเดียวกันมีคุณสมบัติเปนทั้งชอบน้ําจาก PEG หรือ PEO และไมชอบนํ้าจาก 
polyester  ซึ่งคุณสมบัตินี้เรียกวา amphiphilic  (29)  จากนั้นจึงนํามาเตรียมเปนอนุภาคนาโน  ก็จะ
ทําใหไดอนุภาคที่สามารถอยูในกระแสเลือดไดนานขึ้น และลดอัตราการกําจัดอนุภาคออกจาก
รางกายโดยระบบ RES  เน่ืองจากความชอบน้ําที่ผิวของอนุภาค (30, 31)  วิธีการพัฒนาดังกลาว 
แมวาจะทําใหไดระบบนําสงยาที่สามารถอยูในกระแสเลือดไดนานขึ้นตามระยะเวลาที่ตองการใหเห็น
ผลการรักษา  แตสงผลตอคุณสมบัติในดาน อ่ืน ๆ ของระบบลดลง  เนื่องจากประจุที่ผิวของอนุภาค
มีความเปนลบหรือลดความเปนประจุบวกของอนุภาคจากผลของสายโซ PEG หรือ PEO ทําให
คุณสมบัติในการยึดเกาะเยื่อเมือกลดลง  เพราะประจุที่ผิวของ mucous membrane เปนลบ
เชนเดียวกันกับประจุที่ผิวของอนุภาค  นอกจากนี้ยาสวนใหญที่ใชในปจจุบันเปนชนิดไมชอบนํ้า  ทํา
ใหการกักเก็บยาในแกนกลาง (core) ของอนุภาคลดลง  ซึ่งเม่ือตองการนําไปใชจริงจําเปนตองใชใน
ปริมาณที่คอนขางสูงจึงจะทําใหไดผลการรักษา  ดังน้ันการปรับปรุงโครงสรางทางเคมีของโพลีเมอร
ที่จะนําไปใชในการเตรียมเปนอนุภาคนาโนจึงเปนอีกวิธีหนึ่งที่ใชปรับปรุงขอเสียดังกลาว  ไดมีผู
ทําการศึกษาการติดหมู thiol (-SH) บนสายโซของโพลีเมอร พบวา การเติมหมูดังกลาวมีผลทําให
โพลีเมอรแสดงคุณสมบัติในการยึดเกาะเยื่อเมือกและเพิ่มการซึมผานสูงกวาไคโตแซนมาก (32, 33)  
นอกจากนี้มีผูทําการศึกษาโดยการเติมหมู carboxyl บนสายโซของโพลีเมอร พบวา ไมมีผลทําให
ขนาดอนุภาคเปลี่ยนแปลงและไมมีผลตอความคงตัวของอนุภาคที่เตรียมขึ้น แตมีผลในการเพิ่ม
ปริมาณยาที่ถูกกักเก็บไวในแกนกลาง  เนื่องจากความเขากันไดระหวางสายโซโพลีเมอรกับโมเลกุล
ยา (27)  นอกจากการปรับปรุงโครงสรางของสายโซโพลีเมอรเพ่ือวัตถุประสงคดังกลาวแลว  ไดมีผู
ทําการศึกษาการติดหมูฟงกชันบนสายโซเพ่ือใชในการเชื่อมกับโมเลกุลยา เชน หมู allyl, hydroxy, 
และ carboxylic acid  (11, 13, 34, 35) หรือ ลิแกนด  (8, 15, 36) เพ่ือใหเกิดการนําสงยาที่จําเพาะ
เจาะจงมากขึ้น 
 แมวาการวิจัยในระยะหลังน้ีจะมุงเนนที่การพัฒนาคุณสมบัติของโพลีเมอร เพ่ือใหไดโพลี
เมอรที่มีคุณสมบัติเหมาะสมตอการนําสงยา  แตการวิจัยเรื่องโครงสรางของโพลีเมอรที่ถูกปรับปรุง
โดยการติดหมูฟงกชันที่สายโซโพลีเมอรโดยเฉพาะโพลีเมอรชนิด polyester และการศึกษาในเรื่อง
การนําโพลีเมอรที่พัฒนามาเตรียมเปนอนุภาคนาโนเพื่อนําสงยาที่บริเวณตาง ๆ ยังมีจํานวนไมมาก  
ดังน้ันการพัฒนาโพลีเมอรเพ่ือเตรียมเปนอนุภาคนาโนในการนําสงยาชนิดตาง ๆ เปนจุดมุงหมาย
หน่ึงในการวิจัยและพัฒนาระบบนําสงยาที่มีประสิทธิภาพ  เพ่ือใหการรักษามีประสิทธิภาพและ
ประสิทธิผลมากขึ้น  การศึกษานี้มีจุดประสงคหลักคือ การปรับปรุงคุณสมบัติของโพลีเมอรชนิด 
polyester โดยการติดหมูฟงกชันที่ตองการศึกษา ไดแก PEG และ hydroxyl บนสายโซของ 
polyester ทําใหไดโพลีเมอรที่มีคุณสมบัติเปน amphiphile  และศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติทาง
เคมีกายภาพ (physicochemical properties) ของโพลีเมอรที่พัฒนาขึ้นเปรียบเทียบกับโพลีเมอร
ตนแบบที่ไมมีการติดหมูฟงกชัน ในดานตาง ๆ ดังน้ี การพิสูจนเอกลักษณของหมูฟงกชันที่เติมโดย
วิธี Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) และ Fourier Transform Infared 
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Spectroscopy (FTIR)  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี Gel permeation chromatography 
(GPC)  การศึกษาคุณสมบัติดานความรอน (thermal properties) โดยวิธี Differential Scanning 
Calorimetry (DSC)  การศึกษาความเปนผลึก (Crystallinity) โดยวิธี X-ray diffraction  และการ
วิเคราะหอัตราการเสื่อมสลายของโพลีเมอรที่พัฒนาขึ้น  โพลีเมอรที่พัฒนาขึ้นน้ีจะนํามาเตรียมเปน
จากนั้นพัฒนาอนุภาคนาโนโดยใช low molecular weight heparin เปนตัวยาตนแบบเพื่อใชศึกษา
เปรียบเทียบคุณสมบัติของโพลีเมอรที่พัฒนาตอการนําสงและเก็บกักตัวยา  โดยจะทําการศึกษา
คุณสมบัติเคมีกายภาพ (physicochemical properties) ในดานตางๆ  ไดแก ขนาดอนุภาค (particle 
size)  การกระจายของขนาดอนุภาค (particle size distribution)  ประจุที่ผิวอนุภาค (Zeta 
potential)  ปริมาณยา (% drug loading efficiency)  รูปรางของอนุภาค (particle morphology)  
อัตราการปลดปลอยยา (release study)  ความเปนพิษตอเซลล  และคุณสมบัติของโพลีเมอรตอ
เซลลเพาะเลี้ยง  เปรียบเทียบกับอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบที่ไมมีการติดหมู
ฟงกชัน 
 
วัตถุประสงคของโครงการ 

1. เพ่ือพัฒนาปรับปรุงโครงสรางทางเคมีของโพลีเมอรชนิด polyester ใหมีคุณสมบัติในการ
นํามาเตรียมเปนระบบนําสงยาชนิดอนุภาคนาโน โดยการติดหมูฟงกชันที่สนใจ เชน สาร
โมเลกุลเล็ก  และศึกษาคุณสมบัติทางเคมีกายภาพ  ความคงตัวและความเปนพิษตอเซลล
ของโพลีเมอรที่เตรียมได  โดยศึกษาเปรียบเทียบกับโพลีเมอรตนแบบที่ไมมีการติดหมู
ฟงกชัน 

2. เพ่ือเตรียมอนุภาคนาโนจากโพลีเมอรที่พัฒนาขึ้น  และทําการศึกษาคุณสมบัติทางเคมี
กายภาพ  ความคงตัว  ความสามารถในการบรรจุตัวยา  การปลดปลอยตัวยาออกจาก
อนุภาค  และการนํายาเขาสูเซลลเพาะเลี้ยง  โดยทําการศึกษาเปรียบเทียบกับอนุภาคนาโน
ที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบที่ไมมีการติดหมูฟงกชัน 



 

โครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอรเพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา 4 

 

3.  

วิธีการทดลอง 
 
สารเคมี 

• α-Chlorocyclohexanone (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) 

• ε-Caprolactone (CL, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany, and Merck Schuchardt 

OHG, Hohenbrunn, Germany) 

• m-Chloroperoxybenzoic acid (mCPBA, Sigma-Aldrich, Shanghai, China) 

• Sodium bicarbonate (NaHCO3, Merck, Damstadt, Germany) 

• Sodium dithionite (Lot number 70400, Riedel-de Haën, Seelze, Germany) 

• Stannous (II) 2-ethylhexanoate (Sn(Oct)2, Batch number 036K0730, Sigma-Aldrich, 

Tokyo, Japan) 

• Deuterated chloroform (CDCl3, Merck, Damstadt, Germany) 

• Deuterated dimethylsulfoxide (DMSO-d6, Merck, Damstadt, Germany) 

• Deuterium oxide (D2O, Merck, Damstadt, Germany) 

• Chloroform (CHCl3, RCI Labscan Ltd., Bangkok, Thailand) 

• Hexane (Hex, RCI Labscan Ltd., Bangkok, Thailand) 

• Ethyl acetate (EtOAc, RCI Labscan Ltd., Bangkok, Thailand) 

• Dichloromethane (CH2Cl2, RCI Labscan Ltd., Bangkok, Thailand) 

• Toluene (RCI Labscan Ltd., Bangkok, Thailand) 

• Tetrahydrofuran (THF, reagent grade, RCI Labscan Ltd., Bangkok, Thailand, and 

pro analysis grade, Lot no. K35750531.919, Merck, Damstadt, Germany) 
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• Dimethylformamide (DMF, RCI Labscan Ltd., Bangkok, Thailand) 

• 1,4-Butanediol (ReagentPlusTM 99%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) 

• Poly(ethylene glycol) MW 4000 g/mol (PEG4000, Fluka Chemie, Steinheim, Germany) 

• Siliga gel 60 (Merck, Damstadt, Germany) 

• Poloxamer 188 (PL188, Pluronic® F68, BASF, Ludwigschafen, Germany)  

• 100% Acetic acid (VWR International S.A.S, Damstadt, Germany)  

• 1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)  

• Monobasic sodium phosphate monohydrate (Merck, Damstadt, Germany)  

• Dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)  

• Hydrochloric acid (1 N, Lot number OC128107, Merck, Damstadt, Germany)  

• Sodium hydroxide (1 N, VWR International S.A.S, Damstadt, Germany)  

• Acetonitrile (HPLC grade, Merck, Damstadt, Germany)  

• Methanol (HPLC grade, Merck, Damstadt, Germany)  

• L-glutamine (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) 

• Iscove’s Modified Dulbecco Medium (IMDM, Biochrom AG, Berlin, Germany) 

• 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide (MTT, Fluka Chemie 

GmbH, Steinheim, Germany) 

• Phosphate buffered saline (PBS, Sigma-Aldrich, USA) 

• Penicillin/streptomycin (Hoechst, Germany) 

• Sodium-dodecyl-sulfate (SDS, MP Biochemicals, Germany) 
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• Trypsin (Difco, Germany) 

• Fetal bovines serum (FBS, Sigma-Aldrich, USA) 

• L-tryptophan (Fluka Biochemika, Tokyo, Japan) 

• 3-Butyn-1-ol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) 

• N-Carbethoxyphthalimide (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) 

• Copper (I) iodide (CuI, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) 

• 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene (DBU, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)  

• N,N-dicyclohexylcarbodiimide (DCC, Fluka Chemie, Steinheim, Germany) 

• 4-Dimethylaminopyridine (DMAP, Fluka Chemie, Steinheim, Germany) 

• Sodium azide (NaN3, Asia Pacific Specialty Chemicals Limited, New South Wales, 

Australia) 

 
 
วัสดุอุปกรณ 

• Three necks round bottom flask equipped with magnetic stirring 

thermostat 

• 1H and 13C Nuclear magnetic resonance spectroscopy (1H and 13C 

NMR) (Bruker Avance 300 apparatus, Bruker corporation, Rheinstetten, Germany) 

• Fourier transform infared spectroscopy (FTIR) (Nicolet 6700 FT/IR 

spectrophotometer  Massachusetts, USA) 

• TLC aluminum sheets (pre-coated silica gel 60 F254, 0.2 mm thickness, 

Merck, Damstadt, Germany) 
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• Gel permeation chromatography (GPC) equipped with refractive index 

detector (Waters Corporation, Massachusetts, USA) 

• 2 GPC columns of PLgel 10 μm mixed B (Varian, Inc., California, USA) 

• Thermo gravimetric analyzer (TGA 7, Perkin Elmer, Massachusetts, 

USA) 

• Differential scanning calorimeter (DSC 7, Perkin Elmer, Massachusetts, 

USA) 

• Scanning electron microscope (Hitachi S4500, Tokyo, Japan) 

• Zetasizer 3000 HSA (Malvern Instruments, Malvern, UK)  

• Microcon Ultracel YM-30 tube (MW cut-off 30,000 Dalton, Millipore, 

Schwalbach, Germany) 

• UV/Vis spectrophotometer (U-3000 spectrophotometry, Hitachi, Tokyo, 

Japan) 

• Shimadzu HPLC machine (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) 

ประกอบดวย SIL-10A Autoinjector, LC-10AD Pump, SPD-10AV UV detector  

• LaChrom HPLC machine (Hitachi, Tokyo, Japan) ประกอบดวย L-7120 

pump, L-7200 Autosampler, L-7455 Diode array detector, D-7000 Interface, D-

7000 HSM Program 

• Hypersil ODS column, 5 μm particle size, 250 x 4.6 mm (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Massachusetts, USA) 

• Eppendorf Centrifuge 5415D (Eppendorf, Humburg, Germany) 

• pH-meter 765 Calimatic (Knick, Germany) 

• Transonic digital Elma® Ultrasonic bath (Germany) 
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• 15 positions Variomag magnetic stirrer (Komet) 

• 4 digits AB204 Electrical balance (Mettler Toledo) 

• VTR 5036 Heraeus Incubator (Thermo Scientific) 

• Modulyo Edward High Vacuum Freeze Dryer (Britain) 

• Synergy (Millipore, France) MQ 18.2 Ω 25 oC 

• Infinite M200, GENios Plus micoplate reader (Tecan Austria GmbH, 

Grödig, Austria) 

• Dialysis membrane (MW cut off 6000–8000 kDa, Cellu-Sep T2, Bioron 

GmbH, Ludwigshafen, Germany) 

• Vortex mixer (Vortex-Genie 2, Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY, 

USA) 

วิธีดําเนินการทดลอง 

(1).  การติด nicotinic acid บนสายโซของ poly-ε-caprolactone (εCL) ดวย click reaction 

1.1  การสังเคราะห α-chloro-ε-caprolactone (αClεCL) 
 ละลาย m-chloroperoxybenzoic acid (mCPBA) ในตัวทําละลาย dichloromethane ใน 
round bottom flask  เติม α-chlorocyclohexanone (αClCy) ผาน septum โดยใช stainless steel 
syringe  ทําปฏิกิริยาโดยปนดวย stirrer ที่อุณหภูมิหอง และตรวจสอบการดําเนินปฏิกิริยาโดยวิธี 
TLC ที่เวลาตาง ๆ  นําไปแชที่ -20 oC ขามคืน แลวกรองเอาตะกอนออก  นําสารละลายที่ไดไปลาง
ดวยสารละลายอิ่มตัวของ sodium dithionite  จากนั้นลางดวยสารละลายอิ่มตัวของ sodium 
bicarbonate แลวลางดวยนํ้ากลั่นเปนครั้งสุดทาย  เติม anhydrous magnesium sulfate เพ่ือทําให
แหง  กรองตะกอนออก  เก็บสวนสารละลายใส  จากนั้นนําสารละลายใสที่ไดไประเหยเอาตัวทํา
ละลายออกโดยใช rotary evaporator  ทําการสกัดสารใหบริสุทธิ์โดยวิธีกลั่น หรือ column 
chromatography  ระเหยตัวทําละลายออกจนแหง แลวเก็บที่ -20 oC  ทําการวิเคราะหเอกลักษณ
โดยวิธี 1H-NMR spectroscopy  ทําการสังเคราะห αClεCL ในสภาวะตางๆ (ตารางที่ 1) เพ่ือหา
สภาวะที่เหมาะสมที่จะสังเคราะห αClεCL ใหไดในปริมาณ (yield) สูง 
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ตารางที่ 1  สภาวะที่ใชในการสังเคราะห αClεCLและผลการทดลองในแตละสภาวะ 
 

จํานวนโมล สภาวะที่ 

mCPBA αClCy 

จํานวนสมมูล 
[mCPBA]: 

[αClCy] 

จํานวน
ชั่วโมงที่ใช
ในการทํา
ปฏิกิริยา 

วิธีการทําสารให
บริสุทธ์ิ 

ปริมาณที่
ได 

1 8.15 7.54 1.08 96 สกัดและกลั่น - 
2 10.56 7.54 1.40 48 สกัดและกลั่น - 
3 10.10 7.54 1.34 48 สกัด - 
4 101.41 75.42 1.34 48 Column 

chromatography 
- 

5 101.41 75.42 1.34 48 Column 
chromatography 

74.32% 

  
 
 1.2  การสังเคราะหโคโพลีเมอร (poly(αClεCL-co-εCL-co-PEG)) 
 นํา αClεCL ไปทําการกลั่นแบบ azeotropic กับ toluene  เติม ε-Caprolactone (εCL), 
Tin (II) Octanoate (SnOct2), polyethylene glycol 4000 (PEG 4000)  ใสลงใน reaction flask 
ภายใตสภาพบรรยากาศที่มี argon  ทําการ vacuum นาน 15 นาที  จุม reaction flask ลงใน oil 
bath ที่ตั้งอุณหภูมิไวที่ 120 oC  ทําปฏิกิริยา polymerization ที่อุณหภูมิ 120 oC นาน 24 ชั่วโมง  
หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1 N Hydrochloric acid ปริมาณมากเกินพอ  นําไปตกตะกอนใน 
heptane เย็น จากนั้นระเหยตัวทําละลายออกโดยการ vacuum ใน dessicator  นําโพลีเมอรที่ไดไป
วิเคราะหเอกลักษณดวยวิธี 1H-NMR spectroscopy 

 1.3  การสังเคราะหโพลีเมอร (poly(αN3εCL-co-εCL-co-PEG)) 
 ใส poly(αClεCL-co-εCL-co-PEG) ลงใน round bottom flask   แลวทําละลายดวย dry 

Dimethylformamide (DMF) ปริมาตร 10 ml  เติม sodium azide ลงใน flask โดยใชปริมาณ

เทียบเทากับ 1.02 โมลของ chloride atom บนสายโซโพลีเมอร  ทําปฏิกิริยาโดยการ stir ขามคืน ที่

อุณหภูมิหอง ภายใตสภาพบรรยากาศของกาซอารกอน ระเหย DMF โดยใช vacuum จนได crude 

product ที่แหง  ละลาย crude product ดวย toluene   นําสารละลายที่ไดไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง 

centrifuge ที่ 4000 rpm นาน 15 นาที  นํา supernatant ที่ได ไประเหยเอา toluene ออกจนแหง

สนิท จะได poly(αN3εCL-co-εCL-co-PEG) ตามตองการ  นําไปวิเคราะหดวยวิธี Gel permeation 

chromatography (GPC), Fourier Transform Infared spectroscopy (FT-IR), Nuclear Magnetic 

Resonance  spectroscopy (NMR) 
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 1.4  การสังเคราะห but-3-ynyl nicotinate 
 ละลาย nicotinic acid ใน dichloromethane  เติม dicyclohexyl carbodimide (DCC) และ 

dimethyl aminopyridine (DMAP) ลงใน reaction flask  ปนทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที  เติม 

3-butyn-1-ol ผาน rubber septum โดยใช stainless steel syringe  ปดจุก flask และทําการ flow 

argon  ปลอยใหทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง นาน 24 ชั่วโมง ภายใตสภาพบรรยากาศที่มี argon   

ระเหยตัวทําละลายออกโดยใช rotary evaporator จนแหง  นําตะกอนที่ไดละลายใน mobile phase 

ที่จะทําการแยกโดยวิธี column chromatography   ระเหยเอาตัวทําละลายออกจนเกือบหมด เพ่ือให

สารที่ไดยังคงเปนของเหลวอยู  ทําการแยกสารโดยวิธี column chromatography  ระเหยตัวทํา

ละลายออกจนแหงสนิท  และนําสารที่สังเคราะหไดไปวิเคราะหเอกลักษณดวยวิธี 1H-NMR 

spectroscopy 

1.5  การติดโมเลกุล nicotinic acid ดวย click chemistry 

 ละลาย poly(αN3εCL-co-εCL-co-PEG) ใน dry tetrahydrofuran (THF)  เติม Cu(I) 

iodide, DBU และ but-3-ynyl nicotinate ลงใน reaction flask ภายใตสภาพบรรยากาศที่มี argon  

ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 oC นาน 4 ชั่วโมง  ตกตะกอนใน heptane เย็น  นําโพลีเมอรที่ไดไปทําให

แหงโดยวิธีลดความดัน  และวิเคราะหเอกลักษณดวยวิธี 1H-NMR spectroscopy 

 

(2).  การวิเคราะหคุณสมบัติของโพลีเมอรที่ติด nicotinic acid บนสายโซ poly-ε-

caprolactone (εCL) 

2.1  1H-Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) 
เปนการตรวจสอบเอกลักษณของสารเพื่อยืนยันการติดโมเลกุลของยา nicotinic acid บน

สายโซโพลีเมอร โดยใชตัวทําละลายเปน CDCl3 วิเคราะหดวยความถี่ 300 MHz ดวยเครื่อง Bruker 
Avance 300 apparatus ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

2.2  Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (FT-IR) 
เปนการวิเคราะหหาหมูฟงกชันในการตรวจเอกลักษณโครงสรางของสารเพื่อยืนยันการติด

โมเลกุลของยา nicotinic acid โดยวิธี KBr disc วิเคราะหดวยเครื่อง Jasco FT-IR-4100 
spectroscopy  

2.3  Gel Permeation Chromatography (GPC) 

เปนการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยจํานวน (Mn) และเฉลี่ยโดยน้ําหนัก (Mw) รวมถึง
คาการกระจายน้ําหนักโมเลกุล (Mw/Mn) ดวยเคร่ือง Water 150-CV gel permeation 
chromatograph และตรวจวัดความแตกตางของคาดัชนีหักเหของสารโดย refractive index 
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detector  กอนการวิเคราะหไดทําละลายสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหในตัวทําละลาย 
Tetrahydrofuran (THF) และกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูพรุน 0.45 μm เม่ือสารถูกแยกออกจาก
คอลัมนคูชนิด PLgel 10 μm mixed B หลังจากนั้นคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลโดยเปรียบเทียบกับ
น้ําหนักโมเลกุลของ poly(styrene) ซึ่งใชเปนสารมาตรฐานในการวิเคราะห และมีคาน้ําหนักโมเลกุล
อยูในชวง 4,490 – 1,112,000 g/mole  

2.4  Differential Scanning Calorimetry (DSC) 
เปนการวิเคราะห thermal property ของสารประเภทโพลีเมอร เพ่ือวิเคราะหหาคา glass 

transition temperature (Tg) และ melting temperature (Tm) ของโพลีเมอรที่สังเคราะหขึ้น โดยคา 
Tg หาไดจากจุดกึ่งกลางของ baseline ที่ยกระดับขึ้นจากเดิมเม่ือมีการเพิ่มอุณหภูมิ และคา Tm หา
ไดจากจุดเริ่มตนของ endothermic peak ของโพลีเมอร (onset) การวิเคราะหโดยวิธีนี้ จะเร่ิมตน
ดวยการลดอุณหภูมิของสารตัวอยางอยางรวดเร็วไปที่อุณหภูมิ -80 oC จากนั้นจะเพ่ิมอุณหภูมิดวย
อัตรา 20 oC ตอนาที (first heat) จนถึงอุณหภูมิ 80 oC แลวลดอุณหภูมิดวยอัตราเร็วเทาเดิมจนถึง -
80 oC (first cool) จากนั้นจึงเริ่มเพ่ิมอุณหภูมิขึ้นอีกรอบดวยอัตราเทาเดิม (second heat) และ
บันทึกคา Tg และ Tm ระหวางที่เพ่ิมอุณหภูมิในคร้ังที่สอง การวิเคราะหนี้ทําโดยใชเครื่อง DSC 7 
Perkin Elmer differential scanning calorimeter และตรวจสอบความถูกตองของเครื่องมือ 
(calibration) ดวยสารมาตรฐาน indium  

2.5  Thermal gravimetric analysis 
ศึกษาการเสื่อมสลายของสารตัวอยาเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในสภาวะแหง ภายใตบรรยากาศของ

กาซไนโตรเจน  ดวยการเพิ่มอุณหภูมิจากอุณหภูมิหองจนถึง 600 oC ดวยอัตราเร็ว 10 oC ตอนาที 
และบันทึกคาน้ําหนักที่สูญเสียไปคิดเปนเปอรเซนต ณ อุณหภูมิที่เพ่ิมขึ้นแตละจุด การศึกษานี้ทํา
โดยใชเครื่อง TGA 7 Perkin Elmer thermogravimetric analyzer 
 
(3).  การศึกษาการสังเคราะหและวิเคราะหโพลีเมอรที่ติด nicotinic acid ดวยสัดสวนจํานวน
โมลตางๆ บนสายโซ 

 สังเคราะหโพลีเมอรที่มีหมู chloride (Cl) บนสายโซ (P(αClεCL-ran-εCL)-co-PEG) ใหมี
จํานวนโมล ของหมู Cl เปน 10%, 20% และ 30%โดยใหมี chlorocaprolactone (ClCL) repeating 
units บนสายโซ โดยใชปริมาณโมลของ ClCL และ CL ที่แตกตาง  จากนั้น สังเคราะหโพลีเมอรที่มี
สัดสวน nicotic acid ตางๆ  โดยการการสังเคราะหโพลีเมอรที่มีหมู Cl แลวเปลี่ยนหมู Cl เปนหมู 
azide (N3)  และทําการติดโมเลกุล nicotinic acid บนสายโซโดยปฏิกิริยา click reaction ตาม 
condition ที่ปฏิกิริยากอนหนานี้ และศึกษาสมบัติโพลีเมอรที่สังเคราะหไดดังนี้ 

3.1  การวิเคราะหเพ่ือพิสูจนเอกลักษณโพลีเมอรที่สังเคราะหไดทั้ง 3 series ไดแก โพลี
เมอรที่มีหมู Cl คือ (P(αClεCL-ran-εCL)-co-PEG), โพลีเมอรที่มีหมู N3 คือ (P(αN3εCL-ran-
εCL)-co-PEG) และ โพลีเมอรที่มี nicotinic acid คือ (P((Nicotinic acid-g-εCL)-ran-εCL)-co-
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PEG)  ดวยการวิเคราะหดวยวิธี NMR  และวิธี FTIR  เพ่ือยืนยันวาการติดหมูหรือโมเลกุลดังกลาว
เกิดขึ้นโดยสมบูรณหรือไม  และคํานวณปริมาณหมูหรือโมเลกุลดังกลาวบนสายโซโดยวิธี NMR 
ตามสมการกอนหนานี้   

3.2  ศึกษาการเสื่อมสลายของสายโซโพลีเมอรในแตละขั้นตอนของปฏิกิริยา  โดยการแปล
ผลจากการทําการวิเคราะหดวยวิธี GPC  อยางไรก็ตามการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของสายโซโพลี
เมอรที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid โดยวิธี NMR ไมสามารถคํานวณไดเน่ืองจากพีคที่เกิดขึ้น
หลังการติดโมเลกุล nicotinic acid ใน NMR spectrum มีการรบกวนหรือเกิดทับที่ตําแหนงของพีคที่
ใชเปน marker ในการคํานวณน้ําหนักโมเลกุลดังที่ไดระบุไวตามการทดลองกอนหนานี้ 

3.3  ศึกษา Thermal property ของโพลีเมอรที่มีการติดหมูหรือโมเลกุลทั้ง 3 series ดวยวิธี 
DSC  

 
(4)  การศึกษาความเปนพิษตอเซลลของโพลีเมอรที่สังเคราะหได 
 ศึกษาโดยวิธี MTT assay ใน 96-well plate โดยใชเซลล human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs) ซึ่งเปนเซลลปกติที่สกัดแยกจาก umbilical cord โดยเลี้ยงเซลลใน
อาหารเลี้ยงเซลล (culture medium) ซึ่งมีสวนประกอบดังแสดงในตารางดานลางนี้  และเซลลที่ใชใน
การศึกษานี้อยูใน passage ที่ 3 – 5  
 

ตาราง สวนประกอบของ culture medium ที่ใชในการเลี้ยงเซลล HUVECs 

สวนประกอบ ความเขมขน (%v/v) 
Penicillin/streptomycin 1 
Glutamine 2 
Bicarbonate solution 3 
Fetal bovine serum 15 
Fibroblast growth factor 0.1 
Iscove’s Modified Dulbecco Medium (IMDM) qs. to 100 

 
เตรียมเซลลซึ่งแขวนลอยอยูใน culture medium (cell suspension) ใหมีความเขมขนของ

เซลล 3x105 cells/mL  เติม cell suspension ปริมาตร 50 μL ลงในหลุมของ 96-well plate จากนั้น 

incubate เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในตูควบคุมอุณหภูมิที่ 37 oC และมี CO2 ในบรรยากาศ 5%  เติม

สารละลายโพลีเมอรที่สังเคราะหไดในตัวทําละลาย DMSO ปริมาตร 50 μL โดยใหมีความเขมขน

สุดทายอยูในชวง 3.9–500 μg/mL จากนั้นจึง incubate ตออีก 24 ชั่วโมง  เติมสารละลาย MTT ใน

แตละหลุม หลุมละ 25 μL และ incubate ตออีก 24 ชั่วโมง  เติมสารละลาย SDS ในแตละหลุม ๆ 

ละ 100 μL และ incubate ตออีก 6 ชั่วโมง  จากนั้นนํามาวัดคาการดูดกลืนแสง UV ที่ความยาวคลื่น 



 

โครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอรเพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา 13 

 

620 และ 560 nm  และคํานวณหา %Survival cell โดยเปรียบเทียบกับเซลลที่ incubate กับ 

culture medium อยางเดียวเพื่อใชเปน control  

หมายเหตุ 
-  เซลลที่ incubate กับ DMSO อยางเดียวใชเปน control ในการควบคุมผลของ DMSO ตอ

เซลล ในการศึกษาครั้งนี้ความเขมขนของ DMSO สูงสุดที่ใชคือ 4 %v/v 

-  P(CL)-co-PEG ใชเปนโพลีเมอรตนแบบเนื่องจากเปนโพลีเมอรที่ไดรับการยอมรับวาเปนโพลี

เมอรชนิด biocompatible และไมเปนพิษตอเซลล 

สูตรคํานวณ %Survival cell 
 

( ) ( )
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ASC = คา absorbance ที่วัดจากตัวอยางที่ incubate เซลลกับโพลีเมอร 
AS = คา absorbance ที่วัดจากตัวอยางที่ incubate โพลีเมอรอยางเดียว 
AC = คา absorbance ที่วัดจากตัวอยางที่ incubate เซลลอยางเดียว (control) 
ตัวเลข 560 และ 620 หมายถึงความยาวคลื่นที่ใชวัดคา absorbance 
 
(5).  การศึกษาการเตรียมอนุภาคนาโนโดยโพลีเมอรที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid 

5.1  การเตรียมอนุภาคนาโนดวยวิธี nanoprecipitation 
ละลายโพลีเมอรน้ําหนัก 50 mg ในตัวทําละลาย tetrahydrofuran (THF) จํานวน10 mL  

และคอย ๆ เติมสารละลายโพลีเมอร ทีละหยดลงในน้ํา Milli-Q ปริมาตร 8 mL ที่กําลังปนดวย 

magnetic stirrer ความเร็ว 1000 rpm  ปนดวย magnetic stirrer ตออีก 30 นาที  และนําไประเหย

ตัวทําละลายออกดวยเครื่อง rotary evaporator  ปรับปริมาตรดวยนํ้า Milli-Q ใหไดปริมาตร 8 mL  

และกรองผาน membrane filter ขนาดรูพรุน 0.45 μm เพ่ือกําจัดอนุภาคที่เกิด aggregate  แลวนํา

อนุภาคนาโนที่ไดไปวิเคราะหคุณสมบัติ 

5.2  การวิเคราะหคุณสมบัติอนุภาคนาโนที่เตรียมได 
 ศึกษาขนาดอนุภาคเฉลี่ย  คาการกระจายของขนาดอนุภาค และคาประจุบนพ้ืนผิวอนุภาค  
โดยวิธี Photon correlation spectroscopy (PCS) โดยใชเครื่อง Malvern Zetasizer 3000 HSA 
เครื่องจะทําการวัดโดยใช HeNe laser ที่ความยาวคลื่น 633 nm มุม 90o อุณหภูมิ 25 oC กอนการ
วัดตองทําการเตรียมตัวอยางโดยการเจือจางตัวอยางดวยน้ํา Milli-Q เพ่ือใหไดคาการกระเจิงแสง
ของตัวอยางที่เหมาะสมตอการวัด 
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5.3  การศึกษารูปรางของอนุภาคนาโนที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid 

5.3.1  การเตรียมตัวอยาง 
เจือจางตัวอยางใหมีความเขมขนที่เหมาะสมดวยนํ้า Milli-Q  หยดตัวอยางที่เจือจางลงบน 

cover slide จํานวน 1–2 หยด แลวเกลี่ยตัวอยางใหกระจายใหทั่ว cover slide  ทําใหแหงโดยการ
เก็บใน dessicator ขามคืน  ติด cover slide ที่มีตัวอยางที่แหงลงบน stub  เคลือบผิวตัวอยางดวย 
gold เปนระยะเวลา 45 วินาที 
 5.3.2  วิเคราะหรูปรางของอนุภาคนาโน 
 วิเคราะหรูปรางของอนุภาคนาโนดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราด (Scanning electron 
microscope) ที่ตอกับ field-emission-cathode และใช upper detector ในการตรวจจับสัญญาณ
ภาพ จากนั้นจึง capture ภาพดวยโปรแกรม Digital Image Processing System 2.6 

5.4  การศึกษาความเปนพิษตอเซลล HUVECs ของอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 
 ศึกษาโดยวิธี MTT assay ใน 96-well plate โดยใชเซลล human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs) ซึ่งเปนเซลลปกติที่สกัดแยกจาก umbilical cord โดยเลี้ยงเซลลใน
อาหารเลี้ยงเซลล (culture medium) ซึ่งมีสวนประกอบดังแสดงในตารางดานลางนี้ เซลลที่ใชใน
การศึกษานี้อยูใน passage ที่ 3 – 5 
 

ตาราง สวนประกอบของ culture medium ที่ใชในการเลี้ยงเซลล HUVECs 

สวนประกอบ ความเขมขน (%v/v) 
Penicillin/streptomycin 1 
Glutamine 2 
Bicarbonate solution 3 
Fetal bovine serum 15 
Fibroblast growth factor 0.1 
Iscove’s Modified Dulbecco Medium (IMDM) qs. to 100 

 
 
(6)  การวิเคราะห ibuprofen และ indomethacin โดยวิธี High-Performance Liquid 
Chromatography (HPLC) 
 จากการสืบคนขอมูล พบวามีผูพัฒนาวิธีวิเคราะหไวจํานวนมากและคอนขางหลากหลาย  
เน่ืองจากยาทั้งสองตัวนี้มีการใชกันอยางกวางขวาง ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะหของยาทั้งสองตัว
นี้ จึงเลือกพัฒนาจากวิธีวิเคราะหที่เคยใชอยูแลว  โดยปรับปรุงวิธีวิเคราะหเพ่ือใหใชไดกับระบบที่
ทําการศึกษา (48, 49)  ระบบ HPLC ที่ใชในการวิเคราะหยาทั้งสอง แสดงใหเห็นในตารางตอไปน้ี  
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ตาราง ระบบ HPLC ในการวิเคราะหยา ibuprofen และ indomethacin 

 Ibuprofen Indomethacin 

HPLC machine LaChrome, Hitachi, Tokyo, Japan 
Pump Model L-7120 
Autosampler Model L-7200 
Diode Array 
detector 

Model L-7455 

Interface Controller Model D-7000 
Program D-7000 HSM 

Stationary phase Reverse phase Hypersil ODS column,  
5 μm particle size, 250 × 4.6 mm 

Mobile phase 
methanol:acetonitrile:water:acetic acid 
(55:35:10:1) 

Flow rate (mL/min) 1.4 1.2 
UV detector (nm) 264 254 
Injection volume (μL) 20 20 
Calibration curve (μg/mL) 2.5 – 40 0.25 – 40 
Retention time (min) 15 16 

การตรวจสอบวิธีวิเคราะห 
1. Precision 

เปนการศึกษาเพื่อดู repeatability และ reproducibility ของวิธีวิเคราะห การตรวจสอบ 
repeatability โดยการหา %Coefficient of variance (%CV) ของ peak area ของสารมาตรฐานยา
จํานวน 3 ความเขมขน และวิเคราะหซ้ําจากการฉีด 5 ครั้งตอหน่ึงความเขมขนภายใน 1 วัน สวน
การตรวจสอบ reproducibility ทําไดโดยวิธีเดียวกันกับการตรวจสอบ repeatability แตวิเคราะหใน
วันที่แตกตางกันเปนเวลา 5 วัน 

2. Accuracy 

ตรวจสอบโดยการหา %recovery ของยาจากการเติมเพ่ิมเติมลงในสารละลายมาตรฐาน
ยา วิเคราะหจํานวน 3 ความเขมขนของสารมาตรฐานยาและทําการวิเคราะหซ้ําจากการฉีด 3 ครั้ง
ตอหน่ึงความเขมขนของสารมาตรฐาน คา %recovery ที่ยอมรับไดอยูในชวง 90–110%  

3. Linearity 

ตรวจสอบโดยการสรางกราฟของสารมาตรฐานระหวาง peak area และความเขมขน
ของสารมาตรฐานอยางนอย 5 ความเขมขน แลวทําการหาคา slope, y-intercept และคา coefficient 
of regression line (r2) ซึ่งคา r2 ที่ยอมรับไดคือคาที่มากกวา 0.9995  
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(7)  การศึกษาจํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรตอการ incorporate 
ยาในอนุภาคนาโน 
 ในการศึกษานี้ใชอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ปริมาณ 10, 20 และ 30 %โมล 
และ incorporate ตัวยา ibuprofen และ indomethacin โดยใชอัตราสวนระหวางยาตอโพลีเมอร 
(D:P ratio) คือ 2:10 และ 3:10   ละลายโพลีเมอรน้ําหนัก 50 mg และยาน้ําหนัก 10 และ 15 mg 
สําหรับตํารับที่มี D:P ratio 2:10 และ 3:10 ตามลําดับ ในตัวทําละลาย tetrahydrofuran (THF) 10 
mL   คอย ๆ เติมสารละลายโพลีเมอรในขอ 1 ทีละหยดลงในน้ํา Milli-Q ปริมาตร 8 mL ที่กําลังปน
ดวย magnetic stirrer ความเร็ว 1000 rpm  ปนดวย magnetic stirrer ตออีก 30 นาที   นําไป
ระเหยตัวทําละลายออกดวยเครื่อง rotary evaporator   ปรับปริมาตรดวยนํ้า Milli-Q ใหไดปริมาตร 
8 mL  กรองผาน membrane filter ขนาดรูพรุน 0.45 μm เพ่ือกําจัดอนุภาคที่เกิด aggregate  
จากนั้นนําอนุภาคนาโนที่ไดไปประเมินคุณสมบัติตางๆ ดัวนี้ 

7.1  การประเมินคุณสมบัติทางกายภาพอนุภาคนาโนที่เตรียมได 
 ศึกษาขนาดอนุภาคเฉลี่ย คาการกระจายของขนาดอนุภาค  และคาประจุบนพ้ืนผิวอนุภาค
โดยวิธี photon correlation spectroscopy (PCS) โดยใชเครื่อง Malvern Zetasizer 3000 HSA 
เครื่องจะทําการวัดโดยใช HeNe laser ที่ความยาวคลื่น 633 nm มุม 90o อุณหภูมิ 25 oC กอนการ
วัดตองทําการเตรียมตัวอยางโดยการเจือจางตัวอยางดวยนํ้า Milli-Q  เพ่ือใหไดคาการกระเจิงแสง 
(scattering) ของตัวอยางที่เหมาะสมตอการวัด 

7.2  การวิเคราะหปริมาณยาที่ถูก incorporate ในอนุภาคนาโนที่เตรียมได 
 วิเคราะหปริมาณยาโดยวิธี HPLC โดยแบงวิเคราะหเปน 2 สวนซึ่งผลตางของปริมาณยาที่
วิเคราะหไดจาก 2 สวนนี้มีคาเทากับปริมาณยาที่ถูก incorporate ในอนุภาคนาโน (Amount of drug 
in nanoparticles) นอกจากนี้นําอนุภาคนาโนที่เตรียมไดไปทํา lyophilization และนํามาชั่งนํ้าหนัก
เพ่ือหาน้ําหนักของ total solid content หลังการเตรียมอนุภาคนาโน 

สวนที่ 1 Filtrate 
การเตรียมตัวอยาง 

 ปเปตสารแขวนลอยอนุภาคนาโนที่เตรียมไดปริมาตร 1 mL ใสใน Microcon Ultracel 
YM-30 tube (MW cut-off 30,000 Dalton)  นําไปปนเหวี่ยงที่ 16,000 rpm นาน 10 นาที  และนํา 
filtrate ที่ไดไปวิเคราะหโดยวิธี HPLC  

สวนที่ 2 Nanoparticle dispersion 
การเตรียมตัวอยาง 

 ปเปตสารแขวนลอยอนุภาคนาโนที่เตรียมไดปริมาตร 0.5 mL ใสใน microtube  เติม 
mobile phase ปริมาตร 0.5 mL จากนั้นนําไปปนผสมโดยเครื่อง vortex mixer นาน 1 นาที  นําไป 
sonicate นาน 30 นาที  และนําไปปนเหวี่ยงที่ 16,000 rpm นาน 10 นาที  จากนั้นนํา supernatant 
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ที่ไดไปเจือจางดวย mobile phase จนไดความเขมขนที่เหมาะสม แลวจึงนําไปวิเคราะหดวยวิธี 
HPLC 

จากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC จึงนําผลที่ไดมาประเมินประสิทธิภาพในการบรรจุยาของ
อนุภาคนาโนที่พัฒนาขึ้น โดยประเมินจากคา %drug loading และ %entrapment efficiency ซึ่ง
สามารถคํานวณไดตามสมการตอไปน้ี 
วิธีคํานวณ %Drug loading (%DL) และ %Entrapment efficiency (%EE) 

100×=
iclesd nanopartlyophilizeAmount of 

snoparticledrug in naAmount of  ding % Drug Loa   

100×=
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โดยที่: 
Amount of lyophilized nanoparticles คือ น้ําหนักของอนุภาคนาโนที่เตรียมไดหาไดจากผลตาง
ของนํ้าหนักระหวางอนุภาคนาโนที่เตรียมไดหลังผานกระบวนการ lyophilization กับปริมาณยาที่ไม
ถูก incorporate ในอนุภาคนาโนที่วิเคราะหไดในสวนของ filtrate  
Initial amount of drug added คือนํ้าหนักของยาที่ใสในตอนเริ่มตน 
Amount of drug in nanoparticles คือปริมาณยาที่ถูก incorporate ในอนุภาคนาโนที่วิเคราะหได 
ซึ่งหาไดจากผลตางระหวางปริมาณยาที่พบในสวนที่ 1 (Filtrate) และสวนที่ 2 (Nanoparticle 
dispersion) 

7.3  การศึกษารูปรางของอนุภาคนาโนกักเก็บ ibuprofen และ indomethacin 

เตรียมตัวอยางโดยการเจือจางตัวอยางใหมีความเขมขนที่เหมาะสมดวยนํ้า Milli-Q หยด
ตัวอยางที่เจือจางลงบน cover slide จํานวน 1 – 2 หยด แลวเกลี่ยตัวอยางใหกระจายใหทั่ว cover 
slide  ทําใหแหงโดยการเก็บใน dessicator ขามคืน  ติด cover slide ที่มีตัวอยางที่แหงลงบน stub  
เคลือบผิวตัวอยางดวย gold เปนระยะเวลา 45 วินาที  วิเคราะหรูปรางของอนุภาคนาโนดวยกลอง
จุลทรรศนแบบสองกราด (Scanning electron microscope) ที่ตอกับ field-emission-cathode และ
ใช upper detector ในการตรวจจับสัญญาณภาพ จากนั้นจึง capture ภาพดวยโปรแกรม Digital 
Image Processing System 2.6 

 
(8)  การศึกษาผลของจํานวนโมลของ nicotinic acid ตอการปลดปลอย Ibuprofen และ 
Indomethacin 
 การศึกษาการปลดปลอยตัวยาจากอนุภาคนาโนโดยวิธี dialysis ซึ่งเปนวิธีที่ใชกันทั่วไป  นาํ
อนุภาคนาโนที่ incorporate ยา ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสลงในถุง dialysis membrane จากนั้นจึงผูก
ถุงใหแนน  นําถุง dialysis ที่ไดจุมลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 ใชเปน receptor 
medium ในขวดแกวใส  จากนั้นจึง incubate ถุง dialysis ที่จุมในสารละลายในขวดแกวที่อุณหภูมิ 
37 oC พรอมกับปนดวย magnetic stirrer ความเร็ว 130 rpm   สุมตัวอยางปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
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จากสารละลายนอกถุง dialysis ที่อยูขวดแกวที่เวลา 15, 30, 45, 60, 90 นาที 2, 3, 4, 5, 6 และ 24 
ชั่วโมง  เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรใหมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ทันทีหลังจากสุมตัวอยาง  นํา
ตัวอยางที่สุมไดไปวิเคราะหดวยวิธี HPLC ที่ผานการทํา validation แลว จากนั้นนําคาที่ไดไป
คํานวณหา %cumulative amount of drug release ตามสมการตอไปน้ี  
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 Q0 คือ ปริมาณยาในอนุภาคนาโนเริ่มตน 
 Ct คือ ความเขมขนของยาใน receptor medium ที่วิเคราะหได ณ เวลาที่สุมตัวอยาง 
 Ci คือ ความเขมขนของยาใน receptor medium จากการสุมตัวอยางที่ i 
 Vr คือ ปริมาตรของ receptor medium ทั้งหมดที่อยูในขวดแกว 
 Vs คือ ปริมาตรของ receptor medium ที่สุมแตละครั้ง 

นําคาที่ไดมาสรางกราฟ release profile ระหวาง %cumulative amount of drug release 
กับเวลา 
 
(9)  การศึกษาการเกิด interaction ระหวางยา ibuprofen กับสายโซโพลีเมอรโดยวิธี FT-IR 

แยกละลายโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 30% โมล ยา ibuprofen และสารผสม
ระหวางโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 30% โมลกับยา ibuprofen ในตัวทําละลาย 
tetrahydrofuran   หยดสารละลายในขอ 1 ลงบนแผน KBr 1 หยด  ตั้งทิ้งไวใน dessicator จนแหง  
นําไปวัด absorption ดวยเครื่อง Nicolet 6700 FT/IR spectrophotometer 
 
(10)  การแปลผลทางสถิติ 
 การแปลผลทางสถิติโดยใชคาเฉลี่ยจากการวัดอยางนอย 3 ครั้ง เปรียบเทียบตัวแปรแตละ
กลุมทางสถิติโดยวิธี student t-test หรือ one way ANOVA จากโปรแกรม SPSS 13.0 for 
windows เปรียบเทียบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ชวงความเชื่อม่ัน 95% เม่ือคา p-
value นอยกวา 0.05 
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ผลการทดลองและวิจารณผล 
 

(1).  การติด nicotinic acid บนสายโซของ poly-ε-caprolactone (εCL) ดวย click reaction 

1.1  การสังเคราะห α-chloro-ε-caprolactone 
 จากการสืบคนขอมูล พบวา การเตรียมโพลีเอสเทอรไดรับความสนใจอยางมากในการนํามา
พัฒนาเปนระบบนําสงยา  เนื่องจากเปนโพลีเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ  โดยเฉพาะ 
polycaprolactone และ polylactide ซึ่งเปนตัวแทนของโพลีเอสเทอรที่ไดรับความนิยมอยางสูง  
polycaprolactone เปน linear aliphatic polyester ที่มีลักษณะกึ่งผลึก  สามารถสังเคราะหไดดวย
กระบวนการ ring-opening polymerization ของ epsilon-caprolactone  แตการติดหมูฟงกชันลงบน
โพลีเมอรนี้อาจตองทําการสังเคราะห α-chloro-ε-caprolactone (αClεCL) เพ่ือ polymerization 
กับ epsilon-caprolactone ใหไดเปนโคโพลีเมอรของ poly(αClεCL-co-εCL)  แลวจึงเปลี่ยนหมู
ฟงกชันที่กลุม chloride ดวยกลุมสารที่ตองการในสายโซโคโพลีเมอรนี้ 
 α-chloro-ε-caprolactone (αClεCL) เปน monomer ซึ่งไมมีจําหนายในทองตลาด  จึง
จําเปนตองสังเคราะหสารนี้ขึ้นโดยใชปฏิกิริยา Baeyer-Villiger oxidation (37)  ดวยการทําปฏิกิริยา
ระหวาง α-chlorocyclohexanone (αClCy) กับ m-chloroperoxybenzoic acid (mCPBA)  

จากขอมูลที่สืบคนได (37) พบวามีสภาวะที่ใชในการสังเคราะหคือใชจํานวนสมมูล mCPBA 
ตอ αClCy เปน 1.08 ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง นาน 96 ชั่วโมง ทําการสกัดดวย sodium 
dithionite และ sodium bicarbonate อยางละ 3 ครั้ง และทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการกลั่น (สภาวะที่ 1 
ในตารางที่ 1)  แตจากการทดลองนี้ พบวา เม่ือใชจํานวนสมมูลของ mCPBA เทากับ 1.08 ทํา
ปฏิกิริยานาน 96 ชั่วโมง และติดตามปฏิกิริยาโดยวิธี TLC พบวา spot ของ αClCy ที่ยอมดวย 
iodine มีปริมาณความเขมของ spot ลดลงเรื่อย ๆ จนกระทั่งครบ 96 ชั่วโมง เม่ือทําการสกัดดวย 
sodium dithionite และ sodium bicarbonate อยางละ 3 ครั้ง และทําการแยกสารใหบริสุทธิ์ดวยวิธี
กลั่น พบวาสารที่ไดมีสีน้ําตาลเขม เม่ือนํามาวิเคราะหดวยวิธี 1H-NMR spectroscopy พบวา สารที่
ไดเกิดการสลายตัวและไดสารที่ไมบริสุทธิ์ 
 จากการทดลองตามสภาวะที่ 2 ดวยการเพิ่มจํานวนสมมูลของ mCPBA ตอ αClCy เปน 
1.40  และติดตามปฏิกิริยาดวย TLC พบวาเม่ือทําปฏิกิริยาเปนเวลานาน 48 ชั่วโมง พบวา 
αClεCL มีปริมาณสูงขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับที่เวลา 24 ชั่วโมง ดังน้ันจึงหยุดปฏิกิริยา  และทําการ
สกัดและกลั่น  เพื่อทําใหสารบริสุทธิ์ พบวา การกลั่นยังไมสามารถทําใหสารที่ไดบริสุทธิ์ได 
เน่ืองจากการกลั่นตองใชความรอนและสารที่ไดมีความไมเสถียรเม่ือสัมผัสความรอน ดังเห็นไดจาก 
1H-NMR spectrum ของสารที่ไดจากการกลั่น (รูปที่ 1)  
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รูปที่ 1 1H-NMR spectrum ของสารที่กลั่นไดจากการสังเคราะห αClεCL ตามสภาวะที่ 2 (ตารางที่ 1) 

 เม่ือทดลองลดจํานวนสมมูลของ mCPBA ตอ αClCy เปน 1.34 (สภาวะที่ 3 ในตารางที่ 1)  
พบวา การเกิดปฏิกิริยาไมแตกตางจากสภาวะที่ 2  และเม่ือทดสอบความสมบูรณของการ
เกิดปฏิกิริยาจาก TLC พบวา ที่เวลา 48 ชั่วโมง αClCy มีคานอยมากจนไมสามารถตรวจสอบได  
ในขณะที่ αClεCL มีปริมาณมาก  หลังการหยุดปฏิกิริยาและทําการสกัดดวย sodium dithionite 
และ sodium bicarbonate จนไมพบการเกิดฟองอากาศ (สกัด 2 ครั้ง)  และตรวจสอบดวยวิธี TLC 
เพ่ือยืนยันวาไมเหลือสารตั้งตนที่อาจจะมีผลรบกวนหรือปนเปอนสารที่ตองการ  พบวา จํานวน
สมมูลของ mCPBA ตอ αClCy (1.34)  ระยะเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา (48 ชั่วโมง)  และจํานวน
ครั้งของการสกัดดวย sodium dithionite และ sodium bicarbonate (สกัด 2 ครั้ง) เปนสภาวะที่
เหมาะสมตอการใชเปนสภาวะการสังเคราะหเพ่ือทําการสังเคราะห αClεC  แตอยางไรก็ตามสารที่
ไดยังไมบริสุทธิ์เพียงพอที่จะใชในการสังเคราะหโพลีเมอรตอไป  อีกทั้งสารตั้งตนที่ทําการทดลองใน 
3 สภาวะที่ผานมาใชปริมาณเพียงเล็กนอยทําใหไดผลผลิตคอนขางต่ํา  ดังน้ัน จึงทดสอบหาวิธีแยก
สารใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการอ่ืน และเพ่ิมปริมาณการสังเคราะหเพ่ือเพ่ิมผลผลิต 
 เม่ือทําการทดลองโดยการเพิ่มปริมาณการสังเคราะห αClCy จาก 7.54 mmole เปน 75.4 
mmole  (สภาวะที่ 4 ในตารางที่ 1)  หลังจากทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหองนาน 48 ชั่วโมง  และ
ตรวจสอบเอกลักษณของสารที่สังเคราะหไดดวยวิธี 1H-NMR spectroscopy พบวา สารที่สังเคราะห
ไดคือ αClεCL ซึ่งมีโครงสรางและโปรตอนดังแสดงในรูปที่ 2 แตจาก spectrum พบวายังคงมีสาร
ปนเปอนเหลืออยู จึงตองทําการแยกสารใหบริสุทธิ์  ดวยการทดลองแยกสารใหบริสุทธิ์โดยวิธี 
column chromatography และใช mobile phase ชนิดเดียวกับที่ไดใชกับ TLC 
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รูปที่ 2  1H-NMR spectrum ของสารที่สังเคราะหได (αClεCL) ตามสภาวะที่ 4 (ตารางที่1) 

 การทดลองแยกสารใหบริสุทธิ์ทําโดยวิธี column chromatography และใช mobile phase 

เปนตัวทําละลายผสมระหวาง hexane กับ ethyl acetate ในอัตราสวน 3 ตอ 1  และระเหยเอาตัวทํา

ละลายออกจนแหง และนําไปตรวจวิเคราะหเอกลักษณของสารที่สังเคราะหไดดวยวิธี 1H-NMR 

spectroscopy พบวาไดผลดังรูปที่ 3 

 

   

รูปที่ 3  1H-NMR spectrum ของสารที่สังเคราะหได (αClεCL) ตามสภาวะที่ 4 (ตารางที่ 1) 
หลังจากผานการแยกสารใหบริสุทธิ์ดวยวิธี column chromatography  
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 การทดลองแยกสารใหบริสุทธิ์ดวยวิธี column chromatography ทําใหไดสารที่มีความ

บริสุทธิ์มากขึ้นพรอมที่จะนําไปใชในขั้นตอนการสังเคราะหโพลีเมอรในลําดับตอไป  แตเน่ืองจากการ

สังเคราะหครั้งนี้ มีการแบงสารออกไปในระหวางการสังเคราะห  ทําใหไมสามารถหาปริมาณที่ได

สุทธิจากการสังเคราะหครั้งนี้ได  ดังนั้นจึงทําการทดสอบซ้ําที่สภาวะที่ 4 และควบคุมความชื้นในการ

สังเคราะหโดยการนํา mCPBA ไป vacuum กอนใชประมาณ 10 ชั่วโมง  และทําให 

dichloromethane ไปทําใหปราศจากน้ําโดยการแชกับ molecular sieve ขามคืนกอนนําไปใช  โดย

ที่ระหวางการทําปฏิกิริยาตองมีการบรรจุกาซ argon เพ่ือใหสภาพบรรยากาศเหนือสารละลาย

ปราศจากความชื้นตลอดของปฏิกิริยาสังเคราะห  จากการควบคุมสภาวะที่เหมาะสมนี้ ทําให

สามารถสังเคราะห αClεCL จนไดปริมาณสุทธิสูงถึง 75% โดยประมาณ (สภาวะการทดลองที่ 5)  

โดยเม่ือนําสารที่ไดไปตรวจสอบเอกลักษณดวยวิธี 1H-NMR spectroscopy  พบวาสารที่ไดมี 

spectrum สอดคลองกับ reference spectrum ที่มีรายงานไว (37)  ตามที่สรุปไวในตารางที่ 2 และ

รูปที่ 4 

ตารางที่ 2  Characteristic peaks ของสารที่สังเคราะหได 

Position δ (ppm) 
A 4.78-4.82 dd, 7.77-8.47, 2.03-2.53 Hz  
B+B’ 4.54-4.68 m 
B+B’ 4.18-4.30 m 
C,D,E 1.70-2.25 m 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4  1H-NMR spectra ของสาร αClεCL ที่สังเคราะหได (A) และ Reference (B) (37)  

A B 
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1.2  การสังเคราะหโคโพลีเมอร (poly(αClεCL-co-εCL-co-PEG)) 

 การสังเคราะหโพลีเมอรทําโดยใชวิธี ring-opening polymerization  และจากการสืบคน
ขอมูลพบวา มีผูที่ศึกษาการสังเคราะหโพลีเมอร poly(αClεCL-co-εCL) โดยใช 2,2-Dibutyl-2-
stanna-1,3-dioxepane (DSDOP) เปน initiator (37) สําหรับการทดลองนี้ ไดมีการปรับเปลี่ยนวิธี
สังเคราะหและ initiator ที่ใชในปฏิกิริยา โดยใช polyethylene glycol 4000 (PEG 4000) (MW = 
4000) เปน macromolecular initiator ทําใหโพลีเมอรที่ไดมีโมเลกุลของ PEG 4000 อยูในสายโซ
และทําใหคุณสมบัติของโพลีเมอรเปลี่ยนจากโพลีเมอรที่มีความไมชอบนํ้า (hydrophobic polymer) 
เปนโพลีเมอรชนิดที่มีความชอบทั้งนํ้าและน้ํามัน (amphiphilic polymer) นอกจากนี้ยังทําใหโพลี
เมอรที่ไดมีหมูฟงกชันที่พรอมจะเปลี่ยน หรือ แทนที่ดวยหมูฟงกชันที่ตองการอ่ืนอีกดวย และใน
ปฏิกิริยา polymerization ไดมีการใช Tin (II) Octanoate (SnOct2) เปนตัวเรงปฏิกิริยา (catalyst) 
รวมดวย 
 จากการทดลองไดทําการทดลองสังเคราะหโคโพลีเมอร (copolymer) ระหวาง αClεCL กับ 
εCL โดยใช PEG 4000 เปน initiator ที่อัตราสวนตาง ๆ กันจํานวน 3 อัตราสวนดังแสดงในตารางที ่
3 จากการตรวจเอกลักษณของโพลีเมอรที่สังเคราะหโดยวิธี 1H-NMR spectroscopy พบวามี 
αClεCL unit คิดเปน 27% เม่ือเปรียบเทียบกับ εCL unit และคิดเปน 13% ของทั้งสายโซ  
โครงสรางของโพลีเมอรที่สังเคราะหไดและ 1H-NMR spectrum แสดงในรูปที่ 5 
 
ตารางที่ 3 สรุปอัตราสวนของ αClεCL บนสายโซโพลีเมอรและคาเฉลี่ยน้ําหนักโมเลกุลที่คาดวาจะ
ไดตามทฤษฎี 
 

fa
αClεCL Fb

αClεCL Fc
αClεCL Md

n,theo 

0.30 0.27 0.13 15,740 
 

fαClεCL = อัตราสวนระหวาง αClεCL ตอ εCL ที่ใสตอนเริ่มตน 
Fb
αClεCL = อัตราสวนระหวาง αClεCL ตอ εCL ในสายโซที่วิเคราะหไดโดยวิธี 1H-NMR 

spectroscopy 
Fc
αClεCL = อัตราสวนระหวาง αClεCL ตอ εCL และ PEG 4000 ในสายโซที่วิเคราะหไดโดยวิธี 1H-

NMR spectroscopy 
Md

n,theo = คาเฉลี่ยน้ําหนักโมเลกุลโดยจํานวนของสายโซโพลีเมอรตามทฤษฎี 
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nαClεCL = อัตราสวนโมลของ αClεCL ที่ใชในปฏิกิริยาตออัตราสวนโมลของ initiator 
nεCL = อัตราสวนโมลของ εCL ที่ใชในปฏิกิริยาตออัตราสวนโมลของ initiator 
 
 
 
 

   
 

รูปที่ 5  1H-NMR spectrum ของ poly(αClεCL-co-εCL-co-PEG) ที่ประกอบดวย fαClεCL = 0.3 
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1.3  การสังเคราะห Poly(αN3εCL-co- εCL-co-PEG) 
 หลังจากทําการสังเคราะห poly(αClεCL-co-εCL-co-PEG) แลว  จึงทดลองเปลี่ยนหมู
ฟงกชันเพื่อเตรียมพรอมในการติดหมูฟงกชันอ่ืนบนสายโซโพลีเมอร โดยการเปลี่ยนหมู chloride 
เปนหมู azide โดยการทําปฏิกิริยาระหวาง poly(αClεCL-co-εCL) กับ sodium azide 
 จากการทดลองพบวาการเปลี่ยนหมู chloride เปน azide โดยปฏิกิริยาระหวาง 
poly(αClεCL-co-εCL-co-PEG) กับ sodium azide สามารถเปลี่ยนไดอยางสมบูรณ (100%)  ผล
จากการวิเคราะหโดยวิธี 1H-NMR spectroscopy พบวา characteristic peak ของ chloride ที่
ตําแหนง 4.25 ppm หายไป  และเกิด peak ใหมที่ 3.85 ppm ซึ่งเปน characteristic peak ของ 
azide ดังแสดงในรูปที่ 6 

 
รูปที่ 6  1H-NMR spectra ของ poly(αClεCL-co-εCL-co-PEG) (A) และ poly(αN3εCL-co-εCL-
co-PEG) (B) 
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1.4  การสังเคราะห but-3-ynyl nicotinate 
 ในขั้นตอนการทํา click reaction โมเลกุลที่จะนํามาติดที่สายโซโพลีเมอร จะตองมีหมู 
alkyne ที่ปลายโมเลกุลของ nicotinic acid (but-3-ynyl nicotinate) ดังน้ันจึงตองทําการ 
esterification ระหวาง nicotinic acid กับ 3-butyn-1-ol  
 จากการทดลองสภาวะที่ใชในการสังเคราะห but-3-ynyl nicotinate  พบวาตองใช DCC และ 
DMAP 2.0 equivalent กับ nicotinic acid  และตองใช 3-butyn-1-ol จํานวน 1.0 equivalent กับ 
nicotinic acid  สําหรับขั้นตอนของการแยกสกัดสารใหบริสุทธิ์โดยวิธี column chromatography ได
ใช mobile phase เปนตัวทําละลายผสมระหวาง hexane, ethyl acetate และ dichloromethane ใน
อัตราสวน 1:2:2  ผลการแยกสาร พบวาได but-3-ynyl nicotinate ประมาณ 53%  นอกจากนี้ใน
ระหวางการทําปฏิกิริยายังเกิดสารที่เปน by-product และ intermediate ดวย  เม่ือทําการวิเคราะห
โดยวิธี 1H-NMR spectroscopy เพ่ือตรวจสอบเอกลักษณของสารดังแสดงในรูปที่ 7 

 
รูปที่ 7  1H-NMR spectra ของสาร by-product (A), but-3-ynyl nicotinate (B) และ intermediate 
(C) ในตัวทําละลาย DMSO-d6 
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1.5  การติดโมเลกุล nicotinic acid ดวย click chemistry  
 ปฏิกิริยา click chemistry ที่ใชในการติดโมเลกุลของยาที่แกนหลักของสายโซโพลีเมอรเปน
การทําปฏิกิริยาระหวาง azide กับโมเลกุลของยาที่มีปลายโมเลกุลเปน alkyne และใช Cu (I) เปน
ตัวเรงปฏิกิริยา เกิดเปน 1,2,3-triazole โดยปฏิกิริยาดังกลาวมีชื่อเฉพาะวา Huisgen’s 
cycloaddition 
 จากการทดลองติดโมเลกุลของ nicotinic acid บนแกนหลักของสายโซโพลีเมอรพบวา เม่ือ
ใชสภาวะตามที่สืบคนขอมูล (38) คือ 0.1 equivalent ของ Cu (I) iodide และ DBU และ 1.2 
equivalent ของ but-3-ynyl nicotinate ตอ 1 equivalent ของ αN3εCL unit ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 
35 oC  พบวาการเกิดปฏิกิริยาไมสมบูรณแมวาเวลาจะผานไปนานถึง 8 ชั่วโมง  จากการวิเคราะห
โดยวิธี 1H-NMR spectroscopy พบวายังมี peak ของ azide เหลือที่ตําแหนง 3.85 ppm  เม่ือ
ทดลองเพิ่มจํานวนสมมูลของ Cu (I) iodide, DBU และ but-3-ynyl nicotinate  และเพิ่มอุณหภูมิที่
ใชในการทําปฏิกิริยาเปน 40 oC  พบวา เม่ือทําปฏิกิริยานาน 4 ชั่วโมง peak ที่ตําแหนง 3.85 ppm 
หายไปหมดและเกิด peak ใหมที่ตําแหนง 5.5 ppm ซึ่งเปน peak ของ methyne proton บนสายโซ
ที่ติดกับหมู triazole  นอกจากนี้ยังพบ peak ที่ตําแหนง 7.7 ppm ซึ่งเปน characteristic peak ของ 
triazole ring ดังแสดงในรูปที่ 8 
 

 
 
รูปที่ 8 1H-NMR spectrum ของ poly((αN3-g-nicotinate)εCL-co-εCL-co-PEG) 
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(2).  การวิเคราะหคุณสมบัติของโพลีเมอรที่ติด nicotinic acid บนสายโซ poly-ε-

caprolactone (εCL) 
 จากการตรวจสอบเอกลักษณของโพลีเมอรที่สังเคราะหไดนั้นพบวา ใน 1H-NMR spectrum 
ตําแหนงที่เปน peak ของ azide ที่ตําแหนง 3.85 ppm หายไปหมด และเกิด peak ใหมที่ตําแหนง 
5.3 ppm ซึ่งเปน peak ของ methyne proton ตําแหนงที่ติดกับ triazole ring และเกิด peak ที่
ตําแหนง 7.6 ppm ซึ่งเปน peak ของ methyne proton ของ triazole ring นอกจากนี้ยังพบ peak 
ของ proton ใน pyridine ring ของโมเลกุล nicotinic acid ที่ chemical shift ประมาณ 7.45, 8.3, 
8.7 และ 9.25 ppm รวมดวย (รูปที่ 9) 

จากการตรวจสอบเอกลักษณเพ่ิมเติมโดยวิธี FT-IR พบวา peak ของ azide  ที่ wave 
number 2100 cm-1 หายไปหมด และเกิด peak ใหมที่ตําแหนง 1600 cm-1 ซึ่งเปน characteristic 
peak ของ triazole ring และยังพบ peak ของ C=C stretching ที่ตําแหนง 1590 cm-1 และ C=N 
stretching ที่ตําแหนง 1625 cm-1 ซึ่งเปนตําแหนง peak ของ pyridine ring (รูปที่ 10) 

จากการวิเคราะหดวยวิธี 1H-NMR สามารถนําคา integration ของ peak มาหาสัดสวนโม
ลของลิแกนดที่ติดบนสายโซโพลีเมอรดวยสมการที่ 1 และ 2 ดังแสดงไวขางลาง นอกจากนี้การ
วิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยน้ําหนัก (Mw) และโดยจํานวน (Mn) และคาการกระจายของ
น้ําหนักโมเลกุล (Mw/Mn) สามารถทําไดโดยการวิเคราะหดวยวิธี GPC โดยผลการวิเคราะหไดแสดง
ไวในตารางที่ 4  จากผลการทดลองพบวา โพลีเมอรที่ไดติดลิแกนดบนสายโซโพลีเมอรนั้นมีสัดสวน
ของลิแกนดที่ติดเม่ือคํานวณจาก 1H-NMR สอดคลองกับสัดสวนที่คํานวณไดตามทฤษฏี 

 
สมการที่ 1 สัดสวนโมลของ nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอรโดยคิดเฉพาะหนวยของ 

εCL และ grafted-εCL 
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สมการที่ 2 สัดสวนโมลของหมู nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอรโดยคิดรวมทุกหนวยที่อยู

บนสายโซไดแก εCL, grafted-εCL และ PEG  
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 จากผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลพบวา น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยจํานวนของ 

poly(αClεCL-ran-εCL)-co-PEG และ poly(αN3εCL-ran-εCL)-co-PEG เม่ือคํานวณจาก NMR 
พบวา มีคาใกลเคียงกับคาที่คํานวณไดจากทฤษฎี แตคาที่วิเคราะหโดยใชวิธี GPC พบวา Mn มีคา
นอยกวาคาที่คํานวณตามทฤษฎีและจาก NMR ผลดังกลาวสามารถอธิบายไดโดยเกิดเนื่องจากการ
วิเคราะหโดยวิธี GPC คาน้ําหนักโมเลกุลที่ไดเปนคาเชิงเปรียบเทียบซึ่งไดจากการเปรียบเทียบกับ
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น้ําหนักโมเลกุลของ poly(styrene) ที่ใชเปนสารมาตรฐานในการคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลและมี
ความแตกตางของ intrinsic viscosity ระหวางโพลีเมอรที่ใชเปนสารมาตรฐานและโพลีเมอรที่
สังเคราะห  นอกจากนี้โพลีเมอรที่สังเคราะหขึ้นเปนโพลีเมอรชนิดที่ชอบทั้งนํ้าและน้ํามัน 
(amphiphilic polymer) ซึ่งมีผลของการเปลี่ยนแปลง hydrodynamic volume รวมดวย (39, 40)  ทํา
ใหการวิเคราะหโดยวิธี GPC ไดคาน้ําหนักโมเลกุลนอยกวาคาที่คํานวณจากวิธี NMR  นอกจากนี้

น้ําหนักโมเลกุลของ poly(αN3εCL-ran-εCL)-co-PEG  มีคานอยกวา poly(αClεCL-ran-εCL)-
co-PEG  เนื่องจากผลของการแทนที่หมู chloride ดวย azide และทําใหเกิด การเปลี่ยนแปลง 
hydrodynamic volume (38) 
 
 

 
 

รูปที่ 9 1H-NMR spectrum ของ poly((Nicotinic acid-g-εCL)-co-εCL-co-PEG) ใน CDCl3 
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รูปที่ 10  FT-IR spectra ของโพลีเมอรที่มีหมู chloride, azide และ nicotinic acid  
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ตารางที่ 4  ผลการทดลองจากการติดหมูลิแกนดบนสายโซโพลีเมอร 
 

Copolymers 
theogCL

aF ,  theogCL
bF ,  NMRgCL

aF ,  NMRgCL
bF ,  theonM ,  NMRnM ,  

GPCnM ,  GPCwM ,  
n

w
M

M  

P(30αClεCL-ran-70εCL)-co-PEG 0.30 0.25 0.15 0.14 16,435 15,000 6,748 12,435 1.84 

P(30αN3εCL-ran-70εCL)-co-PEG 0.30 0.30 0.15 0.15 16,630 12,160 5,721 10,325 1.81 

P((30Nicotinic acid-g-εCL)-ran-70εCL)-co-PEG 0.30 0.28 0.15 0.13 21,880 ND 5,807 9,037 1.56 
 

theogCL
aF , , NMRgCL

aF ,  = สัดสวนโมลของหมู chloride, azide และ nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอรตามทฤษฎีและที่คํานวณจาก NMR ตามลําดับ โดยคิดเฉพาะหนวย

ของ εCL และ αN3εCL  

theogCL
bF , , NMRgCL

bF ,  = สัดสวนโมลของหมู chloride, azide และ nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอรตามทฤษฎีและที่คํานวณจาก NMR ตามลําดับ โดยคิดรวมทุกหนวยที่

อยูบนสายโซไดแก εCL, αN3εCL และ PEG 
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, [εCL], [αN3εCL] และ [I] คือจํานวนโมลของ εCL, αN3εCL และ initiator (PEG 4000) ตามลําดับ 
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จากขอมูลการกระจายน้ําหนักโมเลกุลโดยการวิเคราะห GPC พบวาหลังการแทนที่หมู 
chloride ดวย azide แลวการกระจายน้ําหนักโมเลกุลไมเปลี่ยนแปลง และหลังการติด nicotinic 
acid บนสายโซโพลีเมอรพบวาการกระจายน้ําหนักโมเลกุลไมเพ่ิมขึ้นและ chromatogram ที่ได
จากการวิเคราะหมีลักษณะเปน unimodal จึงสามารถสรุปไดวา การติด nicotinic acid ลงบน
สายโซโพลีเมอรชนิด amphiphilic สามารถทําไดโดยปฏิกิริยา Click reaction ภายใตสภาวะที่
ใชคือ 40 oC 4 ชั่วโมง โพลีเมอรที่ไดไมมีการเสื่อมสลายของโพลีเมอรหลังการทําปฏิกิริยา
ดังกลาว 
 จากผลการวิเคราะห thermal property ของโพลีเมอร (ตารางที่ 5) พบวา Tg ของโพลี

เมอรที่ติด nicotinic acid เพ่ิมขึ้นเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับโพลีเมอรเริ่มตน (P(αClεCL-ran-

εCL)-co-PEG) เม่ือพิจารณาถึง Tm พบวา คาดังกลาวของโพลีเมอรที่มีการติด chloride, azide 

และ nicotinic acid ลดลงจากคาของโพลีเมอรที่ไมมีการติดหมูใดๆ (poly(εCL)-co-PEG-co-

poly(εCL), Tm ≈ 50 oC (41))  นอกจากนี้ยังพบวา การติด nicotinic acid บนสายโซ มีผลทํา

ใหความเปน crystalline ของโพลีเมอรลดลง เม่ือเปรียบเทียบกับ poly(αN3εCL-ran-εCL)-co-

PEG  และ poly(αClεCL-ran-εCL)-co-PEG โดยดูจากคา ΔH ที่ไดจาก thermogram 
 
 
ตารางที่ 5 ผล Thermal property ของโพลีเมอรจากการวิเคราะหโดยวิธี DSC 
 

Copolymers Tg (
oC) Tm (oC) ΔH (J/g) 

P(30αClεCL-ran-70εCL)-co-PEG -60 30 26.32 

P(30αN3εCL-ran-70εCL)-co-PEG -51 38 25.22 

P((30Nicotinic acid-g-εCL)-ran-70εCL)-co-PEG -52 32 5.54 

 
จากการวิเคราะหการเสื่อมสลายของโพลีเมอรโดยวิธี TGA (รูปที่ 11) พบวา 

poly(αClεCL-ran-εCL)-co-PEG มีรูปแบบการเสื่อมสลายแบบสามขั้น โดยสองขั้นแรกมี

ลักษณะเหมือนรูปแบบการเสื่อมสลายของ poly(αClεCL-ran-εCL) (38) และข้ันสุดทาย

เหมือนสวนของ PEG ในสายโซโพลีเมอร และรูปแบบโดยรวมเหมือน poly(εCL)-co-PEG-co-

poly(εCL) (42)  สวนกรณีของ poly(αN3εCL-ran-εCL)-co-PEG  พบวามีการเสื่อมสลายเริ่ม
ตั้งแตอุณหภูมิประมาณ 200 oC เน่ืองจากมีการแตกสลายของพันธะ N-N2 ของหมู azide ที่ติด
อยูบนสายโซโพลีเมอร (43, 44)  สวนรูปแบบการเสื่อมสลายที่เหลือเหมือนกับที่พบในกรณีของ 

poly(αClεCL-ran-εCL)-co-PEG กรณีของโพลีเมอรที่มีการติด nicotinic acid บนสายโซ
พบวา ในชวงอุณหภูมิประมาณ 200 oC จึงเริ่มมีการสูญเสียนํ้าหนักของสารตัวอยางจากการ
เพ่ิมอุณหภูมิ สันนิษฐานวาเกิดการเสื่อมสลายของหมูที่ติดบนสายโซ 
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 จากผลการทดลองดังกลาวสรุปไดวา การติดตัวยาบนสายโซโพลีเมอรชนิดเสื่อมสลาย
ไดทางชีวภาพสามารถติดไดโดยปฏิกิริยา Click chemistry โดยทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 oC 
นาน 4 ชั่วโมง จากสภาวะดังกลาวจะทําใหไดโพลีเมอรที่มีการติดตัวยาบนสายโซไดโดยไมเกิด
การเสื่อมสลายของโพลีเมอรในระหวางทําปฏิกิริยา  จากการศึกษาคุณสมบัติทาง thermal 
พบวาการติดหมูลิแกนดหรือตัวยาลงบนสายโซมีผลตอคุณสมบัติทาง thermal ของโพลีเมอรทั้ง
ในดานการเสื่อมสลายของโพลีเมอรและดานความเปน crystalline ของโพลีเมอรเอง โดยหมูที่มี
การติดลงบนสายโซถาหากเปนโครงสรางขนาดใหญและมีความเปน steric คอนขางมาก จะทํา
ใหการจัดเรียงตัวของสายโซเปนไปไดยาก ทําใหความเปน crystalline ของโพลีเมอรลดลง 
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รูปที่ 11  กราฟ thermal gravimetric diagram ของโพลีเมอรที่ติดหมู chloride, azide และ 
nicotinic acid บนสายโซ 
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(3).  การศึกษาการสังเคราะหและวิเคราะหโพลีเมอรที่ติด nicotinic acid ดวยสัดสวน
จํานวนโมลตางๆ บนสายโซ 

การสังเคราะหโพลีเมอรที่มีสัดสวน nicotic acid ตางๆ  ทําโดยการเริ่มทําการสังเคราะห
โพลีเมอรที่มีหมู Cl โซ เปน 10%, 20% และ 30% เทียบกับจํานวนโมลของ caprolactone (CL) 
repeating units บนสายโซ โดยใชปริมาณโมลของ ClCL และ CL ที่แตกตางกัน  ดังแสดงใน
ตารางที่ 6  จากน้ันเปลี่ยนหมู Cl เปนหมู azide (N3)  และทําการติดโมเลกุล nicotinic acid บน
สายโซโดยปฏิกิริยา click reaction ตาม condition ที่ปฏิกิริยากอนหนานี้ และทําการศึกษา
สมบัติโพลีเมอรที่สังเคราะหได 
 
ตารางที่ 6  สัดสวนจํานวนโมลของ monomers และ initiator ที่ใชในปฏิกิริยา polymerization 

Fed Mole (mmol) Copolymers 

ClCL CL PEG 

P(10αClεCL-ran-90εCL)-co-PEG 2 18 0.2 

P(20αClεCL-ran-80εCL)-co-PEG 4 16 0.2 

P(30αClεCL-ran-70εCL)-co-PEG 6 14 0.2 

 

3.1  การพิสูจนเอกลักษณโพลีเมอรที่สังเคราะห็ไดดวยวิธี NMR, FTIR และ GPC 
จากการวิเคราะหเพ่ือพิสูจนเอกลักษณของโพลีเมอรที่ติด nicotic acid ในสัดสวนตางๆ 

ดวยวิธี NMR และ FTIR ไดผลการทดลองดังแสดงใหเห็นในรูปที่ 12 และ 13 ตามลําดับ  
ตารางที่ 7 แสดงใหเห็นถึงคาตางๆที่คํานวณไดจาการวิเคราะหดวยวิธี NMR, FTIR และ GPC  
จากผลการศึกษาพบวา สามารถสังเคราะหโพลีเมอรที่มีหมู Cl ที่มีจํานวนโมลแตกตางกันคือ 
10%, 20% และ 30% ไดสําเร็จ   โดยน้ําหนักโมเลกุลของโพลีเมอรที่สังเคราะหไดจากการ
คํานวณโดยวิธี NMR (Mn,NMR) มีคาใกลเคียงกับคาที่คํานวณตามทฤษฎี (Mn,theo) นอกจากนั้น
จํานวนโมลของ ClCL repeating units ที่คํานวณไดจาก NMR spectrum มีคาที่สอดคลองกับ
คาที่คํานวณไดตามทฤษฎี แตในกรณีของนํ้าหนักโมเลกุลที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี GPC 
(Mn,GPC) พบวามีคาคอนขางแตกตางจากคาตามทฤษฎี เน่ืองจากเหตุผลดังตอไปน้ี 

1) สารมาตรฐานที่ ใช ในการคํ านวณหาน้ํ าหนักโมเลกุลในการทดลองได ใช 

poly(styrene) ในการคํานวณ ซึ่งสารมาตรฐานนี้เปนโพลีเมอรตางชนิดกับโพลีเมอร

ที่สังเคราะห และมีคา intrinsic viscosity ที่แตกตางกัน  

2) โพลีเมอรที่สังเคราะหนั้นเปนโพลีเมอรชนิด amphiphile แต poly(styrene) เปนโพลี

เมอรชนิด hydrophobic จึงมีความแตกตางของ hydrodynamic volume  

3) โพลีเมอรชนิด amphiphile นี้มีการเปลี่ยนแปลง hydrodynamic volume ในตัวทํา

ละลายแตละชนิด  
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ซึ่งคาความผิดพลาดดังที่กลาวที่เกิดขึ้นน้ี เปนที่ยอมรับกันทั่วไปในกรณีที่ใชเทคนิค 
GPC ในการคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของโพลีเมอรและมีการใชโพลีเมอรที่เปนสารมาตรฐาน
ตางชนิดกัน (39, 40) 

 

 
รูปที่ 12  NMR spectra ของโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ที่เปอรเซนตโมลตาง ๆ 
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รูปที่ 13  FTIR spectra ของโพลีเมอรที่ติดหมู Cl, N3 และ nicotinic acid ที่จํานวนโมล 10% 
ในกรณีของ 20% และ 30% ให spectra ที่เหมือนกันกับ 10%  
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ตารางที่ 7  ผลการวิเคราะหคุณสมบัติของโพลีเมอรที่สังเคราะหได 
Copolymers theogCL

aF ,  NMRgCL
aF ,  theogCL

bF ,  NMRgCL
bF ,  Mn,theo

b Mn,NMR
a Mn,GPC

c 
Mw/Mn

c Tg(
oC) Tm(oC) 

P(αClεCL-ran-εCL)-co-PEG         

P(10αClεCL-ran-90εCL)-co-PEG 0.1 0.07 0.05 0.04 15,745 16,300 7,437 1.77 - 34 
P(20αClεCL-ran-80εCL)-co-PEG 0.2 0.17 0.1 0.09 16,090 15,800 6,466 2.03 -55 31 
P(30αClεCL-ran-70εCL)-co-PEG 0.3 0.25 0.15 0.14 16,435 15,000 6,748 1.84 -59 30 
P(αN3εCL-ran-εCL)-co-PEG         
P(10αN3εCL-ran-90εCL)-co-PEG 0.1 0.12 0.05 0.06 15,810 15,458 7,014 1.76 - 42 
P(20αN3εCL-ran-80εCL)-co-PEG 0.2 0.21 0.1 0.11 16,200 14,200 5,612 1.94 -51 42 
P(30αN3εCL-ran-70εCL)-co-PEG 0.3 0.3 0.15 0.15 16,630 12,160 5,721 1.81 -52 38 
P((Nicotinic acid-g-εCL)-ran-εCL)-co-PEG         
P((10Nicotinic acid-g-εCL)-ran-90εCL)-co-PEG 0.1 0.09 0.05 0.04 ND ND 11,981 1.64 -49.5 39.5 
P((20Nicotinic acid-g-εCL)-ran-80εCL)-co-PEG 0.2 0.17 0.1 0.09 ND ND 6,435 1.70 -47.2 38.9 
P((30Nicotinic acid-g-εCL)-ran-70εCL)-co-PEG 0.3 0.25 0.15 0.12 ND ND 5,807 1.56 -43.2 32.1 

theogCL
aF , , NMRgCL

aF ,  = สัดสวนโมลของหมู chloride, azide และ nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอรตามทฤษฎีและที่คํานวณจาก NMR ตามลําดับ โดยคิดเฉพาะหนวย
ของ εCL และ αN3εCL  

theogCL
bF , , NMRgCL

bF ,  = สัดสวนโมลของหมู chloride, azide และ nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอรตามทฤษฎีและที่คํานวณจาก NMR ตามลําดับ โดยคิดรวมทุกหนวยที่
อยูบนสายโซไดแก εCL, αN3εCL และ PEG 
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โครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอรเพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา 39 

 

ในกรณีของโพลีเมอรที่มีหมู N3 พบวาน้ําหนักโมเลกุลของโพลีเมอรมีคาลดลงเมื่อเปรียบเทียบ
กับคาของโพลีเมอรที่มีหมู Cl เน่ืองจากการเปลี่ยนแปลง hydrodynamic volume ของหมู N3 แตเม่ือ
พิจารณาเปรียบเทียบกับคาตามทฤษฎีพบวา มีคาที่สอดคลองกันทั้งคาน้ําหนักโมเลกุลที่คํานวณจาก 
NMR (Mn,NMR) และคาจํานวนโมลของหมู N3 ที่คํานวณได  เม่ือพิจารณาคาการกระจายของน้ําหนัก
โมเลกุล (Mw/Mn) ที่ไดจาก GPC chromatogram พบวาหลังการเปลี่ยนหมูจาก Cl เปน N3 มีคาลดลง
จากเดิม แสดงถึงโพลีเมอรไมเกิดการเสื่อมสลายหลังการเปลี่ยนหมู 

สําหรับกรณีของโพลีเมอรที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid พบวาน้ําหนักโมเลกุลของโพลีเมอร
มีคาเพิ่มขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับโพลีเมอรที่ติดหมู N3 จํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซมีคา
สอดคลองกับคาตามทฤษฎี และ Mw/Mn มีคาใกลเคียงกับคาของโพลีเมอรที่มีหมู N3  จากการทดลองจึง
สรุปไดวาสามารถปรับเปลี่ยนจํานวนโมเลกุล nicotinic acid (10%, 20% และ 30%) บนสายโซ 
caprolactone ไดสําเร็จ  

3.2  การศึกษา Thermal property ของโพลีเมอรที่สังเคราะหได 
จากตารางที่ 4 ผลการศึกษา Thermal property โดยวิธี DSC พบวา กรณีโพลีเมอรที่มีหมู Cl 

เม่ือเพ่ิมปริมาณหมู Cl บนสายโซโพลีเมอรพบวา คา Tm มีคาลดลง สวนคา Tg มีคาใกลเคียงกัน  เม่ือ
เปลี่ยนหมูเปน N3 พบวาคา Tm เพ่ิมขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับคาของโพลีเมอรที่มีหมู Cl ที่มีจํานวนโมลที่
เทากัน สวนคา Tg มีคาเพิ่มขึ้นจากคาของโพลีเมอรที่มีหมู Cl แตคายังคงใกลเคียงกันดังเดิมเม่ือมีการ
เพ่ิมจํานวนโมลของหมู N3  และเม่ือมีการติดโมเลกุล nicotinic acid พบวาคา Tg มีคาเพิ่มขึ้นเม่ือ
เปรียบเทียบกับคาของโพลีเมอรที่มีหมู N3 และเม่ือเพ่ิมจํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซ
พบวาคา Tg เพ่ิมขึ้นตามจํานวนโมลที่เพ่ิมขึ้น ซึ่งกลับกับคา Tm คือมีคาลดลงเมื่อเพ่ิมจํานวนโมล ของ 
nicotinic acid บนสายโซ และมีคาลดลดในทุก ๆ เปอรเซนตโมลของการติดโมเลกุล nicotinic acid เม่ือ
เปรียบเทียบกับคา Tm ของโพลีเมอรที่ติดหมู N3  

จากผลการศึกษาสามารถสรุปไดวา เม่ือเพ่ิมจํานวนโมลของของหมูหรือโมเลกุลบนสายโซ มีผล
ลดความเปนผลึกของสายโซโพลีเมอร เนื่องจากหมูที่ติดบนสายโซมีผลใหเกิดการขัดขวางการจัดเรียง
สายโซภายในโมเลกุลของโพลีเมอรเอง จึงทําใหโพลีเมอรมีความเปน amorphous มากขึ้น แตทั้งน้ีตอง
ขึ้นอยูกับขนาดของโมเลกุลที่ติดบนสายโซและ steric hindrance ของโมเลกุลตอการจัดเรียงสายโซของ
โพลีเมอรดวย รวมถึงความสามารถในการเกิดหรือสรางพันธะระหวางสายโซของโพลีเมอรเน่ืองจากหมูที่
ติดบนสายโซรวมดวย 
 
(4)  การศึกษาความเปนพิษตอเซลลของโพลีเมอรที่สังเคราะหได 

เม่ือทําการสังเคราะหโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid บนสายโซแลวจึงทําการศึกษาความ
เปนพิษตอเซลลของโพลีเมอรที่ไดโดยเปรียบเทียบกับโพลีเมอรตนแบบที่ไมมีการติดหมูหรือโมเลกุลใด 
ๆ บนสายโซนั้น (P(εCL)-co-PEG) 

ผลการศึกษาความเปนพิษตอเซลลของโพลีเมอรสังเคราะห แสดงใหเห็นในรูปที่ 14 พบวาโพลี
เมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ทุกเปอรเซนตโมลไมเปนพิษตอเซลล HUVECs ที่ความเขมขนสูงสุด
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คือ 250 μg/mL แตที่ความเขมขน 500 μg/mL พบวา %Survival cell มีคาเทียบเทากับเซลลที่ incubate 
กับ DMSO อยางเดียว  รวมถึงกรณีของ P(CL)-co-PEG ซึ่งใหผล %Survival cell ที่ใกลเคียงกัน  
ดังน้ันที่ความเขมขน 500 μg/mL คา %Survival cell ที่ลดลงเหลือประมาณ 50–60% มีผลมาจาก 
DMSO ซึ่งเปนพิษตอเซลล  จากการศึกษานี้ สรุปไดวา โพลีเมอรที่ติดโมเลกุลของ nicotinic acid ไมมี
ความเปนพิษตอเซลลที่ความเขมขน 500 μg/mL 
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รูปที่ 14  ผลการศึกษาความเปนพิษตอเซลลโดยวิธี MTT assay ตอเซลล HUVECs  

 
 

(5).  การศึกษาการเตรียมอนุภาคนาโนโดยโพลีเมอรที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid 
 จากการสืบคนขอมูลพบวาวิธีการเตรียมอนุภาคนาโนจากโพลีเมอรชนิดเอสเทอรและมีความ
เปน amphiphile ที่เปนที่นิยมใชกันอยางแพรหลายและขั้นตอนไมซับซอนคือ วิธี nanoprecipitation 
(45, 46)   

5.1  การศึกษาคุณสมบัติของอนุภาคนาโนที่เตรียมได 
 ตารางที่ 8 แสดงผลการศึกษาคุณสมบัติของอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติด nicotinic 
acid ที่สัดสวนตางๆ 
 
 
 
 



 

โครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอรเพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา 41 

 

ตารางที่ 8  การศึกษาการเตรียมอนุภาคนาโนจากโพลีเมอรที่สังเคราะหได 
 

Copolymers/ Grafted copolymers Size (nm) PDI Zeta(mV) 

P(εCL)-co-PEG 123.4±26.2 0.473±0.101 -3.7±3.1 
P((10Nicotinic acid-g-εCL)-ran-90εCL)-co-PEG 77.4±9.8 0.192±0.032 -9.6±1.3 
P((20Nicotinic acid-g-εCL)-ran-80εCL)-co-PEG 81.7±7.6 0.104±0.024 -5.9±1.4 
P((30Nicotinic acid-g-εCL)-ran-70εCL)-co-PEG 120.3±24.9 0.099±0.023 -17.3±2.0 

 
 
 จากผลการศึกษาพบวา เม่ือเพิ่มจํานวนโมล nicotinic acid บนสายโซ พบวาอนุภาคนาโนที่
เตรียมไดมีขนาดใหญขึ้น  เนื่องจากความเปน hydrophobic บนสายโซเพ่ิมขึ้น  ซึ่งผลการทดลองที่ได
สอดคลองกับผลการศึกษาโดยนักวิจัยกลุมอ่ืนๆ (14, 47) โดยอนุภาคที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล 
nicotinic acid  10% และ 20% มีขนาดอนุภาคนอยกวา 100 nm และมีการกระจายของขนาดอนุภาค
นอยกวาอนุภาคที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value < 0.05) ในกรณีของ
อนุภาคที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 30% พบวามีขนาดใกลเคียงกับอนุภาคที่
เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบ (P(εCL)-co-PEG) (p-value > 0.05) แตมีคาการกระจายขนาดอนุภาค
นอยกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value < 0.05)  

กรณีของประจุบนผิวอนุภาคพบวา มีแนวโนมคาความเปนลบเพิ่มขึ้นเม่ือเพ่ิมเปอรเซนตการติด
โมเลกุล nicotinic acid เม่ือเปรียบเทียบกับคาประจุบนพ้ืนผิวอนุภาคที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบ 
(P(εCL)-co-PEG) ซึ่งมีคาใกลเคียง 0 ผลที่ไดอาจเกิดจากมีโมเลกุลของ nicotinic acid บนพื้นผิวของ
อนุภาคนาโนที่เตรียม  

อยางไรก็ตาม nicotinic acid ที่ติดบนสายโซอาจทําใหเกิด steric hindrance ในการเกิดอนุภาค
นาโน  การเพิ่มจํานวนโมลของ nicotinic acid มีผลเพ่ิม steric hindrance ทําใหไดอนุภาคนาโนที่มี
ขนาดใหญขึ้นซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาของนักวิจัยกลุมอ่ืนเกี่ยวกับ steric hindrance ของหมูที่ติด
บนสายโซโพลีเมอรตอการเกิดอนุภาคนาโน (47)  และผลจาก steric hindrance ดังกลาวอาจมีผลทําให 
nicotinic acid ที่ถูกติดอยูกับแกนของสายโซโพลีเมอรถูกผลักออกจากแกนกลางของอนุภาคนาโนมาอยู
ที่ผิว  ดังนั้นการเพิ่มปริมาณของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซ ทําใหประจุบนพื้นผิวมีคาเปนลบมากขึ้น
เน่ืองจาก nicotinic acid ซึ่งคําอธิบายของเหตุการณที่เกิดขึ้นน้ียังอยูในระหวางการศึกษาตอไป 

5.2  การศึกษารูปรางของอนุภาคนาโนที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid 
 จากผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 15 พบวา อนุภาคนาโนที่ไมมียาบรรจุอยู มีรูปรางเปนทรง
กลม  และพบการเกาะกลุมกันของอนุภาคนาโนบาง  ซึ่งอาจเกิดจากการเกาะกลุมกันในระหวางการ
เตรียมตัวอยาง 
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รูปที่ 15  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแบบสองกราดของอนุภาคนาโนที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid 
จํานวนตางๆกัน  (a) 10 %โมล, (b) 20 %โมล และ (c) 30%โมล  
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5.3  การศึกษาความเปนพิษตอเซลล HUVECs ของอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 
จากผลการทดลงอดังแสดงในรูปที่ 16 พบวาอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ทุก

เปอรเซนตโมลไมเปนพิษตอเซลล HUVECs ที่ความเขมขนสูงสุดคือ 0.20 mg/mL  ซึ่งผลการทดลองนี้
สอดคลองกับผลการศึกษาความเปนพิษตอเซลลของสารละลายโพลีเมอรในตัวทําละลาย DMSO ตามที่
ไดรายงานไปแลว  และเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคนาโนมีผลเพิ่มความเปนพิษตอเซลล  รวมถึง
เม่ือเพ่ิม %โมล ของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร มีผลเพิ่มความเปนพิษตอเซลลเชนกันโดย
ดูจากคาความเขมขนต่ําสุดของอนุภาคนาโนที่ทําให %survival cells ของเซลล HUVECs มีคานอยกวา 
80%  ซึ่งเปนคาที่ยอมรับกันโดยทั่วไปวาสารหรือตัวอยางนั้นมีความเปนพิษตอเซลล  โดยคาความ
เขมขนดังกลาวนั้นสามารถสรุปไดดังแสดงในตารางที่ 9 ในกรณีของ %survival cells ของอนุภาคนาโน
ที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ปริมาณ 30 %โมล ที่ความเขมขนของอนุภาคนาโน 0.78 mg/mL มีคาเกิน 
80% เน่ืองจากความแปรปรวนของเซลลในชวงของการทดลอง 
 

 
 
รูปที่ 16 ผลการศึกษาความเปนพิษตอเซลลโดยวิธี MTT assay ตอเซลล HUVECs  
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ตารางท่ี 9 คาความเขมขนต่ําสุดของอนุภาคนาโนที่ทําให %survival cells ของเซลล HUVECs มีคานอย
กวา 80%  
 

ชนิดของอนุภาคนาโน ความเขมขน (mg/mL) 

P(εCL)-co-PEG 1.56 

P((10Nicotinic acid-g-εCL)-ran-90εCL)-co-PEG 0.78 

P((20Nicotinic acid-g-εCL)-ran-80εCL)-co-PEG 0.78 

P((30Nicotinic acid-g-εCL)-ran-70εCL)-co-PEG 0.39 

 
 
(6) การวิเคราะห ibuprofen และ indomethacin โดย High-Performance Liquid Chromatography 
 ในการศึกษานี้ไดทําการเลือกโมเลกุลยาตนแบบจํานวน 2 ตัวยาคือ ibuprofen และ 
indomethacin เพ่ือใชในการศึกษา เน่ืองจากตัวยาทั้ง 2 นี้มีคุณสมบัติที่แตกตางกันเชน คาขีดการ
ละลายในตัวทําละลายที่แตกตางกันโดยเฉพาะในน้ํา  นอกจากนั้นขนาดโมเลกุลของยาทั้งสองที่แตกตาง
กัน และจํานวนหมูฟงกชั่นที่แตกตางกันซึ่งมีผลตอการสรางพันธะกับโพลีเมอรไดแก หมูอะโรมาติก 
หมูอัลคิล และหมูที่มีความสามารถในการสรางพันธะไฮโดรเจนได  จากคุณสมบัติที่แตกตางกันนั้นอาจ
สงผลตอคุณสมบัติในการ incorporate ตัวยาในอนุภาคนาโน และการปลดปลอยตัวยาจากอนุภาคนาโน
ได 
 จากการตรวจสอบวิธีวิเคราะหดวย HPLC ที่พัฒนาไดผลดังนี้ 

1. Precision 

จากผลการตรวจสอบวิธีวิเคราะหพบวาระบบที่ใชวิเคราะหตัวยาทั้งสองนั้นมีคา %CV อยูใน
เกณฑที่ยอมรับไดทั้ง repeatability และ reproducibility ดังแสดงในตารางที่ 10 
 
ตารางที่ 10  ผลการตรวจสอบ repeatability และ reproducibility ของวิธีวิเคราะหตัวยา ibuprofen และ 
indomethacin 
 

ยา Repeatability Reproducibility 

 Concentration (μg/mL) %CV Concentration (μg/mL) %CV 

Ibuprofen 2.5 0.91 2.5 0.91 
 10 1.36 10 1.32 
 40 0.49 40 0.71 
Indomethacin 0.25 0.63 0.25 0.63 
 10 1.64 10 1.00 
 40 0.54 40 0.53 
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2. Accuracy 

จากผลการตรวจสอบพบวาระบบที่ใชในการวิเคราะหตัวยาทั้งสองมีความถูกตองในการ
วิเคราะหโดยดูจากคา %recovery มีคาอยูในชวง 90–110 % ดังแสดงใหเห็นในตารางที่ 11  

 
ตารางที่ 11  คา %recovery ของยา ibuprofen และ indomethacin จากการวิเคราะหโดย HPLC  

ยา Concentration (μg/mL) %Recovery 

Ibuprofen 2.5 101.3 
 10 100.9 
 40 100.1 
Indomethacin 0.25 101.4 
 10 99.8 
 40 100.5 

 

3. Linearity 

จากผลการตรวจสอบพบวาระบบที่ใชในการวิเคราะหตัวยาทั้งสองเม่ือนํามาสรางกราฟจะได
กราฟเสนตรงที่มีคา r2 มากกวา 0.9995 ดังแสดงในรูปที่ 17 

 
รูปที่ 17  กราฟมาตรฐานของยา ibuprofen (a) และ indomethacin (b) จากการวิเคราะหโดยวิธี HPLC  
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 ดังน้ันจากผลการตรวจสอบวิธีวิเคราะห จึงสรุปไดวา วิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นมาเพิ่มเติมน้ัน
เหมาะสมที่จะใชในการวิเคราะหปริมาณ ibuprofen และ indomethacin ที่จะทําการศึกษาในขั้นตอน
ตอไป 
 
(7)  การศึกษาจํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรตอการ incorporate ยาใน
อนุภาคนาโน 
 ในการศึกษานี้ใชอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ปริมาณ 10, 20 และ 30 %โมล และ 
incorporate ตัวยา ibuprofen และ indomethacin โดยใชอัตราสวนระหวางยาตอโพลีเมอร (D:P ratio) 
คือ 2:10 และ 3:10  

จากผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 12 และ 13 พบวาเม่ือพิจารณาขนาดอนุภาคนาโน หลัง 
incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดทําใหอนุภาคมีขนาดใหญขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับอนุภาคนาโนที่ไมมียาบรรจุ
อยู (D:P ratio = 0:10) และเม่ือเพ่ิม D:P ratio ยังพบวาอนุภาคนาโนมีขนาดใหญขึ้นและสัมพันธกับ 
%DL ที่เพ่ิมขึ้น (รูปที่ 18)  บงชี้วาระบบนั้น ๆ สามารถบรรจุยาไดเพ่ิมขึ้นเม่ือเพ่ิม D:P ratio  ยกเวนใน
บางกรณีที่อนุภาคนาโนมีขนาดเล็กลงซึ่งเม่ือพิจารณาควบคูกับ %DL ดังแสดงในรูปที่ 18 พบวาขนาด
ของอนุภาคนาโนที่เล็กลงนั้นสัมพันธกับ %DL ที่ลดลง  ซึ่งอาจเนื่องมาจากขีดจํากัดในการบรรจุยาของ
ระบบนั้นๆ  สําหรับบางกรณีที่อนุภาคนาโนหลัง incorporate ยา มีขนาดเล็กลงเม่ือเปรียบเทียบกับ
ขนาดอนุภาคนาโนที่ไมมียาบรรจุอยู ขนาดอนุภาคที่เล็กลงอาจเกิดจากแกนกลางของอนุภาคมีการ
จัดเรียงตัวที่เปนระเบียบมากขึ้นและอัดแนนมากขึ้นเม่ือมีโมเลกุลของยาแทรกอยูในแกนกลางของ
อนุภาค  ทําใหอนุภาคมีขนาดเล็กลง (50, 51) 
 เม่ือพิจารณาคาประจุบนพื้นผิวของอนุภาคนาโนหลัง incorporate ยา พบวา กรณียา ibuprofen 
เม่ือ incorporate ยา จะทําใหประจุบนพ้ืนผิวของอนุภาคมีคาศักยไฟฟาลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับคา
ประจุบนพ้ืนผิวของอนุภาคนาโนที่ไมมียาบรรจุอยู แตไมสามารถหาความสัมพันธระหวางคาประจุบน
พ้ืนผิวของอนุภาคนาโนที่ลดลงกับ D:P ratio และ %โมลของ nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอร
ได  สําหรับกรณีของยา indomethacin ไมสามารถหาความสัมพันธระหวางคาประจุบนพื้นผิว กับทั้ง 
D:P ratio หรือ %โมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรได  แตจากการ incorporate ยาทั้ง 2 
ชนิด พบวาคาประจุบนพ้ืนผิวมีคาแตกตางไปจากคาที่ไดจากอนุภาคนาโนชนิดที่ไมมียาบรรจุอยู  จึง
สรุปไดวา อาจมีโมเลกุลของยาแทรกอยูหรือถูกดูดซับอยูที่พ้ืนผิวของอนุภาคนาโน 
 เม่ือพิจารณาความสามารถในการบรรจุยาของอนุภาคนาโนโดยพิจารณาจาก %EE (ตารางที่ 
12 และ 3) และ %DL (รูปที่ 18)  พบวา %EE ของอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid มีคา
มากกวา %EE ของอนุภาคนาโนที่เตรียมจาก P(εCL)-co-PEG ที่ไมมีโมเลกุล nicotinic acid ติดอยู  
ซึ่งผลดังกลาวเม่ือ incorporate ยาทั้งสองชนิดมีความสอดคลองกัน  อยางไรก็ตาม %EE จากการ 
incorporate ยาทั้งสองชนิดนั้นไมสอดคลองกับการเพิ่ม D:P ratio เน่ืองมาจากปริมาณยาที่ถูกบรรจุอยู
ในอนุภาคนาโนที่เพ่ิมขึ้นไมสัมพันธกันเปนเสนตรงกับคา D:P ratio ที่เพ่ิมขึ้น  และเม่ือพิจารณา %DL 
พบวาคา %DL ของอนุภาคนาโนที่มีโมเลกุล nicotinic acid ติดอยูมีคามากกวาคา %DL ของอนุภาคนา
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โนที่ไมมีโมเลกุลของ nicotinic acid ติดอยู ยกเวนกรณีของยา indomethacin ที่ D:P ratio เทากับ 2:10  
อยางไรก็ตามเมื่อเพ่ิม %โมลของ nicotinic acid ไมไดสงผลใหคา %DL เพ่ิมขึ้น  จากผลการทดลองเปน
ที่สังเกตวา %EE และ %DL ของอนุภาคนาโนเมื่อทําการ incorporate ยา indomethacin แลว มีคา 
%EE และ %DL มากกวาระบบที่ทําการ incorporate ยา ibuprofen เม่ือเปรียบเทียบที่ D:P ratio และ 
%โมลของ nicotinic acid ที่เทากัน  ผลดังกลาวเกิดจากคาขีดการละลายของยา ibuprofen ในน้ําที่มีคา
สูงกวาเม่ือเปรียบเทียบกับยา indomethacin (ibuprofen = 0.23 mg/mL (52) และ indomethacin = 
0.016 mg/mL(53)) ทําใหในระหวางกระบวนการ incorporation ตัวยาในอนุภาคนาโน ยาที่มีคาขีดการ
ละลายในน้ําที่สูงกวา เกิดการแบงภาคจากอนุภาคนาโนเขาสูวัฏภาคน้ํา  ทําใหบรรจุยาไดลดลง 
 การศึกษารูปรางของอนุภาคนาโนที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid หลัง incorporate ยา 
ibuprofen และ indomethacin ดวยกลองจุลทรรศอิเล็กตรอยแบบสองกราดไดผลตามที่แสดงใหเห็นใน 
รูปที่ 19  พบวา อนุภาคนาโนที่เตรียมไดหลัง incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดมีรูปรางเปนทรงกลมและมีการ
เกาะกลุมกันของอนุภาคนาโนบางซึ่งอาจเกิดจากการเกาะกลุมกันในระหวางการเตรียมตัวอยางได  
 
ตารางท่ี 12  ขนาดอนุภาคเฉลี่ย (z-ave), คาการกระจายขนาดอนุภาค (PI), คาประจุบนพื้นผิว (ZP) 
และ %entrapment efficiency (%EE) ของอนุภาคนาโนหลัง incorporate ยา ibuprofen  
 

Formulation D:P ratioa z-ave PI ZP %EE 

  (nm)  (mV)  

P(εCL)-co-PEG 
 0:10 123±26 0.473±0.101 -3.7±3.1 - 
 2:10 96±15 0.396±0.121 -5.1±3.8 67.4±11.4 
 3:10 92±10 0.366±0.075 -3.6±1.5 69.9±14.8* 
P((10Nicotinic acid-g-εCL)-ran-90εCL)-co-PEG 
 0:10 77±10 0.192±0.032 -9.6±1.3 - 
 2:10 130±13 0.319±0.111 -3.3±2.7 73.2±2.1 
 3:10 110±1 0.250±0.133 -2.5±1.2 79.7±2.2* 
P((20Nicotinic acid-g-εCL)-ran-80εCL)-co-PEG 
 0:10 82±8 0.104±0.024 -5.9±1.4 - 
 2:10 98±3 0.104±0.031 -5.1±2.8 83.7±2.1 
 3:10 112±1 0.077±0.011 -1.6±1.4 78.2±1.2* 
P((30Nicotinic acid-g-εCL)-ran-70εCL)-co-PEG 
 0:10 120±25 0.099±0.023 -17.3±2.0 - 
 2:10 120±1 0.086±0.018 -8.2±2.2 78.2±2.2 
 3:10 148±1 0.079±0.024 -9.5±1.6 81.2±1.7* 

a D:P ratio คืออัตราสวนระหวางยากับโพลีเมอรที่ใชในขั้นตอนแรกของการเตรียมอนุภาคนาโน 
* แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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ตารางท่ี 13  ขนาดอนุภาคเฉลี่ย (z-ave), คาการกระจายขนาดอนุภาค (PI), คาประจุบนพื้นผิว (ZP) 
และ %entrapment efficiency (%EE) ของอนุภาคนาโนหลัง incorporate ยา indomethacin  
 

Formulation D:P ratioa z-ave PI ZP %EE 

  (nm)  (mV)  

P(εCL)-co-PEG 
 0:10 123±26 0.473±0.101 -3.7±3.1 - 
 2:10 97±15 0.443±0.065 -5.1±2.8 97.4±14.7 

 3:10 89±12 0.395±0.016 
-

12.1±5.8 47.2±0.1* 
P((10Nicotinic acid-g-εCL)-ran-90εCL)-co-PEG 
 0:10 77±10 0.192±0.032 -9.6±1.3 - 
 2:10 101±30 0.264±0.077 -5.6±4.0 87.6±11.6 

 3:10 89±1 0.212±0.027 
-

11.1±4.0 100.1±0.2* 
P((20Nicotinic acid-g-εCL)-ran-80εCL)-co-PEG 
 0:10 82±8 0.104±0.024 -5.9±1.4 - 
 2:10 100±0 0.123±0.010 -6.1±3.6 85.9±10.0 

 3:10 108±1 0.112±0.005 
-

15.3±1.1 82.5±0.6 
P((30Nicotinic acid-g-εCL)-ran-70εCL)-co-PEG 

 0:10 120±25 0.099±0.023 
-

17.3±2.0 - 

 2:10 133±2 0.088±0.025 
-

21.9±3.0 93.1±0.2 

 3:10 141±1 0.116±0.015 
-

16.2±2.8 88.5±0.7* 
a D:P ratio คืออัตราสวนระหวางยากับโพลีเมอรที่ใชในขั้นตอนแรกของการเตรียมอนุภาคนาโน 
* แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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รูปที่ 18  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง %Drug loading ของอนุภาคนาโนหลัง incorporate ยา 
ibuprofen (a) และ indomethacin (b) กับ %โมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร 0% 
grafting แสดงถึงอนุภาคนาโนที่เตรียมจาก P(εCL)-co-PEG  
(* แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวาง D:P ratio ที่แตกตางกันแตที่ %โมลของ nicotinic 
acid เทากัน (p-value of paired t-test < 0.05), ** แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวาง%โม
ลของ nicotinic acid ที่แตกตางกันแตที่ D:P ratio เทากัน (p-value of ANOVA test < 0.05), *** แตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับคาที่ไดจากอนุภาคนาโนที่เตรียมจาก P(εCL)-co-PEG (p-value of ANOVA 
test < 0.05)) 

 
 
 
 

 
 
รูปที่ 19 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแบบสองกราดของอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 10% 
โมลหลัง incorporate ยา ibuprofen (A) และ indomethacin (B) 
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(8)  การศึกษาผลของจํานวนโมลของ nicotinic acid ตอการปลดปลอย Ibuprofen และ 
Indomethacin  
 จากการศึกษาผลของจํานวนโมลของ nicotinic acid ตอการ incorporate ยาในอนุภาคนาโน 
พบวาเม่ือจํานวนโมลของ nicotinic acid แตกตางกันมีผลใหเกิดความแตกตางทางคุณสมบัติเคมี
กายภาพของอนุภาคนาโน ไดแก ขนาดอนุภาคและคาประจุบนพื้นผิวของอนุภาคนาโน ปริมาณยาที่ถูก 
incorporate อยูในอนุภาคนาโนหรือ %drug loading ดังนั้นในการศึกษาผลของจํานวนโมลของ nicotinic 
acid ตอการปลดปลอยยาจึงเลือกอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุลของ nicotinic acid จํานวน 10 และ 20%
โมล และ incorporate ยา ibuprofen หรือ indomethacin ในอัตราสวนระหวางยาตอโพลีเมอร คือ 2:10 
เพ่ือใชในการศึกษาและเปรียบเทียบกับอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบคือ P(εCL)-co-PEG  

จากการทดลองเมื่อนําคาที่คํานวณไดมาสรางกราฟ release profile ไดดังรูปที่ 20 และ 21 
 
 
 

 
 

รูปที่ 20  Release profile ของยา ibuprofen จากอนุภาคนาโนในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 
ภายใน 24 ชั่วโมง รูปภาพเล็กแสดง release profile ของยา ibuprofen ในชวง 5 ชั่วโมงแรกของการ
ทดลอง 
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รูปที่ 21  Release profile ของยา indomethacin จากอนุภาคนาโนในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 
7.4 ภายใน 24 ชั่วโมง รูปภาพเล็กแสดง release profile ของยา indomethacin ในชวง 5 ชั่วโมงแรก
ของการทดลอง 
 

เม่ือทําการสรางกราฟระหวาง %cumulative amount of drug release กับ time1/2 พบวาได
ความสัมพันธเปนเสนตรง ดังแสดงในรูปที่ 22 และ 23 และมีคา r2 ตั้งแต 0.941 ขึ้นไป (ตารางที่ 14 
และ 15) 
 

 
 
รูปที่ 22  Higuchi model fitting กราฟ release profile ของยา ibuprofen จากอนุภาคนาโนในชวง 4 
ชั่วโมงแรกของการทดลอง 
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รูปที่ 23  Higuchi model fitting กราฟ release profile ของยา indomethacin จากอนุภาคนาโนในชวง 
4 ชั่วโมงแรกของการทดลอง 
 
 จากกราฟความสัมพันธเปนเสนตรงระหวาง %cumulative amount of drug release กับ time1/2 
สามารถคํานวณหาคา r2 ความชันและสมการเสนตรงไดดังแสดงในตารางที่ 14 และ 15 
 
ตารางที่ 14  คา r2 ความชันและสมการเสนตรงจากความสัมพันธเปนเสนตรงระหวาง %cumulative 
amount of drug release กับ time1/2 ของยา ibuprofen 

Ibuprofen 
โพลีเมอร 

r2 ความชัน สมการเสนตรง 

P(εCL)-co-PEG 0.953 44.910 y = 44.910x-12.383 

P((10Nicotinic acid-g-εCL)-ran-90εCL)-co-PEG 0.941 21.142 y = 21.142x-4.827 

P((20Nicotinic acid-g-εCL)-ran-80εCL)-co-PEG 0.962 28.058 y = 28.058x-7.464 

 
ตารางที่ 15 คา r2 ความชันและสมการเสนตรงจากความสัมพันธเปนเสนตรงระหวาง %cumulative 
amount of drug release กับ time1/2 ของยา indomethacin 

Indomethacin 
โพลีเมอร 

r2 ความชัน สมการเสนตรง 

P(εCL)-co-PEG 0.966 45.397 y = 45.397x-12.746 

P((10Nicotinic acid-g-εCL)-ran-90εCL)-co-PEG 0.993 42.501 y = 42.501x-16.676 

P((20Nicotinic acid-g-εCL)-ran-80εCL)-co-PEG 0.992 50.921 y = 50.921x-17.788 
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จากผลการทดลองสรุปไดวาการปลดปลอยยาตนแบบทั้ง ibuprofen และ indomethacin จาก
อนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid และโพลีเมอรตนแบบเปนไปตาม 
Higuchi model (48)  แสดงใหเห็นวากลไกการปลดปลอยยาเปนแบบ Fickian diffusion นอกจากนี้
สามารถหาอัตราการปลดปลอยยาไดจากคาความชันของสมการเสนตรงดังกลาวเพื่อใชในการ
เปรียบเทียบได 
 
การเปรียบเทียบการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบ (P(εCL)-co-
PEG) 

พบวาปริมาณยา ibuprofen และ indomethacin ประมาณ 80% ปลดปลอยจากอนุภาคนาโน
ภายใน 24 ชั่วโมง (รูปที่ 20 และ 21) ปริมาณและอัตราการปลดปลอยยา indomethacin ไมมีความ
แตกตางจากการปลดปลอยยา ibuprofen (ตารางที่ 14 และ 15)  ซึ่งไมสอดคลองกับทฤษฎีที่วายาที่มีคา
ขีดการละลายน้ํานอยกวามีปริมาณและอัตราการปลดปลอยยาที่นอยกวายาที่มีคาขีดการละลายน้ําสู
มากกวา (ยา indomethacin มีคาขีดการละลายน้ํานอยกวายา ibuprofen) (49, 50) 

ปจจัยอ่ืนๆ ที่มีผลตออัตราและปริมาณการปลดปลอยยาไดแก พ้ืนที่ผิวของอนุภาคนาโน ความ
เขมขนเริ่มตนของยาในระบบ เปนตน จากผลการศึกษาปริมาณยาที่ถูก incorporate ในอนุภาคนาโน 
(ตารางที่ 16) พบวา ขนาดของอนุภาคนาโนเมื่อ incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญซ่ึงบงบอกวาพื้นที่ผิวของอนุภาคนาโนที่ incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดไมแตกตางกัน แต %drug 
loading ของยา indomethacin มากกวา %drug loading ของยา ibuprofen จึงมีผลเพิ่มการปลดปลอย
ยา indomethacin จากอนุภาคนาโน  
 
 
ตารางที่ 16  คุณสมบัติของอนุภาคนาโนหลัง incorporate ยา ibuprofen และ indomethacin 
 

Ibuprofen Indomethacin โพลีเมอร 

z-ave 
(nm) 

%Drug 
loading 

z-ave 
(nm) 

%Drug 
loading 

P(εCL)-co-PEG 96±15 10.8±1.9 97±15 16.4±1.4 
P((10Nicotinic acid-g-εCL)-ran-90εCL)-co-PEG 130±13 12.1±0.6 101±30 14.5±1.9 
P((20Nicotinic acid-g-εCL)-ran-80εCL)-co-PEG 98±3 13.9±0.3 100±0 14.9±1.2 
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การเปรียบเทียบผลของจํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรตอการ
ปลดปลอยยาแตละชนิด 

กรณียา ibuprofen 
การปลดปลอยยา ibuprofen จากอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20%โมล มีคา

ปริมาณ (รูปที่ 20) และอัตรา (ตารางที่ 14) การปลดปลอยยาสูงกวาเม่ือเปรียบเทียบกับการปลดปลอย
ยาจากอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid เพียง 10% โมล เน่ืองจาก 

1. ขนาดอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล มีขนาดเล็กกวาอนุภาคนาโนที่ติด
โมเลกุล nicotinic acid เพียง 10% โมล (ตารางที่ 16) ทําใหมีพ้ืนที่ผิวในการปลดปลอยยาสูงกวา (51) 

2. %Drug loading ของยา ibuprofen ในอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล มี
คาสูงกวา %drug loading ในอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid เพียง 10% โมล (ตารางที่ 16) 
ทําใหเพ่ิมการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโน (52) 

3. ความเปนผลึกของโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล นอยกวาความเปนผลึก
ของโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid เพียง 10% โมล โดยดูจากคา enthalpy of melting ดังแสดง
ในตารางที่ 17 คา enthalpy of melting ของโพลีเมอร ที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมลมีคานอย
กวาคาของโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid เพียง 10% โมล ทําใหยาสามารถ diffuse ออกจาก 
polymer matrix ไดดีกวา จึงเพ่ิมการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโน (53) 
 
ตารางที่ 17  คา enthalpy of melting ของโพลีเมอร 
 

โพลีเมอร Enthalpy of melting 

(ΔHm, J/g) 

P(εCL)-co-PEG 47.7 

P((10Nicotinic acid-g-εCL)-ran-90εCL)-co-PEG 45.8 

P((20Nicotinic acid-g-εCL)-ran-80εCL)-co-PEG 17.6 

 
 
 กรณียา indomethacin 
 ปริมาณ (รูปที่ 21) และอัตรา (ตารางที่ 15) การปลดปลอยยา indomethacin จากอนุภาคนาโน
ที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล มีคามากกวาปริมาณและอัตราการปลดปลอยาจากอนุภาคนาโนที่
ติดโมเลกุล nicotinic acid เพียง 10% โมล เน่ืองจากความเปนผลึกของสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล 
nicotinic acid 20% โมล นอยกวาความเปนผลึกของสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid เพียง 
10% โมล โดยดูจากคา enthalpy of melting ในตารางที่ 17 มีผลเพิ่มการ diffuse ของยาออกจาก 
polymer matrix จึงเพ่ิมการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโน  
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การเปรียบเทียบ release profile ของยา ibuprofen และ indomethacin  
 ในการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบนี้ จะทําการเปรียบเทียบ release profile ของยาทั้ง 2 ชนิด จาก
อนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล เน่ืองจากอนุภาคนาโนที่เตรียมไดหลัง incorporate 
ยาทั้ง 2 ชนิดมีคุณสมบัติทางเคมีกายภาพที่ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ไดแก ขนาดอนุภาคนาโน
หลัง incorporate ยา %drug loading และความเปนผลึกของโพลีเมอร จากการเปรียบเทียบพบวา
ปริมาณ (รูปที่ 20) และอัตรา (ตารางที่ 14) การปลดปลอยยา ibuprofen จากอนุภาคนาโนนอยกวาและ
ชากวาปริมาณ (รูปที่ 21) และอัตรา (ตารางที่ 15) การปลดปลอยยา indomethacin จากอนุภาคนาโน
ชนิดเดียวกันถึงแมวา ibuprofen มีคาขีดการละลายน้ํามากกวา indomethacin (49, 50)  จึงคาดวานาจะ
เกิด interaction ระหวางยากับสายโซโพลีเมอรที่ใชในการเตรียมอนุภาคนาโน ดังน้ันจึงทําการศึกษา
เพ่ิมเติมโดยวิธี Fourier-transformed infrared spectrophotometry (FT-IR)  
 
(9)  การศึกษาการเกิด interaction ระหวางยา ibuprofen กับสายโซโพลีเมอรโดยวิธี FT-IR 
 จากการศึกษาไดผลดังแสดงในรูปที่ 24 จาก spectrum ของยา ibuprofen (รูปที่ 24a) พบพีคที่
ตําแหนง 3495 cm-1 แสดงถึงการ stretching ของหมู O-H และพีคที่ตําแหนง 1733 cm-1แสดงถึงการ 
stretching ของหมู C=O ในโมเลกุลยา ibuprofen สวนกรณีของสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic 
acid 30% โมล (รูปที่ 24b) พบพีคที่ตําแหนง 3499 และ 3569 cm-1 แสดงถึงการ stretching ของหมู O-
H ที่ปลายสายโซ ตําแหนง 1733 cm-1 แสดงถึงการ stretching ของหมู C=O และตําแหนง 1651 cm-1 
แสดงถึงการ stretching ของหมู C=N บนสายโซโพลีเมอร แตในกรณีของสารผสมระหวางยา ibuprofen 
กับสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 30% โมล (รูปที่ 24c) พบตําแหนงของพีคที่แสดงถึงการ 
stretching ของหมู O-H ในโมเลกุลของยาและโพลีเมอรที่ 3445 cm-1ซึ่งเปนตําแหนงที่เปลี่ยนไปจาก
เดิมเม่ือเปรียบเทียบกับพีคของยาและโพลีเมอรเด่ียวๆ นอกจากนี้ยังไมพบพีคที่ตําแหนง 1651 cm-1 ที่
แสดงถึงการ stretching ของหมู C=N บนสายโซโพลีเมอร และพบพีคใหมที่ตําแหนง 1736 cm-1 จาก
ผลการทดลองสรุปไดวา การเปลี่ยนแปลงรูปแบบและความถี่ของพีคที่พบใน FT-IR spectrum บงบอก
ถึงการเกิด hydrogen bonding ระหวางหมู O-H ของยา ibuprofen กับหมูใดหมูหน่ึงตอไปน้ีในสวนของ
โมเลกุล nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรไดแก หมู pyridinyl หมู triazolyl หรือหมู carbonyl  
 ในกรณีของยา indomethacin กับสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมพบการ
เปลี่ยนแปลงดังกลาวใน FT-IR spectrum  
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รูปที่ 24  FT-IR spectra ของยา ibuprofen (a) สายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 30% โมล 
(b) และสารผสมระหวางยา ibuprofen กับสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 30% โมล (c) 
 
การเปรียบเทียบการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล 
nicotinic acid 20% โมล กับอนุภาคนาโนที่เตรียมไดจากโพลีเมอรตนแบบ 
 ในการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบน้ี ทําการเปรียบเทียบการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนระหวาง
อนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมลกับโพลีเมอรตนแบบเนื่องจาก 
ขนาดอนุภาคนาโนและ %drug loading ที่ไดหลัง incorporate ยาไมแตกตางกัน และจากการ
เปรียบเทียบพบวา  
 กรณียา ibuprofen 
 อัตรา (ตารางที่ 14) และปริมาณ (รูปที่ 20) การปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล 
nicotinic acid 20% โมล ต่ํากวาอัตราและปริมาณการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลี
เมอรตนแบบอยางมาก เน่ืองจากยา ibuprofen เกิด interaction กับสายโซโพลีเมอรในสวนของ 
nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร ถึงแมวาสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล
จะมีความเปนผลึกนอยกวาสายโซโพลีเมอรตนแบบ จากผลการทดลองจึงสรุปไดวาการเกิด interaction 
ระหวางโมเลกุลยากับสายโซโพลีเมอรมีผลตอการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนมากกวาผลจากความ
ความเปนผลึกที่แตกตางกันของสายโซโพลีเมอร 
 กรณียา indomethacin 
 พบวาอัตราการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล (ตารางที่ 
15) มากกวาอัตราการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบเนื่องจากความเปน
ผลึกของสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมลนอยกวาความเปนผลึกของสายโซโพลี
เมอรตนแบบ และไมเกิด interaction ระหวางโมเลกุลยากับหมูใดๆ ของสายโซโพลีเมอร
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สรุปผลการทดลอง 
 
 การปรับปรุงสายโพลีเมอรที่สลายตัวทางชีวภาพเพื่อใชในการนําสงยาเปนที่นาสนใจอยางมาก
ในทางเภสัชกรรม   การศึกษานี้มีวัตถุประสงคที่จะปรับปรุงสายโซโพลีเมอรโพลีเอสเทอรชนิด 
polycaprolactone ซึ่งเปนโพลีเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ  ดวยการเติมกลุม polyethylene glycol 
(PEG 4000) ลงในสายโซเพ่ือใหมีความเปน hydrophilic เพ่ิมขึ้น  และ graft ตัวยา nicotinic acid ซึ่ง
เปนสารมวลโมเลกุลเล็กลงบนสายโพลีเมอรนี้ดวยสภาวะที่ไมรุนแรง  ดวยปฏิกิริยา 1,3-dipolar 
cycloaddition ที่รูจักกันในชื่อ click reaction  โดยการ copolymerization ของ α-chloro-ε-
caprolactone (αClεCL) และ ε-caprolactone (εCL) ดวยวิธี ring opening polymerization โดยใช 
PEG 4000 และ Tin (II) Octanoate (SnOct2) เปน catalysts  จากนั้นปรับเปลี่ยน กลุมคลอไรดบนสาย
โซ ใหเปน azide ซึ่งจะเปนตําแหนงที่เชื่อมติดกับ but-3-ynyl nicotinate ดวย click reaction  จาก
การศึกษาโครงสรางและการตรวจสอบสมบัติของโพลีเมอรที่ไดดวย 1H-NMR Spectroscopy, FT-IR  
Spectroscopy และ Gel Permeation Chromatography  พบวาสามารถ graft ตัวยา nicotinic acid ที่
สัดสวนตางๆ (10%, 20% และ 30%) ลงบนสายโซของ poly-ε-caprolactone (εCL) ไดสําเร็จดวยการ
ใชสภาวะไมรุนแรงและใชระยะเวลาที่สั้น  จึงไมทําใหเกิดการเสื่อมสลายของโพลีเมอร  ผลของการศึกษา 
thermal property พบวาจํานวนโมลและชนิดของหมูหรือโมเลกุลที่ติดบนสายโซโพลีเมอรนั้นมีผลตอคา 
Tg และ Tm ของโพลีเมอร  โดยผลการทดลองระบุวาการติดหมูหรือโมเลกุลบนสายโซและการเพิ่ม
จํานวนโมลของหมูที่ติดมีผลเปลี่ยนรูปผลึกของโพลีเมอรจาก semi-crystalline เปน amorphous มากขึ้น  
ดังนั้นปริมาณ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรสงผลตอสมบัติเฉพาะทางกายภาพและเคมีของโพ
ลีเมอร 
 การศึกษาความเปนพิษของโพลีเมอรที่สังเคราะหไดตอเซลลปกติ  ผลการศึกษาพบวาโพลีเมอร
ที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมมีความเปนพิษตอเซลล HUVECs เชนเดียวกับโพลีเมอรตนแบบ 
(P(εCL)-co-PEG) ที่ความเขมขน 500 μg/mL  เม่ือนําโพลีเมอรที่ติด nicotinic acid ที่สังเคราะหได ไป
เตรียมเปนอนุภาคนาโนดวยวิธี nanoprecipitation  และศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโน
ที่ได  พบวาอนุภาคนาโนที่ไมมีการบรรจุยามีรูปรางทรงกลม  และจํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติด
บนสายโซโพลีเมอรสงผลตอคุณสมบัติของอนุภาคนาโน  โดยที่จํานวนโมลของ nicotinic acid ที่เพ่ิมขึ้น
มีผลทําใหขนาดอนุภาคนาโนเพิ่มขึ้นเนื่องจากความเปน hydrophobic ที่เพ่ิมขึ้นและ steric hindrance 
ของหมูที่ยื่นออกจากแกนของโพลีเมอรที่เพ่ิมมากขึ้น  เม่ือทดสอบความเปนพิษตอเซลลในรูปของ
อนุภาคนาโนพบวาอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมมีความเปนพิษตอเซลลที่ความเขมขน 
0.20 mg/mL  ดังน้ัน การติดโมเลกุล nicotinic acid มีผลเพิ่มความเปนพิษตอเซลล  และเมื่อเพ่ิม %โม
ลของ nicotinic acid มีผลเพ่ิมความเปนพิษตอเซลล   
 การศึกษาผลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรตอกักเก็บยาตนแบบ 2 ชนิดคือ 
ibuprofen และ indomethacin พบวาหลัง incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดมีผลทําใหอนุภาคนาโนมีขนาดใหญ
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ขึ้น  และการบรรจุยาของอนุภาคนาโนที่มีโมเลกุล nicotinic acid ติดอยูมีประสิทธิภาพมากกวาอนุภาค
นาโนที่ไมมีการติดโมเลกุล nicotinic acid ที่เตรียมจากโพลีเมอร P(εCL)-co-PEG  แตเม่ือเพ่ิม %โม
ลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร ประสิทธิภาพในการบรรจุยาของอนุภาคนาโนไมได
เพ่ิมขึ้นอยางชัดเจน  นอกจากนี้ยังพบวาประสิทธิภาพในการบรรจุยาของอนุภาคนาโนยังขึ้นอยูกับคาขีด
การละลายของตัวยาเองดวย  ซึ่งจะมีผลตอการแบงภาคระหวางอนุภาคนาโนกับวัฏภาคน้ําในขั้นตอน
การ incorporate ตัวยา  การศึกษาการปลดปลอยตัวยา ibuprofen และ indomethacin จากอนุภาคนา
โนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid และโพลีเมอรตนแบบ  พบวามีการปลดปลอย
เปนไปตาม Higuchi model แสดงใหเห็นวากลไกการปลดปลอยยาเปนแบบ Fickian diffusion  การ
ปลดปลอยยา ibuprofen จากอนุภาคนาโนนอยกวาและชากวา indomethacin ถึงแมวา ibuprofen มีคา
ขีดการละลายน้ํามากกวา indomethacin  เน่ืองจากเกิด interaction ระหวาง ibuprofen กับสายโซโพลี
เมอรที่ใชในการเตรียมอนุภาคนาโน  สรุปไดวา การติดโมเลกุล nicotinic acid บนสายโซโพลีเมอรมีผล
ตอทั้งปริมาณและอัตราการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโน เน่ืองจากการติดโมเลกุล nicotinic acid 
สงผลตอคุณสมบัติเคมีกายภาพของอนุภาคนาโน ไดแก ขนาดอนุภาคนาโน %drug loading  ความเปน
ผลึกของสายโซโพลีเมอร  และการเกิด interaction ระหวางโมเลกุลยากับสายโซโพลีเมอร  
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’ INTRODUCTION

Over the past decades, the fabrication of copolymers of
poly(ε-caprolactone) (PCL) and poly(ethylene glycol) (PEG)
has been extensively developed to adapt their physicochemical
and mechanical properties to much wider applications in phar-
maceutical and medical fields.1-12 PCL is a semicrystalline,
hydrophobic, and biodegradable polymer, while PEG exhibits
hydrophilic, crystalline, nontoxic, and biocompatible polymer
properties.13 The copolymer of these two materials can over-
come the limitation of PCL after administration into the body by
the stealth properties of the hydrophilic segment of PEG.14

Therefore, this copolymer contributes to improvement of both
properties and applications. To develop biomaterials for their use
for novel drug delivery systems, one of the methods involves
modification of the polymers by the attachment of attractive
functional groups. Several reports have established the attach-
ment of various functional groups such as hydroxyl, amino, and
carboxylic acid groups onto the main polymer chain by different

methods.15 However, the aforementioned processes frequently
exhibit several drawbacks such as incomplete conversion,16

multiple synthesis steps,17,18 and intra- and intermolecular
transesterifications during the process of attachment.19 Recently,
the straightforward reaction for the grafting of functional groups
along PCL has been successfully performed through “click
chemistry” using versatile, easy, and mild conditions.20-22 Riva
et al.23 reported successful grafting of benzoate, triethyl ammo-
nium bromide, and poly(ethylene oxide) on PCL backbone by
this reaction. In addition, Lee et al.24,25 demonstrated the grafting
of hexyne and proline to the methoxyPEG-co-PCL backbone
and, recently, grafting of hexyne, decyne, and benzoate to the
PEG-co-(PCL)2 backbone. However, to the best of our knowl-
edge, the grafting of pharmacologically active molecules along
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ABSTRACT: In this study, the grafting of nicotinic acid and p-
aminobenzoic acid (PABA) onto poly(ε-caprolactone)-poly-
(ethylene glycol)-poly(ε-caprolactone) was performed by
Huisgen’s 1,3-dipolar cycloaddition, also known as click chem-
istry. Concentrations used for grafting were 0.10, 0.20, and 0.30
molar ratios with respect to caproyl units. The grafted copoly-
mers were successfully obtained at all ratios as confirmed by
NMR, GPC, and FT-IR. According to the DSC results, the
polymorphisms of these grafted copolymers were mostly chan-
ged from semicrystalline to amorphous depending on the type
and the amount of grafting compounds. TGA thermograms showed different thermal stabilities of the grafted copolymers compared
to the original copolymers. Cytotoxicity results from HUVEC models suggested that the toxicity of grafted nanoparticles increased
with the molar ratios of grafting units. Due to differences in molecular structure between nicotinic acid and PABA, physicochemical
properties (particle size and surface charge) of grafted copolymer nanoparticles were substantially different. With increasing molar
ratio of the grafting units, the particle size of blank nanoparticles tended to increase, resulting from an increase in the hydrophobic
fragments of the grafted copolymer. Ibuprofen was chosen as a model drug to evaluate the interaction between grafted copolymers
and loaded drug. After ibuprofen loading, the particle size of the loaded nanoparticles of both grafted copolymers increased
compared to that of the blank nanoparticles. Significant differences in loading capacity between nicotinic acid and PABA grafted
copolymer nanoparticles were clearly shown. This is most likely a result of different compatibility between each grafting compound
and ibuprofen, including hydrogen bond interaction, π-π stacking interaction, and steric hindrance.
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the PCL-PEG-PCL backbone with various amounts of grafting
units has not been established.

Most drugs on the market are sparingly water soluble princi-
pally due to the presence of heterocyclic and aromatic rings in
their structures. Nicotinic acid and p-aminobenzoic acid (PABA)
are two examples of sparingly water soluble drugs which have
been investigated for their pharmacological actions and safety in
biological systems.26-31 As per consideration of the structure of
these two compounds, the para-amino group on the aromatic
benzene ring of PABA contributes to the acidic, protic, and
hydrogen bonding donor properties.32,33 The nitrogen atom in
the pyridine ring of nicotinic acid, on the other hand, will serve as
base and hydrogen bond acceptor. Previously, it was found that
the different structures and properties of these two drugs affected
the ease of the grafting reaction onto the PCL backbone and the
properties of grafted copolymer.34 From this finding, it is
expected that similar effects would occur in the case of the
amphiphilic PCL-PEG-PCL copolymer. Furthermore, the graft-
ing compounds (herein referred to nicotinic acid and PABA) on
the polymer may potentially influence nanoparticle formation
and their properties, especially drug loading capacity and entrap-
ment efficiency. In addition, it is of interest to investigate the
contribution of interaction between the grafted copolymer and
encapsulated drugs on drug loading capacity and entrapment
efficiency.

Ibuprofen (IBU) is a common nonsteroidal anti-inflammatory
drug that is being used worldwide. Its molecular structure
consists of a phenyl ring, an alkyl group, and a carboxylic acid
group.With the availability of its phenyl ring, IBUmay formπ-π
bonds with other aromatic rings. In addition, a carboxylic
group may form hydrogen bonds with both hydrogen bond
donors and acceptors presented on the polymer backbone. Such
properties make this drug suitable as a model drug for our
investigation.

Therefore, this study aimed toward synthesizing the randomly
grafted PCL-PEG-PCL with nicotinic acid and PABA by Huis-
gen’s 1,3-dipolar cycloaddition reaction, also known as “click
chemistry”. The reaction was performed according to our pre-
viously published method.34 The effects of varied concentrations
of the grafting compounds on physicochemical and thermal
properties of the copolymer backbone were also investigated.
After synthesis, all grafted copolymers were used to prepare
nanoparticles. To ascertain its potential use in humans, all
nanoparticle preparations were tested for their cytotoxicity.
Subsequently, the effects of the grafting compounds on nano-
particle formation and properties including particle size, zeta
potential, and drug loading capacity were evaluated.

’EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials. ε-Caprolactone (CL; Aldrich, USA) was dried
over calcium hydride for 48 h followed by distillation prior to
use. p-Aminobenzoic acid (PABA) (Aldrich, USA) and nicotinic
acid (Ajax Finechem, Australia) were used without purification.
3-Butyn-1-ol, copper (I) iodide (CuI), 1,8-diazabicyclo[5.4.0]
undec-7-ene (DBU), stannous (II) octanoate (Sn(Oct)2), di-
methylsulfoxide (DMSO), L-glutamine, and fetal bovine serum
(FBS) were purchased from Sigma-Aldrich Chemicals, USA. N,
N-Dicyclohexylcarbodiimide (DCC), 4-dimethylaminopyridine
(DMAP), and MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-
2H-tetrazoliumbromide) were purchased from Fluka Chemie,
Germany. R-Chloro-ε-caprolactone (ClCL) was synthesized

according to the previous report.34 Poly(ethylene glycol) (Mw

4000 g/mol, PEG4000) from Fluka Chemie, Germany, was
purified by precipitation from chloroform solution with diethyl
ether. Sodium azide was purchased from Fisher Scientific UK
Limited, United Kindom. Dichloromethane (CH2Cl2), diethyl
ether, dimethylformamide (DMF), and tetrahydrofuran (THF)
were dried over molecular sieve 4 Å. Milli-Q water was used by
purification with a Synergy (Millipore, France). Iscove’s Mod-
ified Dulbecco Medium (IMDM) was obtained from Biochrom
AG, Germany. Penicillin/streptomycin (Hoechst, Germany),
sodium dodecyl sulfate (SDS) (MP Biochemicals, Germany),
trypsin (Difco, Germany) and other organic solvents were used
as received. Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs)
were isolated from human umbilical cord donated from Nord-
west Krankenhaus (Nordwest Hospital, Germany). Acetonitrile
and methanol were of HPLC grade from Merck, Germany.
Glacial acetic acid (100%) was purchased from VWR Interna-
tional S.A.S., France.
Synthesis of PCL-co-PEG4000-co-PCL Grafted with Nicoti-

nic Acid and PABA. Synthesis of Nicotinic Acid and PABA,
3-Butynyl Esters. Prior to the Huisgen’s 1,3-dipolar cycloaddition,
azide pendants on polymer and terminal alkyne derivatives of
model compounds are generally required for functionalization.
Thus, but-3-ynyl nicotinate and but-3-ynyl-4-aminobenzoate
were synthesized by esterification of acidic model compounds,
nicotinic acid and PABA, and 3-butyn-1-ol using DCC and
DMAP as catalysts as previously reported.34 Briefly, known
amounts of DCC and DMAPwere dissolved in CH2Cl2 followed
by the addition of an acidic compound. After stirring at room
temperature for 30 min, 3-butyn-1-ol was introduced, and the
reaction was conducted under argon atmosphere at room
temperature for 24 h. The precipitate was filtered out, and the
solvent was evaporated under reduced pressure. The crude
product was purified by column chromatography on silica gel
with the mobile of hexane (Hex), ethyle acetate (EtOAc), and
CH2Cl2 (1:2:2) for but-3-ynyl nicotinate and Hex and EtOAc
(1:1) for but-3-ynyl-4-aminobenzoate. The characteristics of the
synthesized derivatives were assigned to their structures and
agreed well with the previous report.34

But-3-ynyl nicotinate (1). 1H NMR (DMSO-d6): δ = 2.65
(m, 2H, CH2CtCH), 2.86 (t, J = 2.61 Hz, 1H, CtCH), 4.35
(t, J = 6.48 Hz, 2H, COCH2), 7.57 (m, 1H, pyridine), 8.28
(td, J = 7.96 Hz, 1H, pyridine), 8.80 (s, 1H, pyridine), 9.08
(s, 1H, pyridine).
But-3-ynyl-4-aminobenzoate (2). 1H NMR (CDCl3): δ =

2.04 (t, J = 2.5 Hz, 1H, CtCH), 2.65 (td, J = 6.8, 2.6 Hz, 2H,
CH2CtCH), 4.09 (s, 2H, NH2), 4.38 (t, J = 6.8 Hz, 2H,
COCH2), 6.6 (d, J = 8.5 Hz, 2H, benzene), 7.88 (d, J = 8.5
Hz, 2H, benzene).
Synthesis of P(ClCL-ran-CL)-co-PEG4000-co-P(ClCL-ran-CL)

(P(ClCLCL)-PEG-P(ClCLCL)). The required amounts of ClCL
and CL (Table 1) were added to the mixture of PEG4000 (0.8
g, 0.2 mmol) and Sn(Oct)2 (81 mg, 0.2 mmol) in a dried round-
bottom flask. The mixture was melted at room temperature
under vacuum for 15 min. The reaction was initiated in an oil
bath at 120 �C under argon atmosphere and conducted for 24 h.
The copolymer was collected and dried under vacuum after
precipitation of chloroform solution in cold Hex.
Synthesis of P(N3CL-ran-CL)-co-PEG4000-co-P(N3CL-ran-CL)

(P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL)). The substitution reaction of chlor-
ide pendant by sodium azide was performed as reported
elsewhere.23 Briefly, 5 mL of copolymer solution in dry DMF
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containing 2.0 g of copolymer (1 equiv of chloride pendant) was
stirred with sodium azide (1.02 equiv) overnight under argon
atmosphere at room temperature in the dried flask. The mixture
was dried under reduced pressure and redissolved in toluene to
precipitate the coincident salt. The remaining precipitate was
centrifuged at 4000 rpm for 15 min. The collected supernatant
was evaporated under reduced pressure to collect the purified
copolymer.
Typical Click Chemistry Reaction. Using the reaction of

copper-catalyzed Huisgen’s 1,3-dipolar cycloaddition, the 3-bu-
tynyl ester derivatives of nicotinic acid and PABA were grafted
onto the P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL) backbone at 0.10, 0.20,
and 0.30 molar ratios based on caprolactone repeating units. The
reaction was conducted according to our previous experiment.34

Briefly, azide tethered amphiphilic copolymer solution (1.2 g, 1
equiv of azide) in 10 mL of dry THF was transferred into dried
reaction flask followed by the ordered addition of butynyl ester
derivative of model compound (1.5 equiv), CuI (0.2 equiv), and
base (0.2 equiv). Under atmospheric argon, the reaction was
stirred in a thermostated bath under temperature controlled at
40 �C. After 4 h reaction, the solution was precipitated in cold
Hex and the collected copolymer was dried in a vacuum
desiccator for another 24 h.
Polymer Characterization. Typical Characterization Meth-

ods for Synthesis of Grafted Copolymers. 1H NMR spectra were
recorded in CDCl3 or DMSO-d6 at 300 or 500 MHz in the
FT mode with Bruker Avance 300 apparatus at 25 �C.
Infrared spectra were recorded with Jasco FT-IR-4100 spectros-
copy. Number- and weight-average molecular weights (Mn and
Mw, respectively) were measured by a Waters 150-CV
gel permeation chromatograph equipped with refractive index
detector. THF was used as the mobile phase at a flow rate of
1 mL/min. Two columns of PLgel 10 μm mixed B were
calibrated with polystyrene standards in the MW range 4490-
1 112 000 g/mol.
Thermal Property Analysis by Differential Scanning Calo-

rimetry (DSC) and Thermal Gravimetric Analysis (TGA). TGA
was carried out with a TGA 7 Perkin-Elmer thermogravimetric
analyzer at 10 �C/min. DSC was performed using a DSC 7
Perkin-Elmer differential scanning calorimeter calibrated with
indium. Glass transition and melting temperatures (Tg and Tm,
respectively) were measured according to running conditions:
the sample was quenched to -80 �C, heated to 100 �C (first
heating), cooled down to -80 �C, and heated again to 100 �C
(second heating). Thermograms were recorded during the
second heating cycle at 20 �C/min.
Formation of Nanoparticles. Fifty milligrams of grafted

copolymer were dissolved in 5mL of THF. The polymer solution
was added dropwise to 8 mL of Milli-Q water under magnetic
stirring (1000 rpm) at room temperature. The solvent was
removed under reduced pressure. The final volume was adjusted
by Milli-Q water to the initial volume. The nanoparticle suspen-
sion was filtered through a cellulose acetate membrane with a

pore size of 0.45 μm to eliminate any aggregates. One milliliter of
nanoparticle suspension was poured into 2 mL vials. After
lyophilization for 48 h, the weight of the lyophilized powder
was recorded. In the case of IBU-loaded nanoparticles, 10 mg of
drug was initially added with the copolymers in the THF
solution, and the nanoparticles were prepared as previously
described.
Characterization of Nanoparticles. Particle Size and Zeta

Potential Analysis. The average particle diameter and size dis-
tribution of particles were analyzed by photon correlation
spectroscopy (PCS) using a Zetasizer 3000 HSA (Malvern,
UK). The samples were measured after dilution with Milli-Q
water. The surface charge of the nanoparticles was determined by
zeta potential analysis with a Zetasizer 3000 HSA (Malvern, UK)
after dilution inMilli-Qwater. All measurements were performed
with a HeNe laser at the wavelength of 633 nm, a 90� angle, and a
temperature of 25 �C.
Cytotoxicity Testing of Nanoparticles. The cytotoxicity of

grafted amphiphilic nanoparticles was evaluated by the MTT
assay. HUVECs at passage 3-5 were cultured in IMDM solution
supplemented with 1% penicillin/streptomycin, 2% glutamine,
3% bicarbonate solution, 15% FBS, and 0.1% fibroblast growth
factor. A 50 μL of cells suspension at a density of 3 � 105 cells/
mL was seeded in a 96-well plate and incubated at 37 �C in an
atmosphere of 5% CO2 for 24 h. Afterward, 50 μL of culture
medium containing the nanoparticle dispersion was added to
yield the final concentration of nanoparticles in the range 0.01-
1.56 mg/mL, and the cells were then incubated for another 24 h.
Subsequently, the cells were incubated with MTT solution
(25 μL) for 24 h. After an SDS solution was added and incubated
for 6 h to dissolve the metabolized formazan crystal, the absor-
bance of solution was measured and recorded at 560 and 620 nm.
The difference in absorbance was calculated and expressed as %
cell viability. The cells incubated with only medium were used as
cell control and defined as 100% cell viability.
Drug Loading and Entrapment Efficiency Evaluation. The

nanoparticle suspension was centrifugally filtered at 16 000 rpm
for 10 min through Microcon Ultracel YM-30 tube (MW
cutoff 30 000 Da) (Millipore, USA). The amount of drug in
the filtrate was analyzed by HPLC. The lyophilized powder was
dissolved in the mobile phase and ultrasonicated for 30 min. The
precipitate was centrifuged at 16 000 rpm for 10 min. The
supernatant was collected for quantitative analysis by HPLC.
The amount of drug entrapped in nanoparticles was calculated
from the different amounts of drug found in the lyophilized
powder and that in the filtrate. Drug loading (% DL) and
entrapment efficiency (% EE) were calculated according to
eqs 1 and 2 as follows:

% Drug Loading ¼ Amount of drug in lyophilized nanoparticles
Amount of lyophilized nanoparticles

� 100

ð1Þ

Table 1. Fed Composition of Copolymerization of ClCL and CL

fed weight (g)

copolymers fed molar ratio of [ClCL] ClCL CL

0.10 P(ClCLCL)-PEG-P(ClCLCL) 0.10 0.29 2.05

0.20 P(ClCLCL)-PEG-P(ClCLCL) 0.20 0.59 1.82

0.30 P(ClCLCL)-PEG-P(ClCLCL) 0.30 0.89 1.60
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% Entrapment Efficiency

¼ Amount of drug in lyophilized nanoparticles
Initial amount of drug added

� 100

ð2Þ
HPLC Measurement for Quantitative Analysis of Drug

Loaded. IBU was quantitatively analyzed by HPLC (Shimadzu,
Japan) consisting of an autoinjector SIL-10A (Shimadzu), a
pump (Shimadzu LC-10AD), and a UV detector (Shimadzu
SPD-10AV). This drug was eluted through a reverse-phase
Hypersil ODS column, 5 μm particle size, 250 � 4.6 mm
(Thermo Scientific, USA) using the mixture of methanol: water:
acetonitrile: acetic acid (35:55:10:1) as a mobile phase at a
flow rate of 1.4 mL/min. The peak area was calculated at
wavelength of 264 nm using a calibration curve over the range
2.5-40 μg/mL.
Statistical Analysis. Results were recorded as mean ( SD of

at least three measurements. The one way ANOVA with the
Scheffe test applied post hoc for paired comparisons was
performed to compare multiple groups. All analyses were
performed using the SPSS program (SPSS 13.0 for Windows),
and differences were considered to be significant at a level of
p-value < 0.05.

’RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis of P(ClCL-ran-CL)-co-PEG4000-co-P(ClCL-ran-CL)
(P(ClCLCL)-PEG-P(ClCLCL)). In order to graft the desired com-
pounds on the PCL-PEG-PCL backbone, the chloride pending
PCL-PEG-PCL was initially fabricated at the various ratios and
further converted to the azide pending copolymer. P(ClCLCL)-

PEG-P(ClCLCL) at molar ratios of 0.10, 0.20, and 0.30 relative
to caproyl unit was successfully fabricated by ring-opening
polymerization using PEG4000 as an initiator and Sn(Oct)2 as a
catalyst (Scheme 1). The yield of all copolymers was higher than
80%. TheMn of the synthesized copolymers was calculated from
the NMR spectrum (Figure 1A) according to eqs 3-6 as
previously reported with some modification.5,35 The molar ratios
of ClCL units with respect to caproyl unit (FaClCL) and polymer
chain (FbClCL) were calculated using eqs 7 and 8, respectively. All
molecular parameters are listed in Table 2.

Mn;NMR ¼ Mn,CL þMn,CICL þMn, PEG
¼ 114xþ 148:5yþ 44z ð3Þ

2ðx- 1Þ
IA0

¼ 4
Ib

ð4Þ

3ðy- 1Þ þ 4
ðIA þ cEE0 - IA0 Þ ¼ 4

Ib
ð5Þ

4ðz- 2Þ þ 4
Ia

¼ 4
Ib

ð6Þ

FaClCL ¼
1
3

IA þ cEE0 - IA0 - Ib½ �
1
3

IA þ cEE0 - IA0 - Ib½ � þ 1
2
IA0

ð7Þ

Figure 1. 1H NMR spectra of P(ClCLCL)-PEG-P(ClCLCL) (A) and P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL) (B), respectively.
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FbClCL ¼
1
3

IA þ cEE0 - IA0 - Ib½ �
1
3

IA þ cEE0 - IA0 - Ib½ � þ 1
2
IA0 þ 1

4
Ia

ð8Þ

where IA0 is the integral of methylene proton of CL unit at 2.30
ppm, IAþcEE0 is the integral of protons of ClCL unit in the range
4.00-4.25 ppm and methylene proton in PEG end unit at 4.23
ppm, Ia is the integral of methylene proton in PEG unit at 3.65
ppm, Ib is the integral of methylene proton in PEG end unit at
3.90 ppm, and x, y, and z are the corresponding repeating number
of CL, ClCL, and PEG units, respectively.
From Table 2, the Mn,NMR values of P(ClCLCL)-PEG-P-

(ClCLCL) were in agreement with the theoretical values.

However, theMn,GPC values of the copolymers fromGPC results
were less than those from NMR. It could be attributed to the
change in hydrodynamic volume of P(ClCLCL)-PEG-P-
(ClCLCL) bearing hydrophilic and hydrophobic segments.
Another reasonable explanation is that the molecular weight of
this amphiphilic copolymer was calculated relative to the hydro-
phobic poly(styrene) standard whose intrinsic viscosity is tre-
mendously different from that of this copolymer.36,37 However,
the values of the molar ratios of substituted chloride (FaClCL and
FbClCL) were consistent with the theoretical values (Table 2).
Synthesis of P(N3CL-ran-CL)-co-PEG4000-co-P(N3CL-ran-CL)

(P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL)). P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL)
was obtained by the substitution reaction between P(ClCLCL)-
PEG-P(ClCLCL) and sodium azide at room temperature prior to

Scheme 1. Typical Procedure for Grafting of Heterocyclic and Aromatic Model Drugs along PCL-PEG-PCL

Table 2. Molecular Characteristic Results of P(ClCLCL)-PEG-P(ClCLCL) and P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL) Copolymers

Fa
C1CL or F

a
N3CL Fb

ClCLor F
b
N3CL

copolymers calculatedc theoretical calculatedc theoretical % yield Mn,theo
d Mn,NMR

c Mn,GPC
e Mw/Mn

e Tg (�C) Tm (�C)

P(C1CLCL)-PEG-P(C1CLCL)

0.10P(C1CLCL)-PEG-P(C1CLCL) 0.07 0.10 0.04 0.05 88.66 15745 16300 7437 1.8 - f 34

0.20P(C1CLCL)-PEG-P(C1CLCL) 0.17 0.20 0.09 0.10 83.62 16090 15800 6466 2.0 -59 31

0.30P(C1CLCL)-PEG-P(C1CLCL) 0.25 0.30 0.14 0.15 87.64 16435 15000 6748 1.8 -55 30

P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL)

0.10P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL) 0.12 0.10 0.06 0.05 84.14 15810 15458 7014 1.8 - f 42

0.20P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL) 0.21 0.20 0.11 0.10 78.78 16200 14200 5612 1.9 -51 42

0.30P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL) 0.30 0.30 0.15 0.15 73.33 16630 12160 5721 1.8 -52 38
aMolar ratio of ClCL or N3CL units calculated based on caproyl unit. bMolar ratio of ClCL or N3CL units calculated based on polymer backbone.
cDetermined by 1H NMR spectroscopy. dMn,theo = {([CL]/[PEG4000]) � 114}þ{([ClCL or N3CL]/[PEG4000]) � MClCL or N3CL} þ Mn,PEG4000

(where [CL] and [ClCL orN3CL] are themolar concentration of CL andClCL orN3CL, respectively. [PEG4000] is themolar concentration of PEG4000

(initiator), MClCL or N3CL is the molecular weight of ClCL or N3CL, respectively, andMn,PEG4000 is the number-average molecular weight of PEG4000).
eDetermined by GPC. fNo peak observed.
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grafting the selected molecules (Scheme 1). The conversion was
complete after overnight reaction. As monitored by FT-IR, the
characteristic peak of azide at 2100 cm-1 was apparent (Figure 2).
1H NMR spectrum (Figure 1B) confirmed the complete conver-
sion as seen by the entire disappearance of methyne proton peak
(CHCl) at 4.25 ppm and the presence of azide peak (CHN3) at
3.85 ppm. TheMn of P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL) was calcu-
lated from theNMR spectrum (Figure 1B) according to eqs 9-12
as previously reported with some modification.5,23,35 The
molar ratios relative to caproyl unit (FaN3CL) and polymer back-
bone (FbN3CL) were calculated according to eqs 13 and 14,
respectively. The other molecular parameters are illustrated in
Table 2.

Mn;NMR ¼ Mn;CL þMn,N3CL þMn, PEG
¼ 114xþ 155yþ 44z ð9Þ

2ðx- 1Þ
IA0

¼ 4
Ic

ð10Þ

ðy- 1Þ þ 4
IA þ b

¼ 4
Ic

ð11Þ

4ðz- 2Þ þ 4
Ia

¼ 4
Ic

ð12Þ

FaN3CL ¼ ðIA þ b - IcÞ
ðIA þ b - IcÞ þ 1

2
IA0

ð13Þ

FbN3CL ¼ ðIA þ b - IcÞ
ðIA þ b - IcÞ þ 1

2
IA0 þ 1

4
Ia

ð14Þ

where IA0 is the integral of methylene proton of CL unit at 2.30
ppm, IAþb is the integral of methyne proton of N3CL unit at 3.85
ppm and methylene proton in PEG end unit at 3.90 ppm, Ia is the
integral of methylene proton in PEG unit at 3.65 ppm, Ic is the
integral of methylene proton in PEG end unit at 4.23 ppm, and x,
y, and z are the corresponding repeating number of CL, N3CL,
and PEG units, respectively.
The Mn,NMR values of P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL) were

in agreement with the theoretical values. However, Mn,GPC was
lower than Mn,NMR as previously discussed for P(ClCLCL)-
PEG-P(ClCLCL). The molecular weight of P(N3CLCL)-PEG-
P(N3CLCL) was decreased as compared to P(ClCLCL)-PEG-
P(ClCLCL) due to a consequence of the hydrodynamic volume
change in the substitution of chloride by azide.23 Themolar ratios
of substituted azide (FaN3CL and FbN3CL) agreed well with the
theoretical values. The % conversion of chloride to azide was
almost 100% indicating the completeness and feasibility of the
reaction.
Grafting of Model Compounds along P(N3CL-ran-CL)-co-

PEG4000-co-P(N3CL-ran-CL) by Click Reaction. The 3-butynyl
ester derivatives of two model compounds (nicotinic acid and
PABA) were attached onto the backbone through copper-
catalyzed Huisgen’s 1,3-dipolar cycloaddition reaction using
CuI and DBU as catalysts at 40 �C for 4 h (Scheme 1). The
FT-IR spectra confirmed the conversion as the azide peak at
2100 cm-1 completely disappeared, while the presence of
triazole peak at 1610 cm-1 was observed (Figure 2). Addition-
ally, the characteristic peak of azide (CHN3) at 3.85 ppm inNMR
spectrum also disappeared and the methyne proton peak of
triazole ring was observed at 7.70 ppm (Figure 3). From the
NMR spectrum, the molar ratios of the grafting model com-
pound based on the caproyl unit and polymer chain (Fagrafted-CL
and Fbgrafted-CL, respectively) were calculated from the integra-
tion of the methyne proton of the grafted CL unit at 5.30
ppm (IA, Figure 3) and the methylene proton of CL unit at
2.30 ppm (ID, Figure 3) according to eqs 15 and 16, respectively.

Fagrafted-CL ¼ IA
1
2
ID þ IA

ð15Þ

Fbgrafted-CL ¼ IA
1
2
ID þ IA þ 1

4
IH

ð16Þ

The calculation of grafting efficiency was made by the molar
ratios of N3CL unit and grafting unit using the characteristic
methyne protons close to azide at 3.85 ppm and triazole ring at
5.30 ppm in theNMR spectra, respectively. Under this condition,
the grafting efficiency of all copolymers was in the range 73-
85%, depending on the type and amount of grafting compounds.
In addition, the grafting molar ratios (Fagrafted-CL and F

b
grafted-CL)

were in agreement with the theoretical values (Table 3).
Nicotinic Acid (P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL)). The grafting of

nicotinic acid (heterocyclic model compound) also was achieved.
In addition to the apparent characteristic peak of triazole
(Figure 3A), the peak ofmethyne proton close to azide at 3.85 ppm
disappeared totally, and a peak at 5.30 ppm corresponding to the
peak ofmethyne proton of caproyl unit adjacent to triazole ring was
observed. The peaks at 7.45, 8.30, 8.70, and 9.25 ppmwere assigned
as the characteristic peaks of the proton in the pyridine ring of the

Figure 2. FT-IR spectra of P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL) in the
presence of DBU and P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL) in the presence
of TEA in comparison with P(ClCLCL)-PEG-P(ClCLCL) and
P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL).
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nicotinic acid molecule. Moreover, CdC stretching at 1590 cm-1

and CdN stretching at 1625 cm-1 were observed and contributed
to the overlapping between the triazole and the pyridine ring of
nicotinic acid (Figure 2). From Mn,GPC values (Table 3), the
molecular weight of the grafted copolymers was increased as
compared to those of P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL) (Table 2).
The molecular weight distribution was narrower than those of the
original polymers. The GPC chromatograms of most grafted
copolymers (Figure 4A) revealed a unimodal peak indicating no
degradation of the polymer chain. However, the GPC chromato-
gram of 0.30P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL) showed a small
shoulder peak which may suggest slight degradation.
PABA (P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL)). On the basis of our pre-

vious study,34 it was notable that the aniline group induces the

chain degradation under this condition, particularly that in
presence of the strong base, DBU, leading to an occurrence of
intra- and intermolecular transesterifications. In addition, in the
case of hydroxyl group of propargyl alcohol,23 the resulting
grafted copolymers underwent a chain degradation when using
DBU as base in the reaction. The extent of degradation appeared
to be less with the use of triethylamine (TEA) instead of DBU.
Therefore, TEA was used in this study for the grafting of PABA.
Similarly to the grafting of nicotinic acid, the reaction was
complete after 4 h under this condition. This successful approach
could be visualized by the presence of the characteristic methyne
proton of the triazole ring at 7.65 ppm and the benzene ring of
PABA at 6.65 and 7.85 ppm, respectively (Figure 3B). In
addition, the FT-IR spectrum showed the peaks of N-H

Figure 3. 1HNMR spectra of P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL) (A) and P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL) (B) using DBU and TEA as base, respectively.



589 dx.doi.org/10.1021/bc100270m |Bioconjugate Chem. 2011, 22, 582–594

Bioconjugate Chemistry ARTICLE

stretching at 3400 cm-1 and CdO stretching at 1725 cm-1 of
PABA. The peaks of CdNstretching at 1626 cm-1 of the triazole
ring and CdO stretching at 1725 cm-1 of the polyester polymer
were also observed (Figure 2). At 0.10 and 0.20 molar ratios, the
PABA grafted copolymers showed no degradation similar to the

nicotinic acid grafted copolymers as supported by increasing
Mn,GPC values and narrowing molecular weight distribution
(Table 3). Unlike the nicotinic acid grafted copolymers at 0.30
molar ratios, the PABA grafted copolymers showed no degrada-
tion as seen from the unimodal peak in the GPC chromatogram
(Figure 4B).
Thermal Properties of Copolymers and Grafted Copoly-

mers. The thermal properties of the grafted copolymers were
evaluated by DSC and TGA because these properties may affect
the rate of drug release from the polymeric carriers. The Tg and
Tm values of all copolymers are illustrated in Tables 2 and 3. As
shown in Table 2, the Tg values of P(N3CLCL)-PEG-P-
(N3CLCL) and P(ClCLCL)-PEG-P(ClCLCL) tended to in-
crease as compared to those of the unsubstituted copolymer
(PCL-PEG-PCL, Tg ≈ -60 �C38). In the case of Tm, both
chloride- and azide-substituted copolymers revealed a lower Tm

than that of the unsubstituted material (PCL-PEG-PCL, Tm ≈
55 �C 38). With increasing percent substitution, a trend in
reduction of Tm values was observed. However, P(N3CLCL)-
PEG-P(N3CLCL) provided a higher melting temperature than
those of P(ClCLCL)-PEG-P(ClCLCL) at all ratios.
In the case of grafting nicotinic acid (heterocyclic model) and

PABA (aromatic model) (Table 3), Tg was also recorded for all
grafted copolymers. Both grafting model compounds showed an
effect on thermal properties. Particularly with the grafting PABA,
this effect was more pronounced than the grafting with nicotinic
acid at all ratios. The heterocyclic compound yielded a lower Tg

than the aromatic model, and Tg increased when the number of
grafting units increased in both cases. In the case of the melting
point, Tm of the nicotinic acid grafted copolymers decreased
gradually with increasing number of grafting units. On the
contrary, at 0.20 and 0.30 molar ratios of PABA, it did not yield
a Tm indicating that PABA had more influence on crystallinity of
the polymer backbone than the nicotinic acid at the same ratio.
From the results, it can be concluded that grafting heterocyclic and
aromatic models reduced the crystallinity of polymer. This might

Table 3. Molecular Characteristic Results of P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL) and P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL) Copolymers
and Nanoparticles

Fbgrafted-CL Fcgrafted-CL

grafted copolymersa calculatedd theoretical calculatedd theoretical Me
n,GPC Mn/Mw

e Tg(�C) Tm (�C) size (nm)

polydispersity

index (PDI)

zeta potential

(mV)

P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL)

0.10P(NICLCL)-PEG-

P(NICLCL)

0.09 0.10 0.04 0.05 11981 1.6 -50 40 77( 10 0.192( 0.032 -9.6( 1.3

0.20P(NICLCL)-PEG-

P(NICLCL)

0.17 0.20 0.09 0.10 6435 1.7 -47 39 82( 8 0.104( 0.024 -5.9( 1.4

0.30P(NICLCL)-PEG-

P(NICLCL)

0.25 0.30 0.12 0.15 5807 1.6 -43 32 120( 25 0.099( 0.023 -17.3( 2.0

P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL)

0.10P(PACLCL)-

PEG-P(PACLCL)

0.08 0.10 0.04 0.05 10211 1.5 -34 37 194( 37 0.208( 0.075 -12.3( 1.5

0.20P(PACLCL)-

PEG-P(PACLCL)

0.16 0.20 0.09 0.10 9948 1.7 -25 -f 129( 2 0.276( 0.006 -11.8( 1.4

0.30P(PACLCL)-

PEG-P(PACLCL)

0.28 0.30 0.13 0.15 9269 1.4 -22 -f 148( 27 0.210( 0.009 -10.8( 0.8

aAbbreviations: NI = nicotinic acid, PA = PABA. bMolar ratio of grafting unit calculated based on carproyl unit. cMolar ratio of grafting unit calculated
based on polymer backbone. dDetermined by 1H NMR spectroscopy. eDetermined by GPC. fNo peak observed.

Figure 4. GPC chromatograms of P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL) (A)
using DBU as base and P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL) (B) using TEA
as base, respectively.
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be due to the fact that the sterically hinderedmolecule interrupted
the orientation of the polymer chain and thus restricted the
crystallization of polymer chain. The reduction of the crystal-
linity may affect the permeability of drug through the matrix
of copolymer when forming the micro- and nanoparticulate
systems.
The thermal stability of the grafted amphiphilic copolymers

depends on the intrinsic properties of the materials, which is
essential for practical use. To investigate the thermal degradation
of the grafted copolymers, a TGA analysis was performed
(Figure 5). It was found that P(ClCLCL)-PEG-P(ClCLCL)
initially underwent thermal degradation at 250 �C similar to
the degradation of poly(ClCL)39 and had the inflection point at
around 330 �C. The main degradation pattern was similar to
PCL-PEG-PCL as previously reported by Gou et al.1 However, a
small peak of degradation at 400 �C was observed which may be
attributed to the decomposition of the PEG segment at this high
temperature.37 Therefore, ClCL and CL were randomly copo-
lymerized, since only one inflection point was detected in the
main degradation curve. In the case of P(N3CLCL)-PEG-P-
(N3CLCL), the first step was attributed to the initial rupture of
azide (N-N2) starting at the temperature around 200 �C.40,41
The last two steps of thermal decomposition were observed
similar to those of P(ClCLCL)-PEG-P(ClCLCL). According to
the thermograms of heterocyclic and aromatic grafted PCL-PEG-
PCL, the small degradation peaks were observed at 240 �C for
P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL) and 140 �C for P(PACLCL)-
PEG-P(PACLCL) with respect to about 9.4% and 6.5%, respec-
tively. These results were consistent with the molar ratio of
grafting unit along the whole polymer backbone. The first
step degradation was supposed to be a consequence of the

decomposition of grafting units. The main degradation peaks
of grafted copolymers were observed at different temperatures,
which were around 340 and 490 �C for P(NICLCL)-PEG-
P(NICLCL) and P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL), respectively,
depending on the composition of copolymer. The last pattern of
thermal degradation was typically detected corresponding to the
degradation of PEG segment. However, further details are
required to ascertain the underlying mechanism.
From these results, it can be concluded that grafting could

change the polymer backbone from the semicrystalline to
amorphous form, thus altering the thermal properties. With an
increase in the molar ratios of grafting units, the copolymers
became more amorphous. In addition, the grafting molecules
affected the thermal stability of the copolymer.
Nanoparticle Formation with Grafted Amphiphilic Copo-

lymers. Nanoparticles were prepared from heterocyclic and
aromatic models grafted copolymers, and the effect of the
different properties of the grafted copolymer on nanoparticle
formation was studied. It was found that all nanoparticles
prepared from P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL) were signifi-
cantly smaller than those from P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL)
(Table 3 and Figure 6). With both grafting compounds, the
particle size of nanoparticles increased with increasing amounts
of grafting untis (p-value < 0.05) except for 0.10P(PACLCL)-
PEG-P(PACLCL), whereas the size distribution tended to be
smaller for P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL) (p-value > 0.05).
Indeed, it has been stated in general that the hydrophobic
domain of amphiphilic copolymers has an effect on the formation
of nanoparticles and micelles.42-44 As the hydrophobic portion
of the polymer chain increased, the size of particles became
larger. In this study, the grafting heterocyclic ring of nicotinic acid

Figure 5. Thermal gravimetric diagrams of P(ClCLCL)-PEG-P(ClCLCL), P(N3CLCL)-PEG-P(N3CLCL), and P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL)
using DBU as base, and P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL) using TEA as base, respectively.
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and aromatic ring of PABA increased hydrophobicity of the
polymer chain. In the case of 0.10P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL),

the larger particles were observed owing to secondary aggrega-
tion. It has been stated that the secondary aggregates were a

Figure 6. Particle size (A) and zeta potential (B) of blank and IBU-loaded nanoparticles (*p-value < 0.05).

Figure 7. Cytotoxicity results of P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL) and P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL) nanoparticles at all molar ratios of grafting units
compared to PCL-PEG-PCL nanoparticles.
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consequence of hydrophobic-hydrophobic or van der Waals
interactions between exposed cores from hydrophobic fragments
of randomly grafted copolymer. Once the exposed cores are in
close contact with water, they aggregate to large particles.45,46

This could be confirmed by the bimodal peak observed in the
PCS size distribution curve based on volume, whereas a unim-
odal peak was observed in the PCS size distribution curve based
on intensity. The particle size shown in Table 3 was based on the
intensity of the scattering light; therefore, the particle size of
0.10P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL) was the average diameter
of two groups referring to individual nanoparticles and the
secondary aggregates.
Considering the surface charge of nanoparticles (Table 3 and

Figure 6), all nanoparticles of grafted copolymers showed more
negative charge on their surface compared to the PCL-PEG-PCL
nanoparticles which had a charge of almost zero (data not
shown). This could be due to some grafted material present on
the outer surface of the nanoparticles.
Cytotoxicity of Nanoparticles. To ascertain the safety of the

grafted copolymers, all grafted copolymers were tested for their
cytotoxicity using HUVECs. In order to avoid the use of organic
solvents, the self-assembled nanoparticles were prepared and
tested for their toxicity. These results are presented in Figure 7. It
was observed that the PCL-PEG-PCL nanoparticles were toxic to
HUVECs at the concentration of 1.56 mg/mL. The cytotoxic
concentrations of 0.10P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL) and
0.10P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL) nanoparticles were found
at 0.78 and 1.56 mg/mL, respectively. The increasing molar
ratios of grafting nicotinic acid and PABA decreased the toxic
concentration. The percent cell viability of 0.30P(NICLCL)-
PEG-P(NICLCL) at 0.78 mg/mL was higher than that at 0.39
mg/mL probably due to the variations in cells. From the results,
it can be deduced that 0.10P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL)
nanoparticles showed a similar toxicity compared to the PCL-
PEG-PCL nanoparticles, whereas 0.10P(NICLCL)-PEG-P-
(NICLCL) nanoparticles showed a higher toxicity to HUVECs.
In addition, the toxicity of the grafted nanoparticles increased
when the molar ratios of grafting units increased.
IBU-Loaded Grafted Amphiphilic Nanoparticles. As stated

earlier, the different structure between heterocyclic and aromatic
models may affect the drug entrapment efficacy of the nanopar-
ticles. In the present study, IBU was chosen as a model drug to
investigate the effect of different structures and amount of
grafting compounds on the loading efficiency of these nanopar-
ticles. After encapsulation of drug in nanoparticles, the particle
sizes of all grafted nanoparticles became larger as compared to
the blank nanoparticles except for 0.30P(NICLCL)-PEG-

P(NICLCL) nanoparticles, for which the change in particle size
was not significant (p-value > 0.05) (Figure 6A).
Concerning the efficiency of these carriers (Figure 8), the

percentages of drug loading (% DL) and drug-entrapment
(% EE) were evaluated. At all ratios of P(NICLCL)-PEG-
P(NICLCL), the amount of IBU loaded into the nanoparticles
was significantly higher than that into the nanoparticles prepared
from P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL) (p-value < 0.05). This
result could be explained by the interaction between drug and
grafting compounds of polymer. As mentioned previously, both
nicotinic acid and PABA possibly interact with loaded drug by
either π-π stacking interaction or hydrogen bonding. In the
case of π-π stacking interaction from the aromatic ring, the
extent of electron delocalization in the aromatic ring is in the
following order: aniline of PABA > benzene of IBU > pyridine of
nicotinic acid. The amino group of PABAmesomerically donates
electrons to benzene ring, which is more predominant than
electron withdrawal by the inductive effect of the nitrogen atom.
Meanwhile, the nitrogen atom in the pyridine ring of nicotinic
acid profoundly withdraws electrons leading to the localization of
the electron in the pyridine ring and then showing a stronger
basic effect. According to this fact, this π-π stacking interaction
in terms of electron charge transfer may be slightly involved
because the benzene ring of IBU acts as an electron donor to the
pyridine ring of nicotinic acid but as an electron acceptor for the
aniline ring of PABA. Finally, the benzene ring of IBU can likely
be in contact in planar formation with the aromatic ring of each
compound.47 In the case of hydrogen bonding, a hydroxyl group
of carboxylic acid of IBU ismore active than a carbonyl group due
to the electron resonance between both groups of carboxylic acid
of IBU. Thus, the carboxylic acid of IBU acts as a hydrogen bond
donor rather than as an acceptor. By comparison of the pyridine
ring of nicotinic acid and the aniline group of PABA with regard
to the carboxylic acid of IBU, the hydrogen bonding thus
predominantly occurs between the hydrogen bond donor of
carboxylic acid of IBU and the hydrogen bond acceptor of the
nitrogen atom in the pyridine. From the FT-IR results, it
indicated that IBU formed hydrogen bonds with the pyridine
ring of nicotinic acid grafted on the copolymer (data not shown).
On the other hand, this bonding between IBU and PABA did not
occur, since the amino group of PABA could donate electrons to
the benzene ring indicating that it acted as a hydrogen bond
donor. According to the proposed interaction between drug and
copolymer, it was expected that % DL and % EE should increase
with the molar ratios of grafting units. From the results, it was
found that % DL and % EE increased with the increasing molar
ratios of grafting units (p-value < 0.05) except for 0.30 molar

Figure 8. %Drug loading (column) and% entrapment efficiency (diamond) after incorporation with IBU into P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL) (A) and
P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL) (B) nanoparticles (*p-value < 0.05).
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ratios of grafting units. The similar reduction in % DL and % EE
of both nicotinic acid and PABA grafting at 0.30 molar ratios was
observed probably because the steric hindrance of the grafting
unit at 0.30 molar ratio might limit the drug encapsulation.
Regarding the zeta potential of the prepared nanoparticles

(Figure 6B), it was found that the loaded nanoparticles displayed
smaller zeta potential values to those of the blank nanoparticles.
For all grafting of P(NICLCL)-PEG-P(NICLCL), increasing the
molar ratios of grafting units led to less negative zeta potentials of
the loaded nanoparticles. In contrast, at 0.20 and 0.30molar ratios
of P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL), the reversal of the charges to
positive was observed. It is well-known that the zeta potential can
be employed as an overall charge measured at the shear plane of
the particles. It is affected by the molecules surrounding the
surface of particles, which may deposit directly on the outer
particle surface or be present in the water closely to this surface.
Therefore, the decrease in zeta potential might be caused by
solubilized IBU in water, since the solubility of IBU is pH-
dependent.48 At the pH of Milli-Q water (∼6.0-6.5), IBU
dissolves in ionized form (solubility at pH 6.0 = 0.23 mg/
mL48) in the dispersion medium. Due to the lower drug
encapsulation of the drug-loaded P(PACLCL)-PEG-P-
(PACLCL) nanoparticles, the ionized IBU might be more
available in the dispersion medium compared to that of P-
(NICLCL)-PEG-P(NICLCL). Therefore, more ionized mole-
cules, especially protons of ionized IBU, might surround the
surface of P(PACLCL)-PEG-P(PACLCL) nanoparticles and
consequently led to the positive charge of the loaded nanoparti-
cles at 0.30 molar ratio of grafting units.

’CONCLUSIONS

Themodification of grafting heterocyclic and aromatic models
(nicotinic acid and PABA) along PCL-PEG-PCL with various
molar ratios of grafting units was successfully achieved through
copper-catalyzed Huisgen’s 1,3-dipolar cycloaddition. The dif-
ference in the molecular structure of grafting compounds influ-
enced the feasibility of the grafting reaction and the
physicochemical and thermal properties of the copolymers. In
addition, the nanoparticles prepared from the grafting com-
pounds exhibited different characteristics in terms of particle
size, surface charge, drug loading capacity, and entrapment
efficiency depending on the different interaction between the
grafting compounds and drug molecules. The toxicity study of
grafted nanoparticles demonstrated the safety of the grafted
nanoparticles at 0.10 molar ratios of grafting units up to the
concentration of 0.78 mg/mL. The toxicity of grafted nanopar-
ticles increased with the molar ratios of grafting units. According
to the present study, it can be concluded that the grafting of
interesting compounds onto biodegradable polymers could
modify the physicochemical and thermal properties of the
copolymer and also the characteristics of nanoparticles including
particle size, surface properties, and drug loading capacity.
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a b s t r a c t

A facile and efficient strategy to graft bioactive molecules (nicotinic acid, p-aminobenzoic acid, and
phthaloyltryptophan) onto poly(3-caprolactone) (P(3CL)) was achieved by copper-catalyzed Huisgen’s
1,3-dipolar cycloaddition known as click reaction. P(aCl3CL), with 10, 20, and 30% of a-chloro-3-capro-
lactone (aCl3CL) units were copolymerized by ring opening polymerization using 3CL and aCl3CL as
starting materials in the presence of 1,4-butanediol and Sn(Oct)2. Subsequently, the chloride pendent
was converted to azide followed by cycloaddition with terminal alkyne derivatives of the aforementioned
bioactive molecules. The complete addition was accomplished at all ratios. The characteristic molecular
features of these copolymers were evaluated by FTIR, NMR, and GPC. Thermal analysis data indicated that
the grafted compounds led to polymorphic alteration and different pattern of thermal degradation
depending on the molecular structure and the size of the grafted compounds. They are the basis for
further development of grafted copolymer as drug delivery carriers.

Crown Copyright � 2010 Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Over the past decades, research on grafting bioactive molecules
onto biodegradable polymer backbones has gained much interest to
augment the efficacy of medical and pharmaceutical applications
including drug delivery systems, tissue engineering, and medical
devices. Various methods have been used to modify biomaterials for
drug delivery. In general, drugs or attractive functional groups may
be conjugated to polymers [1e6]. But the amount of the conjugated
drug is limited since only one drug molecule or group can adhere at
one-side of the polymer chain. The other approach is accomplished
by substitution of functional groups such as hydroxyl, amino, and
carboxylic acid along the polymer backbone. Although this method
seems promising, the protic functional groups lead to intra- and
intermolecular transesterification resulting in chain degradation
and uncontrolled molecular weight [7].

The polyesters poly(lactide), poly(glycolide), and poly(3-capro-
lactone) are considered polymers with attractive properties, i.e.,
biodegradable, biocompatible and environmental friendly proper-
ties. Poly(3-caprolactone) (P(3CL)) has been synthesized and func-
tionalized to enhance its attractive properties. Several methods
have been proposed to graft functional groups along the P(3CL)

backbone; however, they often encountered limitations such as
incomplete conversion [8] or multiple step synthesis [9,10].
Recently, it was reported on the possibility of grafting of functional
groups along the P(3CL) through Huisgen’s 1,3-dipolar cycloaddi-
tion, known as “click chemistry” [11]. This reaction has gained
much attention due to its feasible, easy, and mild conditions. Riva
et al. [12e14] and Lee et al. [15] demonstrated that small functional
groups (i.e., benzoate, triethyl ammonium bromide, hexyne, and
proline) and macromolecules (such as Poly(ethylene oxide) (PEO))
could be successfully grafted onto the polymer backbone by the
click reaction. In addition, the ligands could be easily conjugated
along the polymer backbone with various amounts of grafting
units. Although a number of attempts have been made to attach
either functional groups or drug molecules on polymer backbones,
only a few studies are found concerned with the attachment of
drugs onto polyester backbones, in particular onto P(3CL) [16,17].

Therefore the pharmacologically bioactive compounds nicotinic
acid, p-aminobenzoic acid (PABA) and phthaloyltryptophan
[18e25], shown in Fig. 1, were chosen as model compounds for
grafting on P(3CL) to evaluate possible interactions between drug
molecule and the polymer during the grafting reaction and to
compare the physicochemical properties of the resulting copoly-
mers. Contrasting PABA with nicotinic acid, the pendent amino
group of PABA in para position is a protic functional group with
basic character acting as hydrogen bond donor; however, it exhibits
an acidic property according to its pKa (4.65 and 4.8) [26,27]. The
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nitrogen atom of the nicotinic pyridine ring on the contrary is solely
a hydrogen bond acceptor providing a pair of unshared electrons
with basic character. These differences in molecular properties may
influence the grafting reaction and affect drug loading and the
release characteristic. In addition, the homo- and heteroaromatic
rings of these two molecules can display aromatic pestacking
interaction with other loaded drugs in nanoparticles made of these
copolymers. The third model drug, phthaloyltryptophan, was
selected as an example of a large bioactive compound the bulky
structure of which may have steric effects in contrast to the former
two drugs.

To the best of our knowledge, there is so far no report on the
engrafting of these three bioactive molecules (nicotinic acid, PABA,
and phthaloyltryptophan) on P(3CL) by click reaction. Therefore,
the aim of this work was to study the synthesis of novel engrafted P
(3CL) with these compounds by Huisgen’s 1,3-dipolar cycloaddition,
and to evaluate its limitation as well as to compare the differing
molecular properties of the grafted copolymers including their
thermal properties in ratio to their composition.

2. Experimental section

2.1. Materials

3-Caprolactone (3CL; Aldrich) was dried over CaH2 for 48 h fol-
lowed by distillation prior to use. PABA (Aldrich), nicotinic acid
(Ajax Finechem), and L-tryptophan (Fluka) were used without any
purification. 1,4-Butanediol, 3-butyn-1-ol, a-chlorocyclohexanone,
N-carbethoxyphthalimide, copper (I) iodide (CuI), 1,8-diazabicyclo
[5.4.0]undec-7-ene (DBU), and stannous (II) octanoate (Sn(Oct)2)
were obtained from Aldrich Chemicals. N,N-dicyclohex-
ylcarbodiimide (DCC), 4-dimethylaminopyridine (DMAP), and m-
chloroperoxybenzoic acid (mCPBA, 70%) were purchased from
Fluka. Sodium azide was purchased from Asia Pacific Specialty
Chemicals Limited. Dichloromethane (CH2Cl2), dimethylformamide
(DMF), and tetrahydrofuran (THF) were dried over molecular sieve
4 �A overnight. All other organic solvents were used as received.

2.2. Phthaloylation of tryptophan

The amino group of tryptophan was reacted with N-carbe-
thoxyphthalimide according to [28,29]. Briefly, to anhydrous
sodium carbonate (0.52 g, 4.90 mmol) dissolved in 10 mL of water
was added tryptophan (0.50 g, 2.45 mmol) under stirring. After
complete dissolution, N-carbethoxyphthalimide (0.59 g,
2.69 mmol) was introduced into the reaction flask. The reaction
mixture was further stirred for 2 h at room temperature and then
extracted twice with ethyl acetate. The aqueous layer was acidified
to pH 2e3 with 1 N hydrochloric acid solution and extracted three
times with ethyl acetate. The combined organic layers were dried
over anhydrous magnesium sulfate. The solvent was evaporated
under reduced pressure after filtration. The residue is then purified

by column chromatography on silica gel using a mixture of ethyl
acetate (EtOAc), hexane (Hex), and glacial acetic acid (CH3COOH)
(4:1:0.01) as mobile phase. The collected fraction was twice
extracted with purified water to eliminate residual acetic acid. The
organic layer was then dried again over anhydrous magnesium
sulfate, filtered, and evaporated under reduced pressure to yield
a yellow solid (0.8 g, 98%); m.p. 172.3 �C; TLC Rf ¼ 0.13 (silica gel,
EtOAc:Hex:CH3COOH/4:1:0.01); FTIR (KBr) n (cm�1) 3408, 3056,
2928,1774,1710,1391,1104,1071, 718; 1H NMR (CDCl3): d¼ 3.80 (m,
2H, CH2CH), 5.35 (m, 1H, CH2CH), 7.02 (s, 1H, indole), 7.17 (m, 1H,
indole), 7.27 (d, 1H, indole), 7.62 (s, 1H, indole), 7.65 (m, 2H,
phthaloyl), 7.75 (m, 2H, phthaloyl), 8.03 (s, 1H, NH); MS (EI, 70 eV)
m/z (rel int) 335 [M þ H]þ and 357 [M þ Na]þ; Anal. Calcd. for
C19H14N2O4: C, 68.26; H, 4.22; N, 8.38; O, 19.14. Found: C, 68.03; H,
4.18; N, 8.29; O, 19.50.

2.3. General procedure for esterification with 3-butyn-1-ol (Fig. 2)

The required amounts of DCC and DMAP were dissolved in
(CH2Cl2) in a reaction flask. An acidic model compound was added
and stirred at room temperature for 30 min 3-Butyn-1-ol was
charged through a dried stainless steel syringe under argon
atmosphere. The reaction was conducted at room temperature for
24 h. After filtration of the precipitate, the solvent was evaporated
under reduced pressure. The crude product was then purified by
column chromatography on silica gel.

2.3.1. Synthesis of but-3-ynyl nicotinate (1)
Nicotinic acid (5.0 g, 40.6 mmol), 3.4 g (48.8 mmol) of 3-butyn-

1-ol, 12.6 g (61.0 mmol) of DCC, and 7.4 g (61.0 mmol) of DMAP gave
according to 2.3 an off-white solid. Purified compound 1 (5.9 g,
83%) was obtained through column chromatography on silica gel
with the mobile phase of Hex, EtOAc, and CH2Cl2 (1:2:2); m.p.
46.43 �C TLC with Rf ¼ 0.50, FTIR (KBr) n (cm�1): 3264, 2926, 2850,
2119, 1718;

1H NMR (DMSO-d6): d ¼ 2.65 (m, 2H, CH2C^CH), 2.86 (t,
J¼ 2.61 Hz, 1H, C^CH), 4.35 (t, J¼ 6.48 Hz, 2H, COCH2), 7.57 (m,1H,
pyridine), 8.28 (td, J ¼ 7.96 Hz, 1H, pyridine), 8.80 (s, 1H, pyridine),
9.08 (s, 1H, pyridine);

Fig. 1. Structure of bioactive model compounds used in the current study.

Fig. 2. Esterification of bioactive molecules with 3-butyn-1-ol using coupling reaction
(1 ¼ but-3-ynyl nicotinate, 2 ¼ but-3-ynyl 4-aminobenzoate, and 3 ¼ 3(2-N-phthali-
mido-2-(prop-2-ynyl acetayl)ethyl)indole).

Table 1
Fed compositions of copolymerization of aCl3CL and 3CL.

Copolymers Fed Weight (g) Fed Mole (mmol)

aCl3CL 3CL aCl3CL 3CL

P(3CL) e 2.28 e 20
P(10aCl3CL-903CL) 0.29 2.05 2 18
P(20aCl3CL-803CL) 0.59 1.82 4 16
P(30aCl3CL-703CL) 0.89 1.60 6 14
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13C NMR (DMSO-d6): d ¼ 18.3 (CH2C^CH), 62.8 (OCH2C), 72.5
(C^CH), 80.6 (C^CH), 123.9 (CHCHCHCCO in pyridine), 125.5
(pyridine-CO), 136.8 (CHCHCHCCO in pyridine), 149.9 (NCHCCO in
pyridine), 153.7 (CHNCHCCO in pyridine), 164.5 (C]O).

2.3.2. Synthesis of but-3-ynyl 4-aminobenzoate (2)
PABA (5 g, 36.5 mmol), 3.1 g (43.8 mmol) of 3-butyn-1-ol, 9.0 g

(43.8 mmol) of DCC, and 5.3 g (43.8 mmol) of DMAP gave according
to 2.3 an off-white solid. Purified compound 2 (4.5 g, 65%) was
obtained through column chromatography on silica gel with the
mobile phase of Hex and EtOAc (1:1) still as an off-white solid, m.p.
82.34 �C, TLC with Rf ¼ 0.326, FTIR (KBr) n (cm�1): 3398, 3336,
3288, 1685, 1599;

1H NMR (CDCl3): d ¼ 2.04 (t, J ¼ 2.5 Hz, 1H, C^CH), 2.65 (td,
J ¼ 6.8, 2.6 Hz, 2H, CH2C^CH), 4.09 (s, 2H, NH2), 4.38 (t, J ¼ 6.8 Hz,
2H, COCH2), 6.6 (d, J ¼ 8.5 Hz, 2H, benzene), 7.88 (d, J ¼ 8.5 Hz, 2H,
benzene);

13C NMR (CDCl3): d ¼ 19.1 (CH2C^CH), 62.0 (OCH2C), 69.8
(C^CH), 80.3 (C^CH), 113.7 (2C, benzene), 119.2 (benzene-CO),
131.6 (2C, benzene), 151.0 (benzene-NH2), 166.3 (C]O).

2.3.3. Synthesis of 3(2-N-phthalimido-2-(prop-2-ynyl acetayl)
ethyl)indole (3)

Phthaloyltryptophan (4.7 g, 14.0 mmol), 1.2 g (16.9 mmol) of 3-
butyn-1-ol, 4.4 g (21.1 mmol) of DCC, and 2.6 g (21.1 mmol) of
DMAP gave according to 2.3 compound 3 (3.8 g, 70%) as a yellow
solid after column chromatography on silica gel with the mobile
phase of EtOAc, Hex and CH2Cl2 (1:2:3), m.p. 97.17 �C, TLC with
Rf ¼ 0.60, FTIR (KBr) n (cm�1): 3411, 3270, 2120, 1777, 1738, 1714;

1H NMR (CDCl3): d ¼ 1.85 (t, J ¼ 2.6 Hz, 1H, C^CH), 2.65 (m, 2H,
CH2C^CH), 3.65 (d, J ¼ 8.0 Hz, 2H, CHCH2-indole), 4.70 (m, 2H,
OCH2CH2), 5.30 (m, 1H, Phtaloyl-CHCH2-indole), 7.00 (s, 1H, CHNH
in indole), 7.07 (td, J ¼ 7.04, 1.06 Hz, 1H, indole), 7.14 (td, J ¼ 8.07
1.1 Hz, 1 H, indole), 7.27 (dd, J ¼ 8.09, 0.68 Hz, 1H, indole), 7.62 (s,
1H, indole), 7.64 (m, 2H, phthaloyl), 7.75 (m, 2H, phthaloyl), 8.12 (s,
1H, NH);

13C NMR (CDCl3): d ¼ 18.8 (CH2C^CH), 24.7 (CHCH2-indole),
52.6 (phthaloyl-CHCOO), 63.2 (COOCH2CH2), 70.0 (C^CH), 79.5
(C^CH), 110.8 (indole), 111.1 (indole), 118.4 (indole), 119.4 (indole),
122.0 (indole), 122.6 (indole), 123.3 (2C, phthaloyl), 127.1 (indole),

131.6 (2C, phthaloyl), 134.0 (2C, phthaloyl), 136.0 (indole), 167.5 (2C,
phthaloyl), 168.9 (CHCOO).

2.4. Synthesis of a-chloro-3-caprolactone (aCl3CL)

The aCl3CL monomer was synthesized according to the method
of Lenoir et al. [30] with modification. Briefly, to 12.5 g of mCPBA
(50.7 mmol) dissolved in CH2Cl2 were added 5 g of a-chlor-
ocyclohexanone (37.7 mmol) into the reaction flask. The reaction
was conducted at room temperature for 48 h and then cooled down
to �20 �C to precipitate the white by-product which was removed
by filtration. The filtrate was washed twice both with saturated
sodium dithionite solution and with saturated sodium bicarbonate
solution, and finally with water. Subsequently, the filtrate was dried
over anhydrous magnesium sulfate, filtered, and concentrated
under reduced pressure. Finally, the concentrated organic layer was
purified by column chromatography on silica gel with the mobile
phase Hex and EtOAc (1:3) yielding aCl3CL (3.9 g, 70%); TLC
Rf ¼ 0.35;

1H NMR (CDCl3): d ¼ 1.85 (m, 3H) 2.15 (m, 3H), 4.25 (m, 1H,
COOCH2), 4.65 (m, 1H, COOCH2), 4.80 (dd, Jd ¼ 2.03 and 7.77 Hz, 1H,
CHCl).

2.5. Synthesis of P(aCl3CL-ran-3CL)

All glassware was dried in an oven overnight before use. The
amounts of aCl3CL, and 3CL (see Table 1), 18 mg of 1,4-butanediol
(0.2 mmol), and 81 mg of Sn(Oct)2 (0.2 mmol) were weighed into
the reaction flask, which was evacuated for 15 min followed by
purging with argon gas. Then the flask was immersed in an oil bath
at 120 �C. After 6 h of polymerization, the copolymer was recovered
by precipitation in cold Hex and finally dried in vacuo for 24 h.

In case of P(3CL) synthesis according 2.5, the homopolymeriza-
tion of 3CL (2.28 g) was initiated with 18 mg of 1,4-butanediol and
catalyzed by 81 mg of Sn(Oct)2.

2.6. Synthesis of P(aN33CL-ran-3CL)

The azide substitution to P(aCl3CL-ran-3CL) was performed
according to Riva et al. [12]. Briefly, to 2 g of P(aCl3CL-ran-3CL) (1

Fig. 3. General scheme for the synthesis of bioactive molecules grafted P(eCL). TEA as base was used for the synthesis of P((PABA-g-eCL)-ran-eCL.
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equiv of aCl3CL) dissolved in 5mL DMF in a flask was added sodium
azide (1.02 equiv). The reaction mixture was stirred overnight at
room temperature. DMF was then completely evaporated under
reduced pressure and the polymeric residue dissolved in toluene.
The insoluble salt was centrifuged at 4000 rpm for 15min. The clear
supernatant was evaporated under reduced pressure resulting in
the dry copolymer P(aN33CL-ran-3CL).

2.7. Typical click chemistry reaction

Grafting of bioactive model compounds to P(3CL) backbone was
carried out according to literature [12] with some modification.
Briefly, 200 mg of P(aN33CL-ran-3CL) (1 equiv of azide) was
weighed into a reaction flask containing 5 mL of dry THF. Butynyl-
ester derivative of model compound (1, 2, or 3) (1.5 equiv), CuI (0.2
equiv), and base (0.2 equiv) were then loaded into the flask. Under
atmospheric argon, the reaction was conducted at 40 �C in a ther-
mostatic bath for 4 h. The grafted copolymer was precipitated in
cold Hex and dried in vacuo overnight before characterization.

2.8. Characterizations

1H NMR spectra were recorded in CDCl3 or DMSO-d6 at 300 or
500MHz, 13C NMR spectra in CDCl3 or DMSO-d6 at 75.45MHz in the
FT mode with Bruker Avance 300 apparatus at 25 �C. Infrared
spectra were recorded with Jasco FT/IR-4100 spectrophotometer.
Number- and weight-average molecular weights (Mn and Mw,
respectively) were measured by a Waters 150-CV gel-permeation
chromatograph equipped with refractive index detector. THF was
used as a mobile phase at a flow rate of 1 mL/min. Two columns of
PLgel 10 mmmixed B were calibrated with polystyrene standards in
the range of MW between 4490 and 1,112,000 g/mol. Thermal
gravimetric analysis (TGA) was carried out with TGA 7 Perkin Elmer
thermogravimetric analyzer at 10 �C/min. Differential scanning
calorimetry (DSC) was performed using DSC 7 Perkin Elmer

differential scanning calorimeter calibrated with indium. Glass
transition and melting temperatures (Tg and Tm, respectively) were
measured according to running condition: the sample was
quenched to �80 �C, heated to 100 �C (first heating), cooled down
to �80 �C, and heated again (second heating). Thermograms were
recorded during the second heating cycle at 20 �C/min. Mass
spectrumwas recorded in electron ionizationmode at an ion source
temperature of 150 �C and an electron energy of 70 eV. Mass
spectrum was scanned from 50 to 2000 m/z.

3. Results and discussion

3.1. Phthaloylation of tryptophan

Tryptophanwas phthaloylated prior to conversion to compound
3 through the reaction between tryptophan and N-carbethoxyph-
thalimide under basic condition in high product yield of 98%. 1H
and 13C NMR data agreed with those of the literature [31,32]. The
melting point was checked by DSC and the onset of Tmwas found to
be 172.83 �C. CHN elemental analysis and mass spectrum agreed
with the theoretical structure. In FTIR spectrum, the phthaloylation
of amino group was characterized by disappearance of the strong
primary NeH stretching peak of tryptophan at 3400 cm�1;
however, the weak secondary NeH stretching peak of indole was
still observed. The two bands of C]O stretching at 1710 and
1774 cm�1 confirmed the two carbonyls of phthaloyl group. The
peak of C]O stretching of the carboxylic acid at 1710 cm�1 was
overlapped by that of the phthaloyl group.

3.2. Synthesis of esterified model compounds

Typically, highly regioselective copper-mediated 1,3-dipolar
cycloaddition between an azide group and a terminal alkyne
requires an access of 1,2,3 triazoles [33]. Thus, in this study the
feasible pathway was to fix the azido group onto the polymer

Table 2
Molecular characteristic results of copolymers and grafted copolymers.

Copolymers/Grafted copolymersa aCl3CL or aN3 or ReChCH]/
[3CL] Molar Ratio in Feed

[aCl3CL or aN3 or ReChCH]/
[3CL] Calculated Molar Ratiob

(Fgrafted)

% Yield Mn,theo
c Mn,NMR

b Mn,GPC
d Mw/Mn

d

P(3CL) e e 95.43 11,400 7737 9396 1.90
P(aCl3CL-ran-3CL)
P(10aCl3CL-903CL) 0.1 0.07 93.83 11,745 8902 10,805 1.96
P(20aCl3CL-803CL) 0.2 0.17 76.66 12,090 9085 9927 2.24
P(30aCl3CL-703CL) 0.3 0.25 88.89 12,435 6684 7550 2.20
P(aN33CL-ran-3CL)
P(10aN33CL-903CL) 0.1 0.09 87.53 11,810 9258 9869 2.09
P(20aN33CL-803CL) 0.2 0.18 78.78 12,220 10,226 9266 2.29
P(30aN33CL-703CL) 0.3 0.28 73.33 12,630 8852 7133 2.27
P((Nico-g-3CL)-ran-3CL)
P((10Nico-g-3CL)-903CL) 0.1 0.07 80.84 13,185 8034 11,246 1.70
P((20Nico-g-3CL)-803CL) 0.2 0.14 98.25 17,450 8731 7960 1.83
P((30Nico-g-3CL)-703CL) 0.3 0.24 98.11 17,059 5155 5675 1.62
P((PABA-g-3CL)-ran-3CL)
P((10PABA-g-3CL)-903CL) 0.1 0.06 98.56 13,321 12,533 10,455 1.88
P((20PABA-g-3CL)-803CL) 0.2 0.15 97.55 17,863 13,098 19,663 1.53
P((30PABA-g-3CL)-703CL) 0.3 0.25 96.34 17,460 11,052 18,047 1.75
P((Phatryp-g-3CL)-ran-3CL)
P((10Phatryp-g-3CL)-903CL) 0.1 0.07 94.70 15,237 19,789 13,982 1.56
P((20Phatryp-g-3CL)-803CL) 0.2 0.17 93.12 22,262 21,708 15,858 1.87
P((30Phatryp-g-3CL)-703CL) 0.3 0.27 95.14 23,099 24,788 12,029 1.88

a Abbreviations: Nico ¼ nicotinic acid, PABA ¼ p-aminobenzoic acid, Phatryp ¼ phthaloyltryptophan.
b Determined by 1H NMR spectroscopy.
c Mn;theo ¼

�½3CL�
½I� � 114Þ þ ð½aCl3CL�or½aN33CL�or½Alkyne�

½I� �Mn;aCl3CL or aN33CL or Alkyne

�
This value was calculated based on 100% conversion of monomer; where [3CL] is the molar

concentration of 3CL, [aCl3CL or aN33CL or alkyne] is the molar concentration of aCl3CL and aN33CL and alkyne, respectively. [I] is the molar concentration of the initiator (1,4-
butanediol), and Mn;aCl3CL or aN33CL or alkyne is the molecular weight of aCl3CL and aN33CL and alkyne, respectively.

d Determined by GPC.
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backbone (Fig. 3) and to esterify the model compound acids with 3-
butyn-1-ol using the coupling reaction with DCC and DMAP as
coupling reagents (Fig. 2) to provide terminal alkynyl ester deriv-
atives, which were characterized by NMR and FTIR spectroscopy as
described below.

3.2.1. Synthesis of but-3-ynyl nicotinate (1)
Under aforementioned conditions, but-3-ynyl nicotinate was

obtained in 83% yield. Compound 1 was identified by 1H NMR
using DMSO-d6 as solvent. The presence of the methyne proton
signal of the terminal alkyne at 2.86 ppm and signal group of the
methylene protons adjacent to the oxygen atom of ester group at
4.35 ppm in the spectrum confirmed the structure of but-3-ynyl
nicotinate. This result was further verified by a FTIR spectrum. The
CeH stretching peak of the terminal alkyne and C]O stretching
band of ester carbonyl were identified at 3264 and 1718 cm�1,
respectively. Also a weak signal of the C^C stretching was
observed at 2119 cm�1.

3.2.2. Synthesis of but-3-ynyl 4-aminobenzoate (2)
The coupling reaction according to 3.2 between PABA and 3-

butyn-1-ol gave but-3-ynyl 4-aminobenzoate in 65% yield.
Compound 2 was identified by 1H NMR in CDCl3. The spectrum
showed again the typical signal groups for the methylene protons
(COOCH2) at 4.38 ppm and the methyne proton (C^CH) at
2.04 ppm. The FTIR spectrum recorded in the KBr disc mode
showed also the CeH stretching of the terminal alkyne at
3288 cm�1 and, in addition, the NeH stretching of the anilino group
around 3400 cm�1. The peaks at 1685 and 1599 cm�1 were assigned
to the C]O stretching and NeH bending, respectively.

3.2.3. Synthesis of 3(2-N-phthalimido-2-(prop-2-ynyl acetayl)
ethyl)indole (3)

Phthaloyltryptophan (see 3.1) was esterified with 3-butyn-1-ol
to provide the terminal alkyne functional group according to 3.2 in
70% yield. Compound 3 was identified by 1H NMR in CDCl3. The
spectrum exhibited the characteristic signal group for the methy-
lene protons (COOCH2) at 4.70 ppm of the ester linkage and that of
the alkyne proton at 1.85 ppm. The FTIR spectrum showed the
corresponding CeH stretching of the C^CH group at 3270 cm�1

and the C]O stretching peak at 1738 cm�1.

3.3. Synthesis of P(aCl3CL-ran-3CL)

The aCl3CL unit was copolymerized at various molar ratios (0.10,
0.20, and 0.30) with 3CL monomer by ring opening polymerization
in the presence of the initiator 1,4-butanediol and the catalyst Sn
(Oct)2 (Fig. 3). The molar ratio of monomer to initiator and to
catalyst, respectively, was set to 100 each. The yield of the copol-
ymers was in each case higher than 70% with molar ratios of the
aCl3CL units calculated from 1H NMR which were in agreement
with the theoretical values.

The Mn,theo values were calculated based on 100% conversion
of the monomer, the Mn,NMR values in Table 2 according to [30]
with some modification. Both sets differ to a large extent from
each other. This fact might be explained by the electron with-
drawing property of the chloride atom in aCl3CL leading to
a higher reactivity of its lactone moiety in comparison to that of
3CL. This caused additional inter- and intramolecular trans-
esterifications during the optimized polymerization process at
the high temperature of 120 �C, which were particularly inevi-
table at the high 0.3 ratio of aCl3CL versus 3CL. The complete
molecular parameter set of the copolymers and grafted copoly-
mers are compiled in Table 2.

3.4. Synthesis of P(aN33CL-ran-3CL)

Conversion of the chloride pendants to azides was done prior to
grafting the model compounds along the polymer chain. P(aCl3CL-
ran-3CL) was substituted with sodium azide in DMF at room
temperature (Fig. 3) in an overnight reaction. The 1H NMR spec-
trum confirmed the complete conversion by means of the azide
methine signal (CHN3) at 3.85 ppm and the entire disappearance of
methyne proton signal (CHCl) at 4.25 ppm. The azide group was
also monitored by FTIR by means of the characteristic band at
2100 cm�1. The molecular weight of P(aN33CL-ran-3CL) was slightly
increased due to the azide substitution compared to that of P
(aCl3CL-ran-3CL) (Table 2).

Fig. 4. FTIR spectra of P((Nico-g-3CL)-ran-3CL) (A), P((PABA-g-3CL)-ran-3CL) (B), and P
((Phatryp-g-3CL)-ran-3CL) (C), respectively, in comparison with P(3CL) homopolymer, P
(aCl3CL-ran-3CL), P(aN33CL-ran-3CL), and alkyne terminated drug molecules. DBU as
base was used for the syntheses of (A) and (C), respectively, whereas TEA for that of (B).
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3.5. Engrafting of model compounds along P(aN33CL-ran-3CL) by
click reaction

The 3-butynyl ester derivatives of the three model compounds
nicotinic acid, PABA, and phthaloyltryptophan were engrafted onto

P(aN33CL-ran-3CL) backbone through copper-catalyzed Huisgen’s
1,3-dipolar cycloaddition reaction at 40 �C using CuI as catalyst and
DBU as base, (Fig. 3). Under monitoring by FTIR, the reaction was
completed after 4 h with the complete disappearance of azide peak
at 2100 cm�1 indicating the entire conversion of the pendent azide

Fig. 5. 1H NMR spectra of P((Nico-g-3CL)-ran-3CL) (A), P((PABA-g-3CL)- ran-3CL) (B), and P((Phatryp-g-3CL)-ran-3CL) (C), respectively. DBU as base was used for the syntheses of (A)
and (C), respectively, whereas TEA for that of (B).
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to the triazole ring which showed the characteristic peak at
1610 cm�1. Fig. 4 illustrates the FTIR spectra of all grafted copoly-
mers. In addition, the 1H NMR spectrum confirmed the cycloaddi-
tion by the methyne proton signal of the triazole ring at 7.7 ppm
and the disappearance of the methyne proton signal of azide
(CHN3) at 3.85 ppm.

The average molecular weight (Mn,NMR) of the grafted copoly-
mers and the molar fraction (Fgrafted) of the engrafted model
compounds were calculated according to equation (1) and 2, where
I represents the integration of the respective 1H NMR peaks
assigned in Fig. 5, and M the molecular weight of compound 1, 2, 3
(Malkyne), and the caprolactone unit (M3CL), respectively. All values
are summarized in Table 2 together with the calculated grafting
efficiencies (Fgrafted) which were higher than 80%.

Equation (1)
For nicotinic acid and PABA grafted P(3CL)

Mn;NMR ¼
h
IA �Malkyne

i
þ
h
1
2ID �M3CL

i

1
4IH

For phthaloyltryptophan grafted P(3CL)

Mn;NMR ¼ 2�

0
B@
h
IAþL �Malkyne

i
þ ½ID �M3CL�

IHþM � IAþL

1
CA

Equation (2)
For nicotinic acid and PABA grafted P(3CL)

Fgrafted�CL ¼ IA
1
2ID þ IA

For phthaloyltryptophan grafted P(3CL)

Fgrafted�CL ¼ IAþL
ID þ IAþL

3.5.1. Grafting of but-3-ynyl nicotinate (1) along the P(3CL)
backbone

But-3-ynyl nicotinate (1) was successfully grafted onto the
polymer backbone. Fig. 5A shows the 1H NMR spectrum of nicotinic
acid grafted P(3CL) with the characteristic peak of methyne proton
of caproyl unit adjacent to the triazole ring at 5.30 ppm (peak A),
while the former signal of themethyne proton adjacent to the azide
at 3.85 ppmwas missing. Further new peaks at 7.45, 8.30, 8.70 and
9.25 ppm were assigned to the protons of nicotinic pyridine ring.
These results were confirmed by characteristic peaks of C]C
stretching at 1590 cm�1, and of C]N stretching at 1625 cm�1 in the
FTIR spectrum originating from the overlapping vibrations of the
C]N bonds of the triazole and pyridine rings (Fig. 4A).

The molecular weights of the grafted polymers declined only to
a minor extent as compared to those of P(aN33CL-ran-3CL) and P
(aCl3CL-ran-3CL) (Table 2). In case of the graftednicotinic acid, at low
percent grafting, the Mn value was remarkably lower for 30% graft-
ing. However, the molecular weight distributionwas narrower than
those of the original polymers and the value of Mw/Mn and GPC
chromatogram showed a unimodal peak (data not shown). If one
considers the difference of Mn,theo and Mn,NMR, degradation must
have occurred. The nitrogen atom of the nicotinic pyridine ring acts
as an intramolecular nucleophile with its localized lone pair elec-
tron, cleaving the ester bond by attacking the carbonyl group during
the grafting step independent of the strength of the base used.
Therefore the extent of polymer degradation could not be mini-
mized, yielding short polymer unitswhich could not be precipitated
by cold hexane. This, finally, explains the unimodal GPC peak.

3.5.2. Grafting of but-3-ynyl 4-aminobenzoate (2) along the P(3CL)
backbone

For grafting but-3-ynyl 4-aminobenzoate (2) onto the polymer
backbone, DBU was initially used and acted as a base in the
cycloaddition reaction. Similar to grafting of nicotinic acid, the
reaction was complete after 4 h. At 10% grafting, the corresponding
grafted copolymer was attainable without degradation as seen by
an increase in Mn,GPC without broadening the polydispersity index
of molecular weight (PDI) compared to that of P(10aN33CL-ran-
3CL). Once the percent grafting of but-3-ynyl 4-aminobenzoate (2)
was increased to 20 and 30% in the presence of the strong non-
nucleophilic, sterically hindered base DBU [34,35], the PDI grew
dependently, only slightly raised for the 20% grafting copolymer
(data not shown). In contrast, for 30% grafting the GPC chromato-
gram showed a bimodal peak (Fig. 6), indicating a heterodispersed
molecular weight arising from polymer degradation by DBU base

Fig. 6. GPC chromatograms of P((PABA-g-eCL)-co-eCL) at 30% mole of PABA repre-
senting the products of the cycloaddition with TEA and DBU (d,▬),respectively, as
base.

Table 3
Thermal parameters of copolymers and grafted copolymers determined by DSC
thermograms.

Copolymers/Grafted copolymersa Tg (�C) Tm (�C)

P(3CL) Ndb 50.9
P(aCl3CL-ran-3CL)
P(10aCl3CL-903CL) �74.7 35.2
P(20aCl3CL-803CL) �52.6 36.4
P(30aCl3CL-703CL) �55.9 12.1
P(aN33CL-ran-3CL)
P(10aN33CL-903CL) �58.1 37.8
P(20aN33CL-803CL) �46.8 17.6
P(30aN33CL-703CL) �49.9 19.7
P((Nico-g-3CL)-ran-3CL)
P((10Nico-g-3CL)-903CL) �30.1 38.6
P((20Nico-g-3CL)-803CL) �27.5 ec

P((30Nico-g-3CL)-703CL) �13.6 e

P((PABA-g-3CL)-ran-3CL)
P((10PABA-g-3CL)-903CL) �41.0 37.1
P((20PABA-g-3CL)-803CL) �13.2 e

P((30PABA-g-3CL)-703CL) �5.6 e

P((Phatryp-g-3CL)-ran-3CL)
P((10Phatryp-g-3CL)-903CL) �15.1 e

P((20Phatryp-g-3CL)-803CL) e e

P((30Phatryp-g-3CL)-703CL) e e

Tg and Tm stand for glass transition and melting temperatures, respectively.
a Abbreviations: Nico ¼ nicotinic acid, PABA ¼ p-aminobenzoic acid,

Phatryp ¼ phthaloyltryptophan.
b Nd ¼ Not determined.
c e ¼ no peak observed.
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catalyzed nucleophilic ester cleavage in the polymer backbone
caused by the deprotonated amino group of the PABA aniline
fragment. This is leading to intra- and intermolecular
transesterifications.

When the milder base triethylamine (TEA) was used instead of
DBU, the extent of degradation of the easily degraded polymer
backbone was diminished. Therefore, TEA was further on used in
this study, leading to successful grafting PABA onto the polymer

chain. Under this modified condition the grafted copolymers at 20
and 30% showedmolecular weights which increased with the same
molecular weight distribution as compared to P(aN33CL-ran-3CL)
(Table 2). The GPC chromatogram confirmed this result with
a unimodal in stead of the bimodal peak.

The grafted copolymer was characterized by the 1H NMR signal
of the methyne proton of the triazole ring at 7.65 ppm and those of
the benzene protons of PABA at 6.65 and 7.85 ppm (Fig. 5B). The

Fig. 7. TGA profiles of copolymers and grafted copolymers at 20% molar ratio (d ¼ %weight loss; �∙�∙ ¼ 1st derivative).
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grafting was also confirmed by the FTIR spectrum with bands for
NeH stretching at 3400 cm�1, C]N stretching of the triazole ring at
1626 cm�1, and C]O stretching of the polyester polymer and ester
bond of the pendent PABA, at 1700 and 1725 cm�1, respectively
(Fig. 4B).

3.5.3. Grafting of phthaloyltryptophan by means of 3(2-N-
phthalimido-2-(prop-2-ynyl acetayl)ethyl)indole (3) along the
P(3CL) backbone

The phthaloyltryptophan by means of 3(2-N-phthalimido-2-
(prop-2-ynyl acetayl)ethyl)indole (3) was used as a large and bulky
representative to investigate the limitation of grafting onto P(3CL)
backbone through click reaction. However, this compound could be
completely attached along P(3CL) after 4 h using the same condi-
tions as for engrafting of nicotinic acid. The 1H NMR spectrum
showed the characteristic signal of triazole proton (Fig. 5C),
together with the typical set of signal groups of phthaloyl-
tryptophan between 6.9 and 8.0 ppm coinciding with the absence
of methyne proton signal of the former azide (CHeN3) at 3.85 ppm.
The FTIR spectrum (Fig. 4C) also confirmed the successful click
reaction by means of the NeH stretching peak at 3400 cm�1 and
the two C]O stretching bands at 1710 and 1774 cm�1 of the
phthaloyl group.

The molecular weight of the grafted copolymer calculated from
1H NMR and GPC gradually increased according to the increasing
number of grafted units. Its distributionwas narrower than that of P
(aN33CL-ran-3CL) (Table 2). Unlike to the grafted PABA, DBU did not
cause any severe chain degradation according to GPC results, since
the indole ring proton is less acidic and sterically hindered by the
phenyl ring and hardly converted to the nucleophilic species.
However, this steric effect did not disturb the completeness of
grafting reaction. In contrast, Riva et al. [12] were only able to
engraft a linear macromolecule, PEO, on the P(3CL) backbone to just
40% probably due to stronger sterical interaction between two
macromolecules than in the case of phthaloyltryptophan with
complete of engrafting.

3.6. Thermal properties of the copolymers and grafted copolymers

The thermal properties of the grafted copolymers were
measured with DSC and TGA and compared to those of the original
P(aN33CL-ran-3CL) and P(aCl3CL-ran-3CL). The glass transition
temperature Tg and melting temperature Tm values characterizing
the polymorphic properties of the copolymers are summarized in
Table 3 indicating their semisolid form. In case of an undetectable
Tms the polymer is amorphous. In some cases of destructible
polymers Tgs cannot be detected. The Tgs values of P(aN33CL-ran-
3CL) and of P(aCl3CL-ran-3CL) tend to increase with increasing
molar ratio of substituted units, meanwhile their Tms tend to
decline.

The increase of grafted units in the copolymer resulted in the
change of thepolymorphic form fromsemi-crystalline to amorphous,
altering their thermal properties. At 10% grafting of nicotinic acid and
PABA, respectively, the Tmwasobservablewhile athigher ratios itwas
undetectable. In case of grafting phthaloyltryptophan, Tm was not
detected at all grafting ratios. Thus, conversion from polymorphic to
amorphous form of these kinds of copolymers goes with their size
and/or with the increasing number of substituted units.

To investigate the thermal degradation of the copolymers in
comparison with the grafted copolymers, TGA profiles were recor-
ded. Fig. 7 illustrates TGA profiles of copolymers and grafted copol-
ymers at 20% molar ratio. The thermograms of P(aN33CL-ran-3CL)
and P(aCl3CL-ran-3CL) show different thermal degradation pattern.
Although, the starting degrading temperature of both copolymers at
around 200 �C was similar, in case of P(aCl3CL-ran-3CL) the main

degradation peak appeared at around 335 �C followed by a small
degradation peak, a moderate degradation peak at 370 �C, and by
a small broad degradation peak starting at 460 �C. In contrast, P
(aN33CL-ran-3CL) showed a small degradation peak at 270 �C
attributed to the initial rupture of azide (NeN2) [36,37] and an
extensive weight loss was found at 350 �C followed by moderate
degradation peaks at 400 �C. In case of the grafted copolymers, the
thermal degradation pattern of P((Nico-g-3CL)-ran-3CLwas the same
as that of P(aN33CL-ran-3CL). The thermogram of P((PABA-g-3CL)-
ran-3CL exhibited only two main degradation peaks, an extensive at
320 �C and a moderate one at 370 �C. the latter one being stronger
than that of P(aN33CL-ran-3CL) at comparable temperature. For P
((Phatryp-g-3CL)-ran-3CL, the extensive degradation started at
370 �C while the second degradation step was shifted to about
550 �C. According to these results all copolymers and grafted
copolymers are thermally stable to about 200 �C in dried state.

From these combined results it can be concluded that the
thermal properties of the grafted copolymers are largely governed
by the type of grafted bioactive model compound at the polymer
backbone. The larger bioactive molecule altered the thermal
properties stronger than the smaller type. In addition, an increasing
amount of grafted model compound changed the structure of the
grafted copolymer to the amorphous form.

4. Conclusion

Three bioactive model compounds (nicotinic acid, PABA, and
phthaloyltryptophan) were successively grafted onto the P(3CL)
backbone through copper-catalyzed Huisgen’s 1,3-dipolar cyclo-
addition or the “click reaction”. Under very mild conditions, the
reaction could preserve the length of the polymer backbone.
However, reflecting the type of the model compound containing
either a protic or a nucleophilic group the type of base used in the
reaction is the critical issue since in combination they may
possibly lead to intra- or intermolecular transesterification and
thus induce the polymer chain degradation. Several types of
model compounds could be grafted along the polymer backbone
by varying amounts of the aCl3CL units on the backbone. The
molecular size of the compounds modified the physicochemical
and thermal properties of the grafted copolymers compared to
the copolymer. The grafted copolymers could be identified by
FTIR, NMR, and GPC analysis. Derived from this accomplishment,
various kinds of drugs including cytotoxic drugs, peptides and
proteins, could probably be grafted along the polymer backbone
in ongoing research in order to modify the physicochemical
properties of drugs and also of macromolecular carriers to be
more suitable for drug delivery applications. The conjugation of
these grafted copolymers with other polymeric carriers such as
PEG and nanoparticles prepared from these grafted copolymers
are being under investigation to gain more efficient drug delivery
systems.
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Abstract 

 Nanotechnology is a straightforward strategy for the development of drug delivery 

systems. Poly(caprolactone) (PCL) has been used as a hydrophobic biodegradable polymeric 

core of nanoparticles for encapsulation of various kinds of self-problematic drugs. In this 

study, PCL was fabricated by ring opening polymerization and the nanoparticles were then 

obtained by solvent diffusion and evaporation method using Tween 80 and Span 80 as 

surfactants and Poloxamer 188 as a stabilizer. Ibuprofen and indomethacin were encapsulated 

into the PCL nanoparticles to observe the effect of molecular characteristics on the 

physicochemical properties of the nanoparticles. The results showed that the characteristics of 

encapsulated drugs profoundly affected the physicochemical properties of the nanoparticles. 

After incorporation of drug, indomethacin provided smaller particle size, less size 

distribution, and more negative surface charge as compared to ibuprofen, probably due to the 

individual effect on the polymer and surfactant during nanoprecipitation. Also, %yield, 

%entrapment efficiency and %drug loading of indomethacin-loaded nanoparticles were 

higher than those of ibuprofen-loaded nanoparticles at all drug:polymer ratios. The result 

indicated that the hydrophilic small molecular drug, ibuprofen, was less efficiently entrapped 

in the system than the hydrophobic larger molecular drug, indomethacin, due to the drug 

leakage during incorporation process by nanoprecipitation method. Thus, it can be concluded 

that the different physicochemical properties of drug profoundly have individual effect on the 

drug-loaded PCL nanoparticles.  

 
 

Key words: indomethacin, ibuprofen, poly(caprolactone), nanoparticle 

 

 

Original Article      Mahidol University Journal of Pharmaceutical Science 2010; 37 1-2, 17-27  

*Corresponding author: Faculty of Pharmacy, Mahidol University, 447 Sri-Ayudhaya Road., Bangkok 10400, Thailand. 

E-mail: pyvbp@mahidol.ac.th 

 

mailto:pyvbp@mahidol.ac.th


INTRODUCTION 

 Over the past periods, nanotechnology 

has been enormously gained an attention in 

the field of drug delivery system. Stemming 

from the extremely small size of this system, 

the therapeutic efficiency of drug loaded in 

this system is enormously improved. Many 

attempts have been considerably utilized to 

fabricate the nanoparticles as effective         

and efficient nano-carriers to overcome               

the limitation of drug administration; for 

instances, to surpass the physiological barrier, 

to precisely deliver to the targeted tissue or 

organ, to controllably extend the desired 

residence time, to enhance the therapeutic 

benefit, and to minimize the undesirable 

side effect
1
. Several kinds of core shell 

particles have been fabricated to incorporate 

the drugs such as solid lipid, natural, and 

synthetic polymers
2-11

 by the different 

methods developed for the achievement of 

highly effective carriers for each kind of 

drug. Among the synthetic polymers, 

polyester is one of interest for medical and 

pharmaceutical purposes due to its 

biodegradable and biocompatible properties. 

Poly(caprolactone) (PCL) is a good candidate 

in this group and has been remarkably 

applied for the development of carriers 

since it shows semi-crystalline, highly 

permeable, and slowly degradable both            

in vitro and in vivo properties
12-14

. The 

characteristics of carriers made from PCL 

can be desirably modulated by, for examples, 

covalently bonding or physically blending 

with other polymer etc. Up to present, the 

PCL carriers have been developed to 

deliver various kinds of pharmacological 

actives, including antibiotics
15

, antifungals
16

, 

vaccines
17

, anticancer drugs
18,19

, sunscreen 

agents
20

, anticonvulsants
21

, and DNA
22

.  

 Ibuprofen (IB) and indomethacin 

(IN) (Figure 1) are weak acid non-steroidal 

anti-inflammatory drugs (NSAIDs) available 

in the market. Typically, these drugs are 

orally effective in medical treatment               

of osteoarthritis, rheumatoid arthritis, 

inflammations, and a variety of pains
23

. 

Nevertheless, the major side effect of such 

drug is known to irritate the GI tract. 

These drugs are classified according to  

  

their structure, into the different group. IB 

is classified in propionic acid derivatives 

and IN is acetic acid derivatives
24,25

. 

Regarding their structures, IN contains 

methylated indole ring which is not found 

in IB. This distinguished structure results 

in the different characteristics in molecular 

volume and numbers of functional group 

to form bonding
26

. 

 In general, one consideration concerning 

the development of nanocarrier is the 

compatibility between incorporated drug 

and polymeric core referring to miscibility 

and/or interaction without alteration in 

chemical structure. Not only the nature of 

nanostructure core but also the molecular 

characteristic of drug can affect the 

properties of the system, such as stability, 

drug loading capacity, drug entrapment 

efficiency, and drug release profiles, 

proceeding through the interaction between 

drug and polymeric core involving van der 

Waals force, dipole-dipole interaction, and 

hydrogen bonding
27-29

. Therefore, it is in 

consideration that various characteristics of 

drugs and polymers can possess the 

interaction that leads to differences in the 

characteristics of the carriers including micro- 

and nanoparticles. To the best of our 

knowledge, the comparison between different 

structure of these two NSAIDs (IB and IN) 

affected the characteristics of PCL 

nanoparticles has not been studied. Therefore, 

the present study aimed to investigate the 

structural effect of these two drugs on the 

physicochemical characteristics of PCL 

nanoparticles after drug-incorporation. In 

this study, PCL was synthesized by ring 

opening polymerization (ROP) and its 

characteristic was then evaluated by NMR 

spectroscopy and gel permeation chromatography 

(GPC). The PCL nanoparticulate dispersion 

was prepared by solvent diffusion and 

evaporation technique using Tween 80 and 

Span 80 as a pair of surfactants, and 

Poloxamer 188 as a stabilizer. Subsequently, 

IB and IN at the various drug and polymer 

ratios were loaded into the PCL nanoparticles 

to study the effect of their molecular 

structures on the physicochemical properties 

of the nanoparticles.  
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Figure 1. Structure of ibuprofen and indomethacin. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

Materials 

 ε-Caprolactone monomer (CL; Aldrich, 
Steinheim, Germany) was stirred over 
calcium hydride for 48 h and distillated prior 
to use. 1,4-Butanediol, poloxamer 188 
(PL188), polysorbate 80 (Tween 80, TW80), 
and stannous (II) octanoate (Sn(Oct)2) were 
obtained from Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Germany. Sorbitan oleate (Span 80, SP80) 
was purchased from Croda Iberica SA, 
Barcelona, Spain. Milli-Q water was used 
by purification with a Synergy

®
 (Millipore, 

Molsheim, France). Other organic solvents 
were used as received. Acetonitrile and 
methanol were of HPLC grade from Merck 
(Damstadt, Germany). Glacial acetic acid 
(100%) was purchased from VWR 
International S.A.S, Damstadt, Germany. 
Ibuprofen and indomethacin were kindly 
gifted from Vita Co. Ltd, Bangkok, Thailand, 
and Government Pharmaceutical Organization 
(GPO), Bangkok, Thailand, respectively. 

Polymerization 

 CL monomer (1.14 g, 10 mmole) 
was polymerized by ROP using one-tenth 
molar equivalence (compared to mole of 
monomer) of 1,4-butanediol as an initiator 
and Sn(Oct)2 as a catalyst

30-32
. The mixture 

in the reaction flask was evacuated for 15 
min and the reaction was processed in an 
oil bath at 120

o
C for 6 h under argon 

atmosphere. The crude polymer was purified 
by precipitation in cold hexane and dried in 
vacuo overnight.  

Polymer characterization 

 1
H-NMR spectrum was recorded in 

FT-mode with Bruker Avance 300 apparatus 

(Bruker corporation, Rheinstetten, Germany) 

using CDCl3 as a solvent. Number- and 

weight-average molecular weights (Mn 

and Mw, respectively) of polymer were 

evaluated by a Water 150-CV GPC (Waters 

Corporation, Massachusetts, USA) equipped 

with refractive index detector. The polymer 

was eluted from 2 columns of PLgel 10 µm 

mixed B (Varian, Inc., California, USA) 

using tetrahydrofuran (THF) as a solvent. 

The molecular weight values were 

calculated relative to those values of 

polystyrene standards calibrated in the range 

of 4,490–1,112,000 g/mole. 

Nanoparticle preparation 

 Fifty milligrams of PCL was dissolved 

in THF containing SP80. An organic solution 

was gently added to an aqueous phase 

containing TW80 and PL188 under magnetic 

stirring. The solvent was removed under 

reduced pressure. The final volume of 

dispersion was adjusted to the initial volume. 

The aggregates were filtered out through 

0.45 μm cellulose acetate membrane filter 

(Millipore, Schwalbach, Germany). The 

lyophilized powder was obtained after freeze 

drying process. In case of drug loaded 

nanoparticles, an accurate amount of drug 

(Table 1) was initially added into polymer 

solution, and the loaded nanoparticles were 

prepared as previously described.  
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       Table 1. Compositions of the preparation of the nanoparticles 

 

Formulations D:P Ratio
a
 

Weight (mg) 

PCL TW80 SP80 PL188 Drug 

Blank 0:10 50 25 25 25 - 

IB/IN-NP-2 2:10 50 25 25 25 10 

IB/IN-NP-3 3:10 50 25 25 25 15 

IB/IN-NP-4 4:10 50 25 25 25 20 

IB/IN-NP-5 5:10 50 25 25 25 25             
  

             a
Drug:PCL polymer ratio 

 

 

Nanoparticle characterization 

 The particle size, polydispersity 

index (PDI) and zeta potential of the obtained 

nanoparticles were measured by Photon 

Correlation Spectroscopy (PCS) using 

Zetasizer 3000 HSA (Malvern Instruments, 

Malvern, UK). The measurements were 

analyzed with HeNe laser (633 nm, 90
o
 

angle) at 25
o
C. 

Drug loading and entrapment efficiency 

 The nanoparticle dispersion was 

transferred into Microcon Ultracel YM-30 

tube (MW cut-off 30,000 Dalton) (Millipore, 

Schwalbach, Germany) and centrifugally 

filtered at 16,000 rpm for 10 min. The 

amounts of drug in the lyophilized powder 

and in the filtrate were analyzed by HPLC 

method. The difference of the amount of drug 

between in lyophilized powder and in 

filtrate was used to calculate the amount of 

drug incorporated in the nanoparticles. 

The yield, drug loading and entrapment 

efficiency were calculated according to the 

following equations (eq. 1-3): 

Quantitative analysis of drug 

 The amount of drug was quantitatively 

analyzed by HPLC assay using HPLC 

spectroscopy (Shimadzu Corporation, Kyoto, 

Japan) consisting of an autoinjector SIL-

10A and a pump LC-10AD (Shimadzu 

Corporation, Kyoto, Japan). The quantity 

of eluted drug through a reverse phase 

Hypersil ODS column, 5 µm particle size, 

250×4.6 mm (Thermo Scientific, Massachusetts, 

USA) was detected at 264 nm for IB              

and 254 nm for IN using a UV  

detector (Shimadzu SPD-10AV, Shimadzu 

Corporation, Kyoto, Japan). The mixture 

of methanol: water: acetronitrile: acetic 

acid (35:55:10:1) was used as a mobile phase 

at the flow rate of 1.4 and 1.2 ml/min for 

IB and IN, respectively.  

Data analysis 

 The data are present mean values± 

standard deviation (SD). Significance of 

difference was evaluated using Student’s 

t-test and one-way ANOVA at the 

probability level of 0.05. 

 

 

                               100
   

Amount of  lyophilized nanoparticles
% Yield

Initial amount of  total solid content
                            (1) 

                            100
Amount of  drug in nanoparticles

% Drug Loading  
Amount of  lyophilized nanoparticles

             (2) 

                            100
 

Amount of  drug in nanoparticles
% Entrapment Efficiency

Amount of  drug fed initially
         (3)                                
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RESULTS AND DISCUSSION 

Synthesis of poly(caprolactone) 

 PCL was synthesized by ROP method 

using 1,4-butanediol and Sn(Oct)2 as an 

initiator and a catalyst, respectively. Figure 2 

demonstrates NMR spectrum of the 

synthesized PCL. The Mn,theo and Mn,NMR were 

calculated based on theory and 
1
H-NMR 

integral value according to the eq. 4 and 5, 

respectively, as shown belows:   

             
 

114, 
I

CL
M theon

                (4)      

          114
2

, 



F

A
NMRn

I

I
M                          (5) 

where [CL] and [I] are the molar 

concentrations of CL monomer and initiator, 

respectively. IA and IF are the integrals of 

methylene proton at 2.30 ppm (peak A, 

Figure 2) and 3.65 ppm (peak F, Figure 2),  

  

 

respectively. A factor of 114 refers to the 

molecular weight of CL monomer. 

 The molecular weight value was 

well agreed with the theoretical value as 

shown in Table 2. The value of Mn,GPC was 

the highest among the other molecular 

weights due to the fact that this value was 

relatively calculated using polystyrene as a 

calibration standard. In general, the molecular 

weight determined from polystyrene 

calibration by GPC technique according to 

Mark-Houwink equation is approximately  

two times the actual molecular weight as 

previously reported
32,33

. The Mw/Mn indicated 

the broad molecular weight distribution of the 

synthesized polymer due to the 

transesterification during the polymerization 

at high temperature and such broad value 

was generally obtained when using 

Sn(Oct)2 and bi-functional alcohol as a 

catalyst and an initiator, respectively
31,32

.

 
 

Figure 2. 
1
H-NMR spectrum of the synthesized PCL 
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               Table 2. The molecular characteristics of the synthesized PCL 

 

Composition Mn,theo M
a
n,NMR M

b
n,GPC M

b
w,GPC Mw/Mn

b
 

PCL 11,400 10,643 14,369 9,934 1.45 

                    
     

                           adetermined by 1H-NMR spectroscopy 
                           bdetermined by GPC 

Nanoparticle formation 

 To prepare nanoparticles of PCL 

having hydrophobic core, the stabilizer was 

essentially involved in the formulation. 

Typically, TW80 and SP80 have been used to 

stabilize emulsion in topical medication. In 

our preliminary study, it was found that 

the use of this pair of surfactants could not 

stabilize PCL nanoparticles in an aqueous 

dispersion. PL188, which is widely used 

as a steric stabilizer in the formation of 

polyester nanoparticles, was added in the 

formulation to additionally stabilize the 

PCL nanoparticles. The particle size of the 

blank nanoparticles was found to be 219 

nm with negative surface charge (approx. -

16 mV) (Table 3). Figure 3 illustrates the 

effect of D:P ratio on the particle size and 

zeta potential of the nanoparticles. After 

incorporation of IB, the particle size and 

PDI gradually increased when D:P ratio 

increased. In the meantime, increasing D:P 

ratio tentatively increased the particle size 

of the IN-loaded nanoparticles and the 

PDI increased with the increasing particle 

size. This might be due to the fact that 

increasing D:P ratio led to more amount of 

drug incorporated into the polymeric core 

of the nanoparticles as can be seen from 

%DL that at the constant amount of solid 

content, increasing the drug added resulted 

in the increase in %DL (Figure 4B). The 

particle size of IB-loaded nanoparticles 

was significantly larger than that of IN-

loaded nanoparticles although IN displays 

the higher molar volume than IB indicating 

the bigger molecular size of IN (209.8 

mL/mole for IN and 195.5 mL/mole for 

IB
34

). According to the molar volume, it was 

anticipated that the particle size of IN-

loaded nanoparticles would be larger than 

IB-loaded nanoparticles. However, the  

 

 

opposite result was obtained probably due 

to the fact that the different characteristic 

of drug may have an individual effect              

on the polymer and SP80 during the 

incorporation process, based on the 

nanoprecipitation method, resulting in the 

slightly compacted polymeric core
35,36

.  

 As compared to the surface charge 

of the blank nanoparticles, after loading 

IB, the surface charge of the IB-loaded 

nanoparticles was not affected by the 

presence of IB. On the contrary, IN 

suppressed the surface charge of the 

nanoparticles to be more negative than 

that of the blank nanoparticles and also IB-

loaded nanoparticles (Table 3). The more 

negative charge of IN-loaded nanoparticles 

was presumably contributed to some extent 

of IN molecules which deposited nearby the 

surface of nanoparticles. Since a pair of 

surfactants was used to stabilize the 

nanoparticles during the nanoparticle 

formation, the molecule of IN might be 

inserted between the interface of 

nanoparticles thereby affecting the surface 

charge of particle. The more negative 

charge of drug-loaded nanoparticles has 

been previously reported with increasing 

D:P ratio and %DL, unfortunately no 

explanation has been stated
37,38

. From the 

results, the higher %DL of IN than IB at 

all D:P ratios led to the more negative 

charge of IN- than IB-loaded nanoparticles. 

Nonetheless, the more negative charge of 

nanoparticles did not correlate to the 

increasing %DL of both loaded drugs in 

nanoparticles which may be due to the 

increment in size distribution as particle 

size increased. Thus, it may be deduced 

that the characteristics of entrapped drug 

independently affected the surface charge 

of nanoparticles depending on amount of 

drug deposited on the surface of particle. 
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Table 3. The physicochemical characteristics of nanoparticles 

 

Formulations D:P Ratio
a
 Size

b
 (nm) PDI

 b
 Zeta Potential

 b
 (mV) 

Blank 0:10 219± 5 0.071±0.030 -16.2±6.4 

IB 

IB-NP-2 2:10 257±9 0.036±0.009 -19.5±6.5 

IB-NP-3 3:10 312±10 0.162±0.034 -14.3±6.4 

IB-NP-4 4:10 391±4 0.453±0.040 -19.1±6.4 

IB-NP-5 5:10 421±7 0.358±0.037 -17.3±6.5 

IN 

IN-NP-2 2:10 278±8 0.035±0.019 -25.9±6.4 

IN-NP-3 3:10 260±11 0.036±0.017 -27.6±6.5 

IN-NP-4 4:10 309±10 0.198±0.037 -25.1±6.5 

IN-NP-5 5:10 293±10 0.119±0.017 -24.1±6.5 
 

a
 Drug:PCL polymer ratio 

b
The experiments were performed in triplicate and the values are expressed as mean±SD. 

 

 

Figure 3. The effect of drug:PCL polymer ratio (D:P ratio) on the particle size (A) and 

zeta potential (B) of the ibuprofen- and indomethacin-loaded nanoparticles. 

*Statistically significant different comparing between the different drug at 

the same D:P ratio (n=3). 

 

Drug loading and entrapment efficiency 

 Figure 4 shows the effect of D:P 
ratio on %yield, %DL, and %EE of the 
drug-loaded nanoparticles. From Figure 
4B, it was found that the values of %DL 
of the two drugs loaded nanoparticles 
significantly increased when increasing the 
D:P ratio (p-value < 0.05) indicating the 
increase in the amount of drugs incorporated 
into the nanoparticles. However, %yield 
(Figure 4A) and %EE (Figure 4C) of the 
IB-loaded nanoparticles gradually decreased 

(p-value < 0.05) while these values of the 
IN-loaded nanoparticles increased and 
reached the maximum values at 3:10 ratio 
(p-value < 0.05). The decreases in %yield 
and %EE were due to the calculation of 
both values based on the total solid content at 
initial feeding. Increasing D:P ratio increased 
the total solid content, whereas the amount 
of drug entrapped was not linearly 
increased with D:P ratio. From the results, 
the D:P ratios of IB- and IN-loaded 
nanoparticles, at which the highest %EE 
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and %yield were obtained, were found to 
be 2:10 and 3:10, respectively. The 
significant difference in loading capacity and 
entrapment efficiency between IB and IN 
could be explained by the great difference 
in an aqueous solubility of both drugs. 
Due to the higher solubility of IB in water 
(approx. 0.23 mg/mL

5
), the IB molecules 

were preferable more dissolved in water 
during the nanoparticle formation and less 
partitioned into hydrophobic core resulting 
in the less amounts entrapped in hydrophobic 
core. In contrast, IN showed the higher 
entrapment in hydrophobic core due to the 
less solubility in water (~ 0.016 mg/mL

39
). 

The obtained result is consistent with the 
previous report on the lower drug loading and 
entrapment efficiency of the hydrophilic 
drug, such as ibuprofen and ketoprofen,                 
in nanoparticles using nanoprecipitation 
method as compared to the lipophilic drug, 
i.e. indomethacin and cyclosporine

40,41
. 

Therefore, it can be deduced that the 
solubility of drug greatly affected the loading 
capacity and entrapment efficiency rather  
 

than the other characteristics when the 
preparation of drug-loaded nanoparticles 
based on the nanoprecipitation technique.  

In the current work, the 
nanoprecipitation method was applied             
to prepare the nanoparticles. With this 
technique, it has been well-documented 
that it is basically based on the interfacial 
turbulence and the diffusion process of 
organic phase into water phase

42,43
. Once 

the polymeric solution gently added into 
aqueous phase, the solvent diffuses to 
aqueous medium taking together with the 
dissolved polymer and then the hydrophobic 
polymer solidifies leading to the hydrophobic 
polymeric core of nanoparticles. Therefore, 
the solvent-water, solvent-polymer, and 
water-polymer interactions have to be taken 
into account for the determining factors of 
the characteristic of nanoparticles

44-46
. 

Also, the possible interaction of loaded 
drug to the other components occurring 
during the nanoprecipitation can affect the 
characteristic of drug-loaded nanoparticles 
as described earlier in each section. 

 
 

Figure 4. The relationship between drug:PCL polymer ratio (D:P ratio) with % yield,   

% drug loading, and % entrapment efficiency. *Statistically significant different 

comparing between the different drug at the same D:P ratio (n=3). 
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CONCLUSION 

 PCL polymer synthesized by ROP 
could be formulated as the nanoparticles 
using TW80 and SP80 as surfactants and 
PL188 as a steric stabilizer with the particle 
size as small as 219 nm. After drug loading, 
the physicochemical properties of drug-
loaded nanoparticles, namely particles 
size, size distribution, and zeta potential, 
did greatly depended on the different 
characteristics of incorporated drug. Besides, 
the different aqueous solubility of both drugs 
affected the entrapment efficiency and 
loading capacity of the PCL nanoparticles. 
The less soluble drug, IN, was higher 
entrapped in the hydrophobic core of the 
PCL nanoparticles as compared to IB. The 
results showed that the highest %EE and 
%yield were obtained at drug to PCL 
polymer ratio of 2:10 and 3:10 for IB and 
IN, respectively, and the highest loading 
capacity was attained at 5:10 for both drugs. 
It can be concluded that the physicochemical 
property of drug individually affects the 
characteristics of drug-loaded nanoparticles 
and should be concerned for the 
development of drug-loaded nanoparticles.  
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Abstract 

This study aimed to investigate the effect of various amount of nicotinic acid grafted 

along (poly(ε-caprolactone))2-poly(ethylene glycol) copolymer on nanoparticle 

characteristics. Ibuprofen and indomethacin represented two different molecular 

characteristics which were chosen as model drugs to incorporate to the nanoparticles. 

The grafting nicotinic acid potentially influenced the physicochemical properties of 

the nanoparticles in terms of particle size, drug loading capacity, and release profile. 

The increasing amount of grafting nicotinic acid increased the particle size as a 

consequence of an increase in hydrophobic property of copolymer. The enhancement 

of loading capacity of both drugs was contributed to the presence of grafting nicotinic 

acid as compared to the nanoparticles without grafting nicotinic acid. However, no 

correlation of amount of grafting nicotinic acid and loading capacity was observed. 

The release characteristic of both drugs was fitted to Higuchi model indicating 

Fickian’s diffusion. The release characteristic of indomethacin was mainly depended 

on the crystalline property of copolymer whereas that of ibuprofen was additionally 

contributed to the hydrogen bonding between drug and the grafted copolymer. These 

contributing factors were resulted from the presence of grafting nicotinic acid along 

the copolymer backbone. 

 

Keywords  

Ibuprofen, indomethacin, nanoparticle, nicotinic acid, poly(ε-caprolactone), 

poly(ethylene glycol) 
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1. Introduction 

Poly(ε-caprolactone)-co-poly(ethylene glycol) copolymer (PCL-PEG) has been 

extensively studied and developed as drug delivery systems including microparticles 

and nanoparticles (Gou et al. 2009; Huang et al. 2008; Lee et al. 2009; Nguyen and 

Nguyen 2010; Vroman et al. 2007a; Zhang et al. 2004a; Zhou et al. 2003). Owing to 

the amphiphilic property of this copolymer, it showed advantages over PCL polymer 

such as self-assembly forming particulate carriers, decreased uptake by the liver and 

kidney, and prolonged retention in the blood (Alexis et al. 2008; Chausson et al. 2008; 

Gou et al. 2009; Hu et al. 2003; Peng et al. 2008; Shenoy and Amiji 2005; Wei et al. 

2009b; Zhang et al. 2004b; Zhang and Zhuo 2005). As a result, they have been used 

to encapsulate various kinds of drug to overcome the drawback of drug, to bypass the 

limitation of conventional dosage form, or to offer controlled release action (Wei et 

al. 2009a). 

To increase efficacy for drug delivery, the functionalized polymers have been 

substantially synthesized (Lou et al. 2003; Riva et al. 2008; Trollsas et al. 2000; 

Vroman et al. 2007b). Their physicochemical properties in terms of polymer 

behaviors and colloidal characteristics have been investigated to augment the 

efficiency of drug delivery carrier. It is widely known that any functional groups 

attaching along polymer backbone influence directly on the polymer property and 

indirectly on the nanoparticle property (Sinko 2006). Hence, all attaching functional 

groups may provide the unique polymer characteristics and play an important role in 

drug delivery systems. A few reports have established the effect of copolymer 

composition on drug loading capacity and release profile, for example pegylated 
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poly(lactide) functionalized with carboxylic group (Lee et al. 2004) and 

polyphosphazenes attached with ethyl tryptophan (Zhang et al. 2006a) etc. Therefore, 

it led to an interest to modify PCL-PEG copolymer by attachment of a functional 

group, which could affect the properties of the nanoparticles formed by this modified 

copolymer.  

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) is one of the most widely used 

medicines for the treatment of osteoarthritis, rheumatoid arthritis, inflammations, and 

a variety of pains (Simon 2002). Among many NSAIDs, ibuprofen (IBU) and 

indomethacin (IND) are commonly used which have the different physicochemical 

characteristics in terms of molecular size, water-solubility, and molecular structure. 

These two drugs with different properties were chosen to investigate the compatibility 

and interaction with the copolymers which may be ultimately responsible for the drug 

loading and release characteristics. The interaction may involve Van der waal force, 

dipole-dipole interaction, and hydrogen bonding (Van Krevelen and Te Nijehuis 

2009). Not only the nature of carrier but also the molecular characteristic of drug can 

affect the properties of carriers, such as stability, drug loading capacity, drug 

entrapment efficiency, and drug release profile (Liu et al. 2004; Nair et al. 2001; 

Sarisuta et al. 1999). Therefore, various characteristics of drugs and polymers can 

possess the interactions that lead to differences in the characteristics of carriers. 

Our previous reports have demonstrated the effect of the different characteristics of 

grafting pharmacologically active compounds (nicotinic acid (NI) and p-

aminobenzoic acid) on the feasibility of grafting reaction on (poly(ε-caprolactone))2-

co-poly(ethylene glycol) copolymer ((PCL)2-PEG) (Suksiriworapong et al. 2011). It 

was reported that the properties of NI grafted copolymer ((P(NICL))2-PEG) depended 

on the amounts of grafting NI on the copolymer. Therefore, it is of interest to 
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investigate an influence of the grafted copolymer on the physicochemical properties 

of the nanoparticles.  

In this study, we aimed to investigate the effect of grafting NI along (PCL)2-PEG 

copolymer on nanoparticle formation and characteristics. (PCL)2-PEG copolymers 

containing various amount of grafting NI were used to prepare the nanoparticles. The 

physicochemical properties of (P(NICL))2-PEG nanoparticles in terms of particle size, 

morphology, surface charge, and toxicity were evaluated in comparison with (PCL)2-

PEG nanoparticles. Subsequently, IBU and IND were chosen as model drugs and 

loaded at various drug to polymer ratios. The effect of characteristics of drug and the 

grafted copolymer on physicochemical properties of drug loaded nanoparticles was 

investigated in terms of drug loading capacity, release characteristic, and possible 

interaction between the drug and the grafted copolymer. 

2. Materials and Methods 

2.1 Materials 

NI (Ajax Finechem, New south wales, Australia) was used without purification. But-

3-ynyl nicotinate was synthesized as previously reported (Suksiriworapong et al. 

2010a). Azide pending (PCL)2-PEG copolymer ((P(N3CL))2-PEG) was fabricated 

according to our reported procedure (Suksiriworapong et al. 2011). Copper (I) iodide 

(CuI), 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene (DBU), L-glutamine, fetal bovines serum 

(FBS) were purchased from Sigma-Aldrich Chemicals (Steinheim, Germany). MTT 

(3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide) was obtained 

from Fluka Chemie (Steinheim, Germany). Milli-Q water was used by purification 

with a Synergy® (Millipore, Molsheim, France). IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco 

Medium) was obtained from Biochrom AG (Berlin, Germany). 

Penicillin/streptomycin (Hoechst, Germany), sodium-dodecyl-sulfate (SDS) (MP 
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Biochemicals, LLC, Heidelberg, Germany), trypsin (Difco, Germany), 100 % Acetic 

acid (VWR International S.A.S, Darmstadt, Germany), and other organic solvents 

were used as received. HUVECs (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) were 

isolated from human umbilical cord donated from Nordwest Krankenhaus (Nordwest 

Hospital, Frankfurt, Germany). Acetonitrile and Methanol from Merck (Darmstadt, 

Germany) were of HPLC grade.  IBU and IND were kindly gifted from Vita Co.Ltd. 

and Government of Pharmaceutical Organization (GPO) (Bangkok, Thailand). 

2.2 Preparation and characterization of preformed pegylated copolymers 

NI was grafted along (P(N3CL))2-PEG backbone by “click reaction” according to our 

published method (Suksiriworapong et al. 2010a; Suksiriworapong et al. 2011). But-

3-ynyl nicotinate was grafted at azide position using CuI as a catalyst and DBU as a 

base. The grafting reaction was conducted at 40 oC for 4 h. The % molar grafting was 

varied at 10, 20, and 30 % based on hydrophobic segments. (PCL)2-PEG was 

synthesized by ring-opening polymerization at 120 oC for 24 h and used as a template 

copolymer in comparison. The obtained copolymers were characterized by gel 

permeation chromatography (GPC) using a Water 150-CV gel permeation 

chromatograph for the number- and weight-average molecular weights (Mn and Mw, 

respectively). The copolymer was eluted through PLgel 10 µm mixed B column at a 

flow rate of 1 ml/min using tetrahydrofuran (THF) as a mobile phase. The Mn and Mw 

values were evaluated from the standard curve calibrated with polystyrene standard. 

1H-NMR spectroscopy was applied for the calculation of % molar grafting using 

Bruker Avance 300 apparatus. Deuterated chloroform was used as a solvent and the % 

molar grafting was calculated by the integrals of characteristic peaks in 1H-NMR 

spectrum according to the published calculation method (Suksiriworapong et al. 

2011). To investigate the polymorphism of pegylated copolymers, differential 
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scanning calorimetry (DSC) was performed and the DSC thermograms were recorded 

at the second heating run cycle at 20 oC/min over the temperature range of -80 oC to 

100 oC. 

2.3 Nanoparticle preparation of preformed pegylated copolymers  

The nanoparticles were prepared by solvent diffusion and evaporation technique as 

reported elsewhere (Espuelas et al. 1997; Khoee et al. 2007). Firstly, a known amount 

of the preformed pegylated copolymer was dissolved in 10 ml of THF. The polymeric 

solution (10 mg/ml) was then gently added into 16 ml of Milli-Q water under stirring 

at 1000 rpm. THF was evaporated under reduced pressure and the final volume was 

readjusted to 16 ml. The obtained dispersion was filtered through 0.45 μm membrane 

filter (Millipore, Schwalbach, Germany) to get rid of aggregates. Finally, a milliliter 

of the nanoparticles was added into 2-ml vials and then frozen prior to freeze drying 

process. The freeze dried powder of the nanoparticles was attained after 48 h of freeze 

drying process. The actual weight of the obtained powder was recorded. In case of 

drug loading, a preset amount of drug was initially dissolved together with the 

copolymer. The drug to polymer mass ratios (D:P) were set at 2:10 and 3:10. The 

drug-loaded nanoparticles were prepared as previously described. 

2.4 Toxicity assay of pegylated nanoparticles 

The pegylated nanoparticles were assessed their toxicity by MTT assay using 

HUVECs models. Cells were grown in IMDM culture medium containing 1 % 

penicillin/streptomycin, 2 % glutamine, 3 % bicarbonate solution, 15 % FBS and 0.1 

% fibroblast growth factor. Cells (50 µl) at the density of 3 × 105 cells/ml were seeded 

in a 96-well plate and incubated in a 5 % CO2 atmosphere at 37 oC. After 24 h of 

incubation, cells were incubated for another 24 h with an equal volume of the 

pegylated nanoparticles dispersed in culture medium. The final concentrations of the 
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nanoparticles were varied in the range of 0.01 – 1.56 µg/ml. Subsequently, a 25 μl of 

MTT solution was added to each well. After 6 h of incubation, cells were finally 

incubated with an SDS solution for 6 h. % Cell viability was calculated according to 

equation (1) and the cells incubated without the nanoparticles was used as control. 

( )
( ) 100%

620,560,

620,560, ×
−
−

=
CC

SS

AA
AA

viability Cell  (1) 

where AS and AC denote the absorbance measured from the sample incubated with 

and without the nanoparticles, respectively. The numeric subscripts denote the 

measuring wavelength. 

2.5 Particle size and zeta potential measurement 

The determination of mean particle size (z-ave) and zeta potential (ZP) was performed 

by Photon Correlation Spectroscopy (PCS) by means of Zetasizer 3000 HSA 

(Malvern Instruments, Malvern, UK). All samples were diluted with Milli-Q water 

prior to measurement and measured with HeNe laser at the wavelength of 633 nm, a 

90o angle, and a temperature of 25 oC. All measurements were performed in triplicate.  

2.6 Particle morphology observation 

The samples were sputtered with gold (Agar Sputter Coater) for 45 s prior to 

measurement. The morphology of the nanoparticles was observed by scanning 

electron microscope (Hitachi S4500, Tokyo, Japan) equipped with field-emissions-

cathode using 15 kVolt upper detector. The photograph was operated by Digital 

Image Processing System 2.6 (Firma Point Electronic, Halle, Germany). 

2.7 Drug loading and entrapment efficiency evaluation 

The drug loading (% DL) and entrapment efficiency (% EE) were evaluated by direct 

and indirect methods as reported earlier (Avgoustakis et al. 2002; Kisich et al. 2007). 

For the indirect procedure, the amount of drug in the filtrate was analyzed after 
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centrifugal filtration at 16000 rpm using Microcon Ultracel YM-30 tube (MWCO 

30,000 Da) (Millipore, Schwalbach, Germany). For the direct method, the amount of 

drug in the dispersion was directly analyzed after fresh preparation. The nanoparticles 

were dissolved in a mobile phase and sonicated for 30 min. Then the precipitate was 

centrifuged at 16,000 rpm for 10 min. The supernatant was collected and analyzed by 

HPLC. The amount of drug entrapped in the nanoparticles was calculated from the 

different amount of drug obtained from the direct and the indirect methods. Yield, 

drug loading and entrapment efficiency were calculated according to equations below. 

100×=
tlid contenight of soInitial we

ticlesed nanoparfreeze driWeight of % Yield  (2) 

100×=
initially drug fedAmount of 

snoparticledrug in naentrapped Amount of % EE  (3) 

100×=
lesnanopartic dried freeze of Weight

snoparticledrug in naentrapped Amount of  % DL  (4) 

The weight of freeze dried nanoparticles in equation (4) was the difference between 

the actual weight of freeze dried powder and the amount of non-entrapped drug 

presented in the filtrate as determined by the indirect method. 

2.8 In vitro drug release study 

The release study was performed by dialysis method as reported elsewhere 

(Avgoustakis et al. 2002; Zhang and Zhuo 2005). Briefly, 2.0 ml of the drug loaded 

nanoparticles were enclosed in dialysis membrane (MWCO, 6000 – 8000 Da, Bioron 

GmbH, Ludwigschafen, Germany). It was then immersed in phosphate buffered 

solution pH 7.4 used as a receptor medium. The experiment was performed at 37 oC 

under magnetic stirring at 130 rpm. At predetermined time, 0.5 ml of aliquot was 

withdrawn and then the amount of drug released was analyzed by HPLC method as 
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described below. After sampling, an equal volume of fresh medium was added 

immediately. 

2.9 HPLC analysis 

The quantitative analysis of drug was conducted by HPLC (LaChrom, Tokyo, Japan) 

equipped with diode array detector (LaChrom model L-7455). IBU and IND were 

eluted through a reverse phase Hypersil ODS column, 5 µm particle size, 250 × 4.6 

mm (Thermo Scientific, USA) at flow rates of 1.4 and 1.2 ml/min, respectively. The 

mixture of methanol: water: acetronitrile: acetic acid (55:35:10:1) was used as a 

mobile phase. The amount of IBU was calculated at wave length of 264 nm using a 

standard curve over the range of 2.5 – 40 μg/ml, while that of IND was done at 254 

nm using a standard curve over the range of 0.25 – 40 μg/ml. The injection volume 

was 20 μl. 

2.10 FT-IR measurement 

The interaction between drug and pegylated copolymer was evaluated by FT-IR 

spectroscopy. The sample was prepared by dissolving the sample in THF. One drop of 

sample solution was spread on KBr disc and allowed to dry in desicator. The 

measurement was conducted by Nicolet 6700 FT/IR spectrophotometer (Thermo 

Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA). The absorption spectra of drug, NI 

grafted copolymer, and the mixture between drug and NI grafted copolymer were 

recorded. 

2.11 Statistical analysis 

Results are depicted as mean ± S.D. at least three measurements. The t-test or one 

way ANOVA applied post hoc for paired comparisons were performed to compare 

two or multiple groups, respectively. All analyses were determined using the SPSS 
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program (SPSS 13.0 for windows) and differences were considered to be significant 

at a level of p-value < 0.05. 

3. Results and discussion 

3.1 Preformed pegylated copolymers 

According to our published method, NI grafted (PCL)2-PEG copolymers were 

achieved by “click reaction”. All molecular characteristics of pegylated copolymers 

are compiled in Table 1. The molecular weight of pegylated copolymers decreased 

with increasing % molar grafting while the Mw/Mn values were not different among 

all pegylated copolymers. The Tg of pegylated copolymers tended to increase, 

whereas the Tm and enthalpy of melting (ΔHm) decreased with the increasing % molar 

grafting. According to the DSC results, it was suggested that the grafting with NI 

trended to reduce crystalline property of pegylated copolymers. 

3.2 Unloaded nanoparticles of preformed pegylated copolymers 

All (P(NICL))2-PEG copolymers were further used in nanoparticle preparation. The 

(PCL)2-PEG nanoparticles were used in comparison. The characteristics of unloaded 

nanoparticles are shown in Table 2. Using solvent diffusion and evaporation method, 

% yield of all unloaded nanoparticles was higher than 78%. All (P(NICL))2-PEG 

nanoparticles were smaller than (P(CL))2-PEG nanoparticles and their particle size 

increased with the increasing % molar grafting. The increasing % molar grafting 

increased the hydrophobic property of pegylated copolymers and thus increased the 

particle size of nanoparticles (Jones and Leroux 1999; Shin et al. 1998; Zhang et al. 

2006b). The ZP of (P(NICL))2-PEG nanoparticles was higher than that of (PCL)2-

PEG nanoparticles suggesting that the grafting NI component may be presented on the 

surface of nanoparticles. The unloaded (P(NICL))2-PEG nanoparticles showed almost 

spherical in shape as observed in Fig. 1. 
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3.3 Toxicity assay of pegylated nanoparticles 

The toxicity results are illustrated in Table 2 and expressed as TC80 representing the 

toxic concentration of nanoparticles of less than 80 % of cell viability. As illustrated, 

the TC80 values decreased with the increasing % molar grafting. From the results, it 

was notable that the increasing % molar grafting NI increased toxicity of pegylated 

copolymer in form of nanoparticles. 

3.4 Drug loaded nanoparticles of preformed pegylated copolymers 

IBU and IND were chosen as model drugs to investigate the effect of grafting NI on 

the drug loading capacity. Table 3 combines % yield and % EE of IBU and IND 

loaded nanoparticles. The yield of all drug loaded nanoparticles was higher than 70 

%. At least 67 % of IBU was entrapped in the nanoparticles. IND was significantly 

higher entrapped in (PCL)2-PEG and (P(NICL))2-PEG nanoparticles than IBU (p-

value < 0.05) except for (PCL)2-PEG nanoparticles loaded at 3:10. The higher % EE 

of IND was attributed to the lower water-solubility of IND as compared to that of IBU 

(Jiang et al. 2005; Zhang et al. 2006a). During the nanoparticle formation, the IND 

molecules were less dissolved in water and more partitioned into hydrophobic core. 

This result is consistent with the previous report on the comparison of entrapment 

efficiency of loaded drugs having the different water-solubility (Barichell et al. 1999; 

Corrigan and Li 2009; Suksiriworapong et al. 2010b). In case of IND loaded (PCL)2-

PEG nanoparticles at 3:10, the dramatic reduction of % EE could be due to the 

limitation of the system. % EE of both drugs increased when incorporated to the NI 

grafted copolymer nanoparticles in particular at D:P of 3:10 (p-value < 0.05) probably 

resulted from the increase in the hydrophobicity of the grafted copolymer. Fig. 2 

demonstrates z-ave and ZP values of drug loaded nanoparticles. After incorporation of 

both drugs in (P(NICL))2-PEG nanoparticles, most formulations showed larger 
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particle size as compared to the unloaded nanoparticles. The ZP of IBU loaded 

(P(NICL))2-PEG nanoparticles tended to increase while that of IND loaded 

nanoparticles showed the opposite result. However, no relation of ZP and amount of 

loaded drug was evidently found. In Fig. 3, the increasing amount of loaded drug 

increased % DL of both drugs in (P(NICL))2-PEG nanoparticles. In addition, the 

nanoparticles containing grafting NI revealed the higher % DL as compared to those 

without grafting except for IND loaded at 2:10. However, the increasing % molar 

grafting did not significantly correlate to % DL. It could be deduced that the presence 

of grafting NI enhanced the loading capacity of (PCL)2-PEG nanoparticles 

presumably owing to the enhancing hydrophobic property of grafted copolymer. The 

drug loaded (P(NICL))2-PEG nanoparticles remained spherical in shape as 

exemplified in Fig. 4. 

3.5 In vitro drug release  

In the present experiment, the nanoparticles containing 10 % and 20 % molar grafting 
NI and loading with drug at D:P of 2:10 were chosen for the release study in 
comparison with (PCL)2-PEG nanoparticles. Fig. 5 displays the release profiles of 
drug loaded nanoparticles. The data from the release curves of all nanoparticles 
indicated the linear relationship following the Higuchi model (Higuchi 1963), as seen 
in Fig. 6. The slope and r2 of the fitted linear curves of all formulations are listed in 
Table 4. All release profiles were fitted to the Higuchi model over the initial 4 h of the 
release with r2 > 0.941 indicating the Fickian diffusion. In case of (PCL)2-PEG 
nanoparticles, about 80 % of both drugs was released over 24 h (Fig. 5). The release 
profile and release rate of IND were not different to those of IBU. However, it was 
expected that the less water-soluble drug, IND, would be released lower and slower 
than the higher water-soluble drug, IBU, from the same nanocarrier. Indeed, the 
release rate and amount of drug release depended on the surface area and the initial 
drug concentration in the system. From the result, the particle size of both drugs 
loaded (PCL)2-PEG nanoparticles were not significantly different referring the 
indifferent surface area. The insignificant difference in the release rate and profile of 
IND and IBU were probably attributed to the significantly higher % DL of IND. The 
higher % DL thus enhanced the drug released from the carrier although the water-
solubility of IBU was higher than that of IND  
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บทความสาํหรับเผยแพร 

 การปรับปรุงสายโพลีเมอรที่สลายตัวทางชีวภาพเพื่อใชในการนําสงยาเปนที่นาสนใจอยางมาก
ในทางเภสัชกรรม   การศึกษานี้มีวัตถุประสงคที่จะปรับปรุงสายโซโพลีเมอรโพลีเอสเทอรชนิด 
polycaprolactone ซึ่งเปนโพลีเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ  ดวยการเติมกลุม polyethylene glycol 
(PEG 4000) ลงในสายโซเพ่ือใหมีความเปน hydrophilic เพ่ิมขึ้น  และ graft ตัวยา nicotinic acid ซึ่ง
เปนสารมวลโมเลกุลเล็กลงบนสายโพลีเมอรนี้ดวยสภาวะที่ไมรุนแรง  ดวยปฏิกิริยา 1,3-dipolar 
cycloaddition ที่รูจักกันในชื่อ click reaction  โดยการ copolymerization ของ α-chloro-ε-
caprolactone (αClεCL) และ ε-caprolactone (εCL) ดวยวิธี ring opening polymerization โดยใช 
PEG 4000 และ Tin (II) Octanoate (SnOct2) เปน catalysts  จากนั้นปรับเปลี่ยน กลุมคลอไรดบนสาย
โซ ใหเปน azide ซึ่งจะเปนตําแหนงที่เชื่อมติดกับ but-3-ynyl nicotinate ดวย click reaction  จาก
การศึกษาโครงสรางและการตรวจสอบสมบัติของโพลีเมอรที่ไดดวย 1H-NMR Spectroscopy, FT‐IR  
Spectroscopy และ Gel Permeation Chromatography  พบวาสามารถ graft ตัวยา nicotinic acid ที่
สัดสวนตางๆ (10%, 20% และ 30%) ลงบนสายโซของ poly-ε-caprolactone (εCL) ไดสําเร็จดวยการ
ใชสภาวะไมรุนแรงและใชระยะเวลาที่สั้น  จึงไมทําใหเกิดการเสื่อมสลายของโพลีเมอร  ผลของการศึกษา 
thermal property พบวาจํานวนโมลและชนิดของหมูหรือโมเลกุลที่ติดบนสายโซโพลีเมอรนั้นมีผลตอคา 
Tg และ Tm ของโพลีเมอร  โดยผลการทดลองระบุวาการติดหมูหรือโมเลกุลบนสายโซและการเพิ่ม
จํานวนโมลของหมูที่ติดมีผลเปลี่ยนรูปผลึกของโพลีเมอรจาก semi-crystalline เปน amorphous มากขึ้น  
ดังนั้นปริมาณ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรสงผลตอสมบัติเฉพาะทางกายภาพและเคมีของโพ
ลีเมอร 

 การศึกษาความเปนพิษของโพลีเมอรที่สังเคราะหไดตอเซลลปกติ  ผลการศึกษาพบวาโพลีเมอร
ที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมมีความเปนพิษตอเซลล HUVECs เชนเดียวกับโพลีเมอรตนแบบ 
(P(εCL)-co-PEG) ที่ความเขมขน 500 μg/mL  เม่ือนําโพลีเมอรที่ติด nicotinic acid ที่สังเคราะหได ไป
เตรียมเปนอนุภาคนาโนดวยวิธี nanoprecipitation  และศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโน
ที่ได  พบวาอนุภาคนาโนที่ไมมีการบรรจุยามีรูปรางทรงกลม  และจํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติด
บนสายโซโพลีเมอรสงผลตอคุณสมบัติของอนุภาคนาโน  โดยที่จํานวนโมลของ nicotinic acid ที่เพ่ิมขึ้น
มีผลทําใหขนาดอนุภาคนาโนเพิ่มขึ้นเนื่องจากความเปน hydrophobic ที่เพ่ิมขึ้นและ steric hindrance 
ของหมูที่ยื่นออกจากแกนของโพลีเมอรที่เพ่ิมมากขึ้น  เม่ือทดสอบความเปนพิษตอเซลลในรูปของ
อนุภาคนาโนพบวาอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมมีความเปนพิษตอเซลลที่ความเขมขน 
0.20 mg/mL  ดังน้ัน การติดโมเลกุล nicotinic acid มีผลเพิ่มความเปนพิษตอเซลล  และเมื่อเพ่ิม %โม
ลของ nicotinic acid มีผลเพ่ิมความเปนพิษตอเซลล   

 การศึกษาผลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรตอกักเก็บยาตนแบบ 2 ชนิดคือ 
ibuprofen และ indomethacin พบวาหลัง incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดมีผลทําใหอนุภาคนาโนมีขนาดใหญ
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ขึ้น  และการบรรจุยาของอนุภาคนาโนที่มีโมเลกุล nicotinic acid ติดอยูมีประสิทธิภาพมากกวาอนุภาค
นาโนที่ไมมีการติดโมเลกุล nicotinic acid ที่เตรียมจากโพลีเมอร P(εCL)-co-PEG  แตเม่ือเพ่ิม %โม
ลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร ประสิทธิภาพในการบรรจุยาของอนุภาคนาโนไมได
เพ่ิมขึ้นอยางชัดเจน  นอกจากนี้ยังพบวาประสิทธิภาพในการบรรจุยาของอนุภาคนาโนยังขึ้นอยูกับคาขีด
การละลายของตัวยาเองดวย  ซึ่งจะมีผลตอการแบงภาคระหวางอนุภาคนาโนกับวัฏภาคน้ําในขั้นตอน
การ incorporate ตัวยา  การศึกษาการปลดปลอยตัวยา ibuprofen และ indomethacin จากอนุภาคนา
โนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid และโพลีเมอรตนแบบ  พบวามีการปลดปลอย
เปนไปตาม Higuchi model แสดงใหเห็นวากลไกการปลดปลอยยาเปนแบบ Fickian diffusion  การ
ปลดปลอยยา ibuprofen จากอนุภาคนาโนนอยกวาและชากวา indomethacin ถึงแมวา ibuprofen มีคา
ขีดการละลายน้ํามากกวา indomethacin  เน่ืองจากเกิด interaction ระหวาง ibuprofen กับสายโซโพลี
เมอรที่ใชในการเตรียมอนุภาคนาโน  สรุปไดวา การติดโมเลกุล nicotinic acid บนสายโซโพลีเมอรมีผล
ตอทั้งปริมาณและอัตราการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโน เน่ืองจากการติดโมเลกุล nicotinic acid 
สงผลตอคุณสมบัติเคมีกายภาพของอนุภาคนาโน ไดแก ขนาดอนุภาคนาโน %drug loading  ความเปน
ผลึกของสายโซโพลีเมอร  และการเกิด interaction ระหวางโมเลกุลยากับสายโซโพลีเมอร  

 


	1.pdf
	2.pdf
	3.pdf
	4.pdf
	5.pdf
	6.PDF
	7.pdf
	8.pdf



