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 การปรับปรุงสายโพลีเมอรที่สลายตัวทางชีวภาพเพื่อใชในการนําสงยาเปนที่นาสนใจ
อยางมากในทางเภสัชกรรม   การศึกษานี้มีวัตถุประสงคที่จะปรับปรุงสายโซโพลีเมอรโพลีเอส
เทอรชนิด polycaprolactone ซึ่งเปนโพลีเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ  ดวยการเติมกลุม 
polyethylene glycol (PEG 4000) ลงในสายโซเพ่ือใหมีความเปน hydrophilic เพ่ิมขึ้น  และ 
graft ตัวยา nicotinic acid ซึ่งเปนสารมวลโมเลกุลเล็กลงบนสายโพลีเมอรนี้ดวยสภาวะที่ไม
รุนแรง  ดวยปฏิกิริยา 1,3-dipolar cycloaddition ที่รูจักกันในชื่อ click reaction  โดยการ 
copolymerization ของ α-chloro-ε-caprolactone (αClεCL) และ ε-caprolactone (εCL) ดวย
วิธี ring opening polymerization โดยใช PEG 4000 และ Tin (II) Octanoate (SnOct2) เปน 
catalysts  จากนั้นปรับเปลี่ยน กลุมคลอไรดบนสายโซ ใหเปน azide ซึ่งจะเปนตําแหนงที่เชื่อม
ติดกับ but-3-ynyl nicotinate ดวย click reaction  จากการศึกษาโครงสรางและการตรวจสอบ
สมบัติของโพลีเมอรที่ไดดวย 1H-NMR Spectroscopy, FT-IR  Spectroscopy และ Gel 
Permeation Chromatography  พบวาสามารถ graft ตัวยา nicotinic acid ที่สัดสวนตางๆ 
(10%, 20% และ 30%) ลงบนสายโซของ poly-ε-caprolactone (εCL) ไดสําเร็จดวยการใช
สภาวะไมรุนแรงและใชระยะเวลาที่สั้น  จึงไมทําใหเกิดการเสื่อมสลายของโพลีเมอร  ผลของ
การศึกษา thermal property พบวาจํานวนโมลและชนิดของหมูหรือโมเลกุลที่ติดบนสายโซโพลี
เมอรนั้นมีผลตอคา Tg และ Tm ของโพลีเมอร  โดยผลการทดลองระบุวาการติดหมูหรือโมเลกุล
บนสายโซและการเพิ่มจํานวนโมลของหมูที่ติดมีผลเปลี่ยนรูปผลึกของโพลีเมอรจาก semi-
crystalline เปน amorphous มากขึ้น  ดังน้ันปริมาณ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร
สงผลตอสมบัติเฉพาะทางกายภาพและเคมีของโพลีเมอร 
 การศึกษาความเปนพิษของโพลีเมอรที่สังเคราะหไดตอเซลลปกติ  ผลการศึกษาพบวา
โพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมมีความเปนพิษตอเซลล HUVECs เชนเดียวกับโพลี
เมอรตนแบบ (P(εCL)-co-PEG) ที่ความเขมขน 500 μg/mL  เม่ือนําโพลีเมอรที่ติด nicotinic 
acid ที่สังเคราะหได ไปเตรียมเปนอนุภาคนาโนดวยวิธี nanoprecipitation  และศึกษา



โครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอรเพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา iv 

 

คุณสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโนที่ได  พบวาอนุภาคนาโนที่ไมมีการบรรจุยามีรูปราง
ทรงกลม  และจํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรสงผลตอคุณสมบัติของ
อนุภาคนาโน  โดยที่จํานวนโมลของ nicotinic acid ที่เพ่ิมขึ้นมีผลทําใหขนาดอนุภาคนาโน
เพ่ิมขึ้นเนื่องจากความเปน hydrophobic ที่เพ่ิมขึ้นและ steric hindrance ของหมูที่ยื่นออกจาก
แกนของโพลีเมอรที่เพ่ิมมากขึ้น  เม่ือทดสอบความเปนพิษตอเซลลในรูปของอนุภาคนาโนพบวา
อนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมมีความเปนพิษตอเซลลที่ความเขมขน 0.20 
mg/mL  ดังน้ัน การติดโมเลกุล nicotinic acid มีผลเพิ่มความเปนพิษตอเซลล  และเมื่อเพ่ิม %
โมลของ nicotinic acid มีผลเพ่ิมความเปนพิษตอเซลล   
 การศึกษาผลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรตอกักเก็บยาตนแบบ 2 ชนิด
คือ ibuprofen และ indomethacin พบวาหลัง incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดมีผลทําใหอนุภาคนาโน
มีขนาดใหญขึ้น  และการบรรจุยาของอนุภาคนาโนที่มีโมเลกุล nicotinic acid ติดอยูมี
ประสิทธิภาพมากกวาอนุภาคนาโนที่ไมมีการติดโมเลกุล nicotinic acid ที่เตรียมจากโพลีเมอร 
P(εCL)-co-PEG  แตเม่ือเพิ่ม %โมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร ประสิทธิภาพ
ในการบรรจุยาของอนุภาคนาโนไมไดเพ่ิมขึ้นอยางชัดเจน  นอกจากนี้ยังพบวาประสิทธิภาพใน
การบรรจุยาของอนุภาคนาโนยังขึ้นอยูกับคาขีดการละลายของตัวยาเองดวย  ซึ่งจะมีผลตอการ
แบงภาคระหวางอนุภาคนาโนกับวัฏภาคน้ําในขั้นตอนการ incorporate ตัวยา  การศึกษาการ
ปลดปลอยตัวยา ibuprofen และ indomethacin จากอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติด
โมเลกุล nicotinic acid และโพลีเมอรตนแบบ  พบวามีการปลดปลอยเปนไปตาม Higuchi 
model แสดงใหเห็นวากลไกการปลดปลอยยาเปนแบบ Fickian diffusion  การปลดปลอยยา 
ibuprofen จากอนุภาคนาโนนอยกวาและชากวา indomethacin ถึงแมวา ibuprofen มีคาขีดการ
ละลายน้ํามากกวา indomethacin  เนื่องจากเกิด interaction ระหวาง ibuprofen กับสายโซโพลี
เมอรที่ใชในการเตรียมอนุภาคนาโน  สรุปไดวา การติดโมเลกุล nicotinic acid บนสายโซโพลี
เมอรมีผลตอทั้งปริมาณและอัตราการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโน เนื่องจากการติดโมเลกุล 
nicotinic acid สงผลตอคุณสมบัติเคมีกายภาพของอนุภาคนาโน ไดแก ขนาดอนุภาคนาโน 
%drug loading  ความเปนผลึกของสายโซโพลีเมอร  และการเกิด interaction ระหวางโมเลกุล
ยากับสายโซโพลีเมอร  
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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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รูปที่ 9  1H-NMR spectrum ของ poly((Nicotinic acid-g-εCL)-co-εCL-co-PEG)  
 ใน CDCl3 28 
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 PCL poly(ε-caprolactone) 
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 RES reticuloendothelial system 
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โครงการ  การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอส
เทอรเพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา 

(Structure modification of polyester biodegradable polymers for preparation 
of nanoparticles for drug delivery) 

 
บทนํา 

 
 ในปจจุบัน การศึกษาและการพัฒนาระบบนําสงยามุงความสนใจไปที่การนําสงยาโดยระบบ
อนุภาคนาโน (nanoparticles) ซึ่งเปนอนุภาคขนาดเทียบเทาคอลลอยด (colloids)  โดยมีอนุภาค
ขนาดระหวาง 10 ถึง 1000 นาโนเมตร  ในระยะเวลาหลายปที่ผานมา นักวิจัยจํานวนมากไดศึกษา
คุณสมบัติของระบบอนุภาคนาโนในดานตาง ๆ เชน การชวยเพ่ิมการดูดซึมของยาโมเลกุลใหญ  
การปองกันการเสื่อมสลายของยาเมื่อใหเขาสูรางกายได  และการนําสงยาสูเปาหมายโดยระบบ
อนุภาคนาโนที่จําเพาะเจาะจงตอตําแหนงที่ตองการรักษา (target site of action) เพ่ือชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการรักษาและลดผลขางเคียงของยา (1)  ระบบอนุภาคนาโนที่มีผูทําการศึกษาและ
พัฒนาเปนระบบนําสงยามีหลายประเภทแบงตามลักษณะและสวนประกอบของระบบ เชน Solid 
lipid nanoparticles (2, 3), liposome (4-6), polymeric nanoparticles (7-10), polymeric micelles 
(11-13) และ nanospheres (14, 15) เปนตน 
 อนุภาคนาโนสามารถเตรียมไดจากโพลีเมอรที่มีอยูตามธรรมชาติ ไดแก gelatin (16), 
chitosan (10, 17) หรือ albumin (18) เปนตน หรือเตรียมโดยโพลีเมอรสังเคราะห เชน 
poly(phosphoester), polyanhydrides และ polyesters เปนตน  โพลีเมอรสังเคราะหนี้ไดรับความ
นิยมในการพัฒนาเปนระบบนําสงยา โดยเฉพาะโพลีเมอรในกลุม polyesters เน่ืองจากโพลีเมอรใน
กลุมน้ีมีคุณสมบัติที่เขากันไดกับรางกาย (biocompatibility) และเสื่อมสลายทางชีวภาพไดในรางกาย 
(biodegradability)  ทั้งน้ีเน่ืองจากมีพันธะเอสเทอรเปนสวนประกอบหลักในสายโซโพลีเมอร  ซึ่ง
สามารถไฮโดรไลซไดในรางกาย  นอกจากนี้โพลีเมอรนี้ยังสามารถควบคุมการปลดปลอยยาไดตาม
ตองการโดยการปรับสัดสวนของโพลีเมอรแตละชนิดที่นํามาตอกันเปนสายโซ ตัวอยางของโพลีเมอร
ในกลุมน้ี เชน poly(lactic acid) (PLA), poly(glycolic acid) (PGA), poly(ε-caprolactone) (PCL) 
และโพลีเมอรรวมของโพลีเมอรดังกลาว (copolymer) (19-23)  
 โพลีเมอรที่ใชในการเตรียมระบบอนุภาคนาโนสวนใหญมีความไมชอบนํ้า (hydrophobicity) 
สูง ดังน้ันเม่ือนําสงเขาสูรางกายอนุภาคดังกลาวจะถูกทําลายโดยระบบ reticuloendothelial system 
(RES)  และถูกขับออกจากรางกายโดยตับและมาม  ทําใหระบบนําสงดังกลาวอยูในรางกายไดไม
นานตามที่ตองการ  การพัฒนาตอมาของระบบอนุภาคนาโนจึงมุงเนนที่การปรับปรุงคุณสมบัติของ
อนุภาคใหมีความชอบน้ํา (hydrophilicity) เพ่ิมขึ้น  การปรับปรุงคุณสมบัติดังกลาว สามารถทําได
โดย การเคลือบผิวอนุภาคดวย Polyethylene glycol (PEG) หรือ Polyethylene oxide (PEO) หรือ 
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การสังเคราะหโพลีเมอรรวมที่มี PEG (22, 24-26) หรือ PEO (27, 28) เปนสวนประกอบในสายโซ
ทําใหสายโซโพลีเมอรเดียวกันมีคุณสมบัติเปนทั้งชอบน้ําจาก PEG หรือ PEO และไมชอบนํ้าจาก 
polyester  ซึ่งคุณสมบัตินี้เรียกวา amphiphilic  (29)  จากนั้นจึงนํามาเตรียมเปนอนุภาคนาโน  ก็จะ
ทําใหไดอนุภาคที่สามารถอยูในกระแสเลือดไดนานขึ้น และลดอัตราการกําจัดอนุภาคออกจาก
รางกายโดยระบบ RES  เน่ืองจากความชอบน้ําที่ผิวของอนุภาค (30, 31)  วิธีการพัฒนาดังกลาว 
แมวาจะทําใหไดระบบนําสงยาที่สามารถอยูในกระแสเลือดไดนานขึ้นตามระยะเวลาที่ตองการใหเห็น
ผลการรักษา  แตสงผลตอคุณสมบัติในดาน อ่ืน ๆ ของระบบลดลง  เนื่องจากประจุที่ผิวของอนุภาค
มีความเปนลบหรือลดความเปนประจุบวกของอนุภาคจากผลของสายโซ PEG หรือ PEO ทําให
คุณสมบัติในการยึดเกาะเยื่อเมือกลดลง  เพราะประจุที่ผิวของ mucous membrane เปนลบ
เชนเดียวกันกับประจุที่ผิวของอนุภาค  นอกจากนี้ยาสวนใหญที่ใชในปจจุบันเปนชนิดไมชอบนํ้า  ทํา
ใหการกักเก็บยาในแกนกลาง (core) ของอนุภาคลดลง  ซึ่งเม่ือตองการนําไปใชจริงจําเปนตองใชใน
ปริมาณที่คอนขางสูงจึงจะทําใหไดผลการรักษา  ดังน้ันการปรับปรุงโครงสรางทางเคมีของโพลีเมอร
ที่จะนําไปใชในการเตรียมเปนอนุภาคนาโนจึงเปนอีกวิธีหนึ่งที่ใชปรับปรุงขอเสียดังกลาว  ไดมีผู
ทําการศึกษาการติดหมู thiol (-SH) บนสายโซของโพลีเมอร พบวา การเติมหมูดังกลาวมีผลทําให
โพลีเมอรแสดงคุณสมบัติในการยึดเกาะเยื่อเมือกและเพิ่มการซึมผานสูงกวาไคโตแซนมาก (32, 33)  
นอกจากนี้มีผูทําการศึกษาโดยการเติมหมู carboxyl บนสายโซของโพลีเมอร พบวา ไมมีผลทําให
ขนาดอนุภาคเปลี่ยนแปลงและไมมีผลตอความคงตัวของอนุภาคที่เตรียมขึ้น แตมีผลในการเพิ่ม
ปริมาณยาที่ถูกกักเก็บไวในแกนกลาง  เนื่องจากความเขากันไดระหวางสายโซโพลีเมอรกับโมเลกุล
ยา (27)  นอกจากการปรับปรุงโครงสรางของสายโซโพลีเมอรเพ่ือวัตถุประสงคดังกลาวแลว  ไดมีผู
ทําการศึกษาการติดหมูฟงกชันบนสายโซเพ่ือใชในการเชื่อมกับโมเลกุลยา เชน หมู allyl, hydroxy, 
และ carboxylic acid  (11, 13, 34, 35) หรือ ลิแกนด  (8, 15, 36) เพ่ือใหเกิดการนําสงยาที่จําเพาะ
เจาะจงมากขึ้น 
 แมวาการวิจัยในระยะหลังน้ีจะมุงเนนที่การพัฒนาคุณสมบัติของโพลีเมอร เพ่ือใหไดโพลี
เมอรที่มีคุณสมบัติเหมาะสมตอการนําสงยา  แตการวิจัยเรื่องโครงสรางของโพลีเมอรที่ถูกปรับปรุง
โดยการติดหมูฟงกชันที่สายโซโพลีเมอรโดยเฉพาะโพลีเมอรชนิด polyester และการศึกษาในเรื่อง
การนําโพลีเมอรที่พัฒนามาเตรียมเปนอนุภาคนาโนเพื่อนําสงยาที่บริเวณตาง ๆ ยังมีจํานวนไมมาก  
ดังน้ันการพัฒนาโพลีเมอรเพ่ือเตรียมเปนอนุภาคนาโนในการนําสงยาชนิดตาง ๆ เปนจุดมุงหมาย
หน่ึงในการวิจัยและพัฒนาระบบนําสงยาที่มีประสิทธิภาพ  เพ่ือใหการรักษามีประสิทธิภาพและ
ประสิทธิผลมากขึ้น  การศึกษานี้มีจุดประสงคหลักคือ การปรับปรุงคุณสมบัติของโพลีเมอรชนิด 
polyester โดยการติดหมูฟงกชันที่ตองการศึกษา ไดแก PEG และ hydroxyl บนสายโซของ 
polyester ทําใหไดโพลีเมอรที่มีคุณสมบัติเปน amphiphile  และศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติทาง
เคมีกายภาพ (physicochemical properties) ของโพลีเมอรที่พัฒนาขึ้นเปรียบเทียบกับโพลีเมอร
ตนแบบที่ไมมีการติดหมูฟงกชัน ในดานตาง ๆ ดังน้ี การพิสูจนเอกลักษณของหมูฟงกชันที่เติมโดย
วิธี Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) และ Fourier Transform Infared 
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Spectroscopy (FTIR)  การวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลโดยวิธี Gel permeation chromatography 
(GPC)  การศึกษาคุณสมบัติดานความรอน (thermal properties) โดยวิธี Differential Scanning 
Calorimetry (DSC)  การศึกษาความเปนผลึก (Crystallinity) โดยวิธี X-ray diffraction  และการ
วิเคราะหอัตราการเสื่อมสลายของโพลีเมอรที่พัฒนาขึ้น  โพลีเมอรที่พัฒนาขึ้นน้ีจะนํามาเตรียมเปน
จากนั้นพัฒนาอนุภาคนาโนโดยใช low molecular weight heparin เปนตัวยาตนแบบเพื่อใชศึกษา
เปรียบเทียบคุณสมบัติของโพลีเมอรที่พัฒนาตอการนําสงและเก็บกักตัวยา  โดยจะทําการศึกษา
คุณสมบัติเคมีกายภาพ (physicochemical properties) ในดานตางๆ  ไดแก ขนาดอนุภาค (particle 
size)  การกระจายของขนาดอนุภาค (particle size distribution)  ประจุที่ผิวอนุภาค (Zeta 
potential)  ปริมาณยา (% drug loading efficiency)  รูปรางของอนุภาค (particle morphology)  
อัตราการปลดปลอยยา (release study)  ความเปนพิษตอเซลล  และคุณสมบัติของโพลีเมอรตอ
เซลลเพาะเลี้ยง  เปรียบเทียบกับอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบที่ไมมีการติดหมู
ฟงกชัน 
 
วัตถุประสงคของโครงการ 

1. เพ่ือพัฒนาปรับปรุงโครงสรางทางเคมีของโพลีเมอรชนิด polyester ใหมีคุณสมบัติในการ
นํามาเตรียมเปนระบบนําสงยาชนิดอนุภาคนาโน โดยการติดหมูฟงกชันที่สนใจ เชน สาร
โมเลกุลเล็ก  และศึกษาคุณสมบัติทางเคมีกายภาพ  ความคงตัวและความเปนพิษตอเซลล
ของโพลีเมอรที่เตรียมได  โดยศึกษาเปรียบเทียบกับโพลีเมอรตนแบบที่ไมมีการติดหมู
ฟงกชัน 

2. เพ่ือเตรียมอนุภาคนาโนจากโพลีเมอรที่พัฒนาขึ้น  และทําการศึกษาคุณสมบัติทางเคมี
กายภาพ  ความคงตัว  ความสามารถในการบรรจุตัวยา  การปลดปลอยตัวยาออกจาก
อนุภาค  และการนํายาเขาสูเซลลเพาะเลี้ยง  โดยทําการศึกษาเปรียบเทียบกับอนุภาคนาโน
ที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบที่ไมมีการติดหมูฟงกชัน 
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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) 

ประกอบดวย SIL-10A Autoinjector, LC-10AD Pump, SPD-10AV UV detector  

• LaChrom HPLC machine (Hitachi, Tokyo, Japan) ประกอบดวย 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 บนสายโซของ poly-ε-caprolactone (εCL) ดวย 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) ผาน septum โดยใช stainless steel 
syringe  ทําปฏิกิริยาโดยปนดวย stirrer ที่อุณหภูมิหอง และตรวจสอบการดําเนินปฏิกิริยาโดยวิธี 
TLC ที่เวลาตาง ๆ  นําไปแชที่ -20 oC ขามคืน แลวกรองเอาตะกอนออก  นําสารละลายที่ไดไปลาง
ดวยสารละลายอิ่มตัวของ sodium dithionite  จากนั้นลางดวยสารละลายอิ่มตัวของ sodium 
bicarbonate แลวลางดวยนํ้ากลั่นเปนครั้งสุดทาย  เติม anhydrous magnesium sulfate เพ่ือทําให
แหง  กรองตะกอนออก  เก็บสวนสารละลายใส  จากนั้นนําสารละลายใสที่ไดไประเหยเอาตัวทํา
ละลายออกโดยใช rotary evaporator  ทําการสกัดสารใหบริสุทธิ์โดยวิธีกลั่น หรือ column 
chromatography  ระเหยตัวทําละลายออกจนแหง แลวเก็บที่ -20 oC  ทําการวิเคราะหเอกลักษณ
โดยวิธี 1H-NMR spectroscopy  ทําการสังเคราะห αClεCL ในสภาวะตางๆ (ตารางที่ 1) เพ่ือหา
สภาวะที่เหมาะสมที่จะสังเคราะห αClεCL ใหไดในปริมาณ (yield) สูง 
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ตารางที่ 1  สภาวะที่ใชในการสังเคราะห αClεCLและผลการทดลองในแตละสภาวะ 
 

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  การสังเคราะหโคโพลีเมอร (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)  ใสลงใน reaction flask 
ภายใตสภาพบรรยากาศที่มี argon  ทําการ vacuum นาน 15 นาที  จุม reaction flask ลงใน oil 
bath ที่ตั้งอุณหภูมิไวที่ 120 oC  ทําปฏิกิริยา polymerization ที่อุณหภูมิ 120 oC นาน 24 ชั่วโมง  
หยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 1 N Hydrochloric acid ปริมาณมากเกินพอ  นําไปตกตะกอนใน 
heptane เย็น จากนั้นระเหยตัวทําละลายออกโดยการ vacuum ใน dessicator  นําโพลีเมอรที่ไดไป
วิเคราะหเอกลักษณดวยวิธี 1H-NMR spectroscopy 

 1.3  การสังเคราะหโพลีเมอร (poly(αN3εCL-co-εCL-co-PEG)) 
 ใส poly(αClεCL-co-εCL-co-PEG) ลงใน round bottom flask   แลวทําละลายดวย dry 

Dimethylformamide (DMF) ปริมาตร 10 ml  เติม sodium azide ลงใน flask โดยใชปริมาณ

เทียบเทากับ 1.02 โมลของ chloride atom บนสายโซโพลีเมอร  ทําปฏิกิริยาโดยการ stir ขามคืน ที่

อุณหภูมิหอง ภายใตสภาพบรรยากาศของกาซอารกอน ระเหย DMF โดยใช vacuum จนได crude 

product ที่แหง  ละลาย crude product ดวย toluene   นําสารละลายที่ไดไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง 

centrifuge ที่ 4000 rpm นาน 15 นาที  นํา supernatant ที่ได ไประเหยเอา toluene ออกจนแหง

สนิท จะได poly(αN3εCL-co-εCL-co-PEG) ตามตองการ  นําไปวิเคราะหดวยวิธี 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  ปนทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาที  เติม 

3-butyn-1-ol ผาน rubber septum โดยใช stainless steel syringe  ปดจุก flask และทําการ flow 

argon  ปลอยใหทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง นาน 24 ชั่วโมง ภายใตสภาพบรรยากาศที่มี argon   

ระเหยตัวทําละลายออกโดยใช rotary evaporator จนแหง  นําตะกอนที่ไดละลายใน mobile phase 

ที่จะทําการแยกโดยวิธี column chromatography   ระเหยเอาตัวทําละลายออกจนเกือบหมด เพ่ือให

สารที่ไดยังคงเปนของเหลวอยู  ทําการแยกสารโดยวิธี column chromatography  ระเหยตัวทํา

ละลายออกจนแหงสนิท  และนําสารที่สังเคราะหไดไปวิเคราะหเอกลักษณดวยวิธี 1H-NMR 

spectroscopy 

1.5  การติดโมเลกุล nicotinic acid ดวย 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 ภายใตสภาพบรรยากาศที่มี argon  

ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 oC นาน 4 ชั่วโมง  ตกตะกอนใน heptane เย็น  นําโพลีเมอรที่ไดไปทําให

แหงโดยวิธีลดความดัน  และวิเคราะหเอกลักษณดวยวิธี 1H-NMR spectroscopy 

 

(2).  การวิเคราะหคุณสมบัติของโพลีเมอรที่ติด nicotinic acid บนสายโซ poly-ε-

caprolactone (εCL) 

2.1  1H-Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) 
เปนการตรวจสอบเอกลักษณของสารเพื่อยืนยันการติดโมเลกุลของยา nicotinic acid บน

สายโซโพลีเมอร โดยใชตัวทําละลายเปน CDCl3 วิเคราะหดวยความถี่ 300 MHz ดวยเครื่อง Bruker 
Avance 300 apparatus ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

2.2  Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (FT-IR) 
เปนการวิเคราะหหาหมูฟงกชันในการตรวจเอกลักษณโครงสรางของสารเพื่อยืนยันการติด

โมเลกุลของยา nicotinic acid โดยวิธี KBr disc วิเคราะหดวยเครื่อง Jasco FT-IR-4100 
spectroscopy  

2.3  Gel Permeation Chromatography (GPC) 

เปนการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยจํานวน (Mn) และเฉลี่ยโดยน้ําหนัก (Mw) รวมถึง
คาการกระจายน้ําหนักโมเลกุล (Mw/Mn) ดวยเคร่ือง Water 150-CV gel permeation 
chromatograph และตรวจวัดความแตกตางของคาดัชนีหักเหของสารโดย refractive index 
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detector  กอนการวิเคราะหไดทําละลายสารตัวอยางที่ตองการวิเคราะหในตัวทําละลาย 
Tetrahydrofuran (THF) และกรองผานเมมเบรนที่มีขนาดรูพรุน 0.45 μm เม่ือสารถูกแยกออกจาก
คอลัมนคูชนิด PLgel 10 μm mixed B หลังจากนั้นคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลโดยเปรียบเทียบกับ
น้ําหนักโมเลกุลของ poly(styrene) ซึ่งใชเปนสารมาตรฐานในการวิเคราะห และมีคาน้ําหนักโมเลกุล
อยูในชวง 4,490 – 1,112,000 g/mole  

2.4  Differential Scanning Calorimetry (DSC) 
เปนการวิเคราะห thermal property ของสารประเภทโพลีเมอร เพ่ือวิเคราะหหาคา glass 

transition temperature (Tg) และ melting temperature (Tm) ของโพลีเมอรที่สังเคราะหขึ้น โดยคา 
Tg หาไดจากจุดกึ่งกลางของ baseline ที่ยกระดับขึ้นจากเดิมเม่ือมีการเพิ่มอุณหภูมิ และคา Tm หา
ไดจากจุดเริ่มตนของ endothermic peak ของโพลีเมอร (onset) การวิเคราะหโดยวิธีนี้ จะเร่ิมตน
ดวยการลดอุณหภูมิของสารตัวอยางอยางรวดเร็วไปที่อุณหภูมิ -80 oC จากนั้นจะเพ่ิมอุณหภูมิดวย
อัตรา 20 oC ตอนาที (first heat) จนถึงอุณหภูมิ 80 oC แลวลดอุณหภูมิดวยอัตราเร็วเทาเดิมจนถึง -
80 oC (first cool) จากนั้นจึงเริ่มเพ่ิมอุณหภูมิขึ้นอีกรอบดวยอัตราเทาเดิม (second heat) และ
บันทึกคา Tg และ Tm ระหวางที่เพ่ิมอุณหภูมิในคร้ังที่สอง การวิเคราะหนี้ทําโดยใชเครื่อง DSC 7 
Perkin Elmer differential scanning calorimeter และตรวจสอบความถูกตองของเครื่องมือ 
(calibration) ดวยสารมาตรฐาน indium  

2.5  Thermal gravimetric analysis 
ศึกษาการเสื่อมสลายของสารตัวอยาเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในสภาวะแหง ภายใตบรรยากาศของ

กาซไนโตรเจน  ดวยการเพิ่มอุณหภูมิจากอุณหภูมิหองจนถึง 600 oC ดวยอัตราเร็ว 10 oC ตอนาที 
และบันทึกคาน้ําหนักที่สูญเสียไปคิดเปนเปอรเซนต ณ อุณหภูมิที่เพ่ิมขึ้นแตละจุด การศึกษานี้ทํา
โดยใชเครื่อง TGA 7 Perkin Elmer thermogravimetric analyzer 
 
(3).  การศึกษาการสังเคราะหและวิเคราะหโพลีเมอรที่ติด nicotinic acid ดวยสัดสวนจํานวน
โมลตางๆ บนสายโซ 

 สังเคราะหโพลีเมอรที่มีหมู chloride (Cl) บนสายโซ (P(αClεCL-ran-εCL)-co-PEG) ใหมี
จํานวนโมล ของหมู Cl เปน 10%, 20% และ 30%โดยใหมี chlorocaprolactone (ClCL) repeating 
units บนสายโซ โดยใชปริมาณโมลของ ClCL และ CL ที่แตกตาง  จากนั้น สังเคราะหโพลีเมอรที่มี
สัดสวน nicotic acid ตางๆ  โดยการการสังเคราะหโพลีเมอรที่มีหมู Cl แลวเปลี่ยนหมู Cl เปนหมู 
azide (N3)  และทําการติดโมเลกุล nicotinic acid บนสายโซโดยปฏิกิริยา click reaction ตาม 
condition ที่ปฏิกิริยากอนหนานี้ และศึกษาสมบัติโพลีเมอรที่สังเคราะหไดดังนี้ 

3.1  การวิเคราะหเพ่ือพิสูจนเอกลักษณโพลีเมอรที่สังเคราะหไดทั้ง 3 series ไดแก โพลี
เมอรที่มีหมู Cl คือ (P(αClεCL-ran-εCL)-co-PEG), โพลีเมอรที่มีหมู N3 คือ (P(αN3εCL-ran-
εCL)-co-PEG) และ โพลีเมอรที่มี nicotinic acid คือ (P((Nicotinic acid-g-εCL)-ran-εCL)-co-
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PEG)  ดวยการวิเคราะหดวยวิธี NMR  และวิธี FTIR  เพ่ือยืนยันวาการติดหมูหรือโมเลกุลดังกลาว
เกิดขึ้นโดยสมบูรณหรือไม  และคํานวณปริมาณหมูหรือโมเลกุลดังกลาวบนสายโซโดยวิธี NMR 
ตามสมการกอนหนานี้   

3.2  ศึกษาการเสื่อมสลายของสายโซโพลีเมอรในแตละขั้นตอนของปฏิกิริยา  โดยการแปล
ผลจากการทําการวิเคราะหดวยวิธี GPC  อยางไรก็ตามการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลของสายโซโพลี
เมอรที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid โดยวิธี NMR ไมสามารถคํานวณไดเน่ืองจากพีคที่เกิดขึ้น
หลังการติดโมเลกุล nicotinic acid ใน NMR spectrum มีการรบกวนหรือเกิดทับที่ตําแหนงของพีคที่
ใชเปน marker ในการคํานวณน้ําหนักโมเลกุลดังที่ไดระบุไวตามการทดลองกอนหนานี้ 

3.3  ศึกษา Thermal property ของโพลีเมอรที่มีการติดหมูหรือโมเลกุลทั้ง 3 series ดวยวิธี 
DSC  

 
(4)  การศึกษาความเปนพิษตอเซลลของโพลีเมอรที่สังเคราะหได 
 ศึกษาโดยวิธี MTT assay ใน 96-well plate โดยใชเซลล human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs) ซึ่งเปนเซลลปกติที่สกัดแยกจาก umbilical cord โดยเลี้ยงเซลลใน
อาหารเลี้ยงเซลล (culture medium) ซึ่งมีสวนประกอบดังแสดงในตารางดานลางนี้  และเซลลที่ใชใน
การศึกษานี้อยูใน passage ที่ 3 – 5  
 

ตาราง สวนประกอบของ culture medium ที่ใชในการเลี้ยงเซลล HUVECs 

สวนประกอบ ความเขมขน (%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 

 
เตรียมเซลลซึ่งแขวนลอยอยูใน culture medium (cell suspension) ใหมีความเขมขนของ

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

incubate เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในตูควบคุมอุณหภูมิที่ 37 oC และมี CO2 ในบรรยากาศ 5%  เติม

สารละลายโพลีเมอรที่สังเคราะหไดในตัวทําละลาย DMSO ปริมาตร 50 μL โดยใหมีความเขมขน

สุดทายอยูในชวง 3.9–500 μg/mL จากนั้นจึง incubate ตออีก 24 ชั่วโมง  เติมสารละลาย MTT ใน

แตละหลุม หลุมละ 25 μL และ incubate ตออีก 24 ชั่วโมง  เติมสารละลาย SDS ในแตละหลุม ๆ 

ละ 100 μL และ incubate ตออีก 6 ชั่วโมง  จากนั้นนํามาวัดคาการดูดกลืนแสง UV ที่ความยาวคลื่น 
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620 และ 560 nm  และคํานวณหา %Survival cell โดยเปรียบเทียบกับเซลลที่ incubate กับ 

culture medium อยางเดียวเพื่อใชเปน control  

หมายเหตุ 
-  เซลลที่ incubate กับ DMSO อยางเดียวใชเปน control ในการควบคุมผลของ DMSO ตอ

เซลล ในการศึกษาครั้งนี้ความเขมขนของ DMSO สูงสุดที่ใชคือ 4 %v/v 

-  P(CL)-co-PEG ใชเปนโพลีเมอรตนแบบเนื่องจากเปนโพลีเมอรที่ไดรับการยอมรับวาเปนโพลี

เมอรชนิด biocompatible และไมเปนพิษตอเซลล 

สูตรคํานวณ %Survival cell 
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ASC = คา absorbance ที่วัดจากตัวอยางที่ incubate เซลลกับโพลีเมอร 
AS = คา absorbance ที่วัดจากตัวอยางที่ incubate โพลีเมอรอยางเดียว 
AC = คา absorbance ที่วัดจากตัวอยางที่ incubate เซลลอยางเดียว (control) 
ตัวเลข 560 และ 620 หมายถึงความยาวคลื่นที่ใชวัดคา absorbance 
 
(5).  การศึกษาการเตรียมอนุภาคนาโนโดยโพลีเมอรที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid 

5.1  การเตรียมอนุภาคนาโนดวยวิธี nanoprecipitation 
ละลายโพลีเมอรน้ําหนัก 50 mg ในตัวทําละลาย tetrahydrofuran (THF) จํานวน10 mL  

และคอย ๆ เติมสารละลายโพลีเมอร ทีละหยดลงในน้ํา Milli-Q ปริมาตร 8 mL ที่กําลังปนดวย 

magnetic stirrer ความเร็ว 1000 rpm  ปนดวย magnetic stirrer ตออีก 30 นาที  และนําไประเหย

ตัวทําละลายออกดวยเครื่อง rotary evaporator  ปรับปริมาตรดวยนํ้า Milli-Q ใหไดปริมาตร 8 mL  

และกรองผาน membrane filter ขนาดรูพรุน 0.45 μm เพ่ือกําจัดอนุภาคที่เกิด aggregate  แลวนํา

อนุภาคนาโนที่ไดไปวิเคราะหคุณสมบัติ 

5.2  การวิเคราะหคุณสมบัติอนุภาคนาโนที่เตรียมได 
 ศึกษาขนาดอนุภาคเฉลี่ย  คาการกระจายของขนาดอนุภาค และคาประจุบนพ้ืนผิวอนุภาค  
โดยวิธี Photon correlation spectroscopy (PCS) โดยใชเครื่อง Malvern Zetasizer 3000 HSA 
เครื่องจะทําการวัดโดยใช HeNe laser ที่ความยาวคลื่น 633 nm มุม 90o อุณหภูมิ 25 oC กอนการ
วัดตองทําการเตรียมตัวอยางโดยการเจือจางตัวอยางดวยน้ํา Milli-Q เพ่ือใหไดคาการกระเจิงแสง
ของตัวอยางที่เหมาะสมตอการวัด 
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5.3  การศึกษารูปรางของอนุภาคนาโนที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid 

5.3.1  การเตรียมตัวอยาง 
เจือจางตัวอยางใหมีความเขมขนที่เหมาะสมดวยนํ้า Milli-Q  หยดตัวอยางที่เจือจางลงบน 

cover slide จํานวน 1–2 หยด แลวเกลี่ยตัวอยางใหกระจายใหทั่ว cover slide  ทําใหแหงโดยการ
เก็บใน dessicator ขามคืน  ติด cover slide ที่มีตัวอยางที่แหงลงบน stub  เคลือบผิวตัวอยางดวย 
gold เปนระยะเวลา 45 วินาที 
 5.3.2  วิเคราะหรูปรางของอนุภาคนาโน 
 วิเคราะหรูปรางของอนุภาคนาโนดวยกลองจุลทรรศนแบบสองกราด (Scanning electron 
microscope) ที่ตอกับ field-emission-cathode และใช upper detector ในการตรวจจับสัญญาณ
ภาพ จากนั้นจึง capture ภาพดวยโปรแกรม Digital Image Processing System 2.6 

5.4  การศึกษาความเปนพิษตอเซลล HUVECs ของอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 
 ศึกษาโดยวิธี MTT assay ใน 96-well plate โดยใชเซลล human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs) ซึ่งเปนเซลลปกติที่สกัดแยกจาก umbilical cord โดยเลี้ยงเซลลใน
อาหารเลี้ยงเซลล (culture medium) ซึ่งมีสวนประกอบดังแสดงในตารางดานลางนี้ เซลลที่ใชใน
การศึกษานี้อยูใน passage ที่ 3 – 5 
 

ตาราง สวนประกอบของ culture medium ที่ใชในการเลี้ยงเซลล HUVECs 

สวนประกอบ ความเขมขน (%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) 
 จากการสืบคนขอมูล พบวามีผูพัฒนาวิธีวิเคราะหไวจํานวนมากและคอนขางหลากหลาย  
เน่ืองจากยาทั้งสองตัวนี้มีการใชกันอยางกวางขวาง ดังนั้นในการพัฒนาวิธีวิเคราะหของยาทั้งสองตัว
นี้ จึงเลือกพัฒนาจากวิธีวิเคราะหที่เคยใชอยูแลว  โดยปรับปรุงวิธีวิเคราะหเพ่ือใหใชไดกับระบบที่
ทําการศึกษา (48, 49)  ระบบ HPLC ที่ใชในการวิเคราะหยาทั้งสอง แสดงใหเห็นในตารางตอไปน้ี  
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ตาราง ระบบ HPLC ในการวิเคราะหยา 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 

เปนการศึกษาเพื่อดู repeatability และ reproducibility ของวิธีวิเคราะห การตรวจสอบ 
repeatability โดยการหา %Coefficient of variance (%CV) ของ peak area ของสารมาตรฐานยา
จํานวน 3 ความเขมขน และวิเคราะหซ้ําจากการฉีด 5 ครั้งตอหน่ึงความเขมขนภายใน 1 วัน สวน
การตรวจสอบ reproducibility ทําไดโดยวิธีเดียวกันกับการตรวจสอบ repeatability แตวิเคราะหใน
วันที่แตกตางกันเปนเวลา 5 วัน 

2. Accuracy 

ตรวจสอบโดยการหา %recovery ของยาจากการเติมเพ่ิมเติมลงในสารละลายมาตรฐาน
ยา วิเคราะหจํานวน 3 ความเขมขนของสารมาตรฐานยาและทําการวิเคราะหซ้ําจากการฉีด 3 ครั้ง
ตอหน่ึงความเขมขนของสารมาตรฐาน คา %recovery ที่ยอมรับไดอยูในชวง 90–110%  

3. Linearity 

ตรวจสอบโดยการสรางกราฟของสารมาตรฐานระหวาง peak area และความเขมขน
ของสารมาตรฐานอยางนอย 5 ความเขมขน แลวทําการหาคา slope, y-intercept และคา coefficient 
of regression line (r2) ซึ่งคา r2 ที่ยอมรับไดคือคาที่มากกวา 0.9995  
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(7)  การศึกษาจํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรตอการ incorporate 
ยาในอนุภาคนาโน 
 ในการศึกษานี้ใชอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ปริมาณ 10, 20 และ 30 %โมล 
และ incorporate ตัวยา ibuprofen และ indomethacin โดยใชอัตราสวนระหวางยาตอโพลีเมอร 
(D:P ratio) คือ 2:10 และ 3:10   ละลายโพลีเมอรน้ําหนัก 50 mg และยาน้ําหนัก 10 และ 15 mg 
สําหรับตํารับที่มี D:P ratio 2:10 และ 3:10 ตามลําดับ ในตัวทําละลาย tetrahydrofuran (THF) 10 
mL   คอย ๆ เติมสารละลายโพลีเมอรในขอ 1 ทีละหยดลงในน้ํา Milli-Q ปริมาตร 8 mL ที่กําลังปน
ดวย magnetic stirrer ความเร็ว 1000 rpm  ปนดวย magnetic stirrer ตออีก 30 นาที   นําไป
ระเหยตัวทําละลายออกดวยเครื่อง rotary evaporator   ปรับปริมาตรดวยนํ้า Milli-Q ใหไดปริมาตร 
8 mL  กรองผาน membrane filter ขนาดรูพรุน 0.45 μm เพ่ือกําจัดอนุภาคที่เกิด aggregate  
จากนั้นนําอนุภาคนาโนที่ไดไปประเมินคุณสมบัติตางๆ ดัวนี้ 

7.1  การประเมินคุณสมบัติทางกายภาพอนุภาคนาโนที่เตรียมได 
 ศึกษาขนาดอนุภาคเฉลี่ย คาการกระจายของขนาดอนุภาค  และคาประจุบนพ้ืนผิวอนุภาค
โดยวิธี photon correlation spectroscopy (PCS) โดยใชเครื่อง Malvern Zetasizer 3000 HSA 
เครื่องจะทําการวัดโดยใช HeNe laser ที่ความยาวคลื่น 633 nm มุม 90o อุณหภูมิ 25 oC กอนการ
วัดตองทําการเตรียมตัวอยางโดยการเจือจางตัวอยางดวยนํ้า Milli-Q  เพ่ือใหไดคาการกระเจิงแสง 
(scattering) ของตัวอยางที่เหมาะสมตอการวัด 

7.2  การวิเคราะหปริมาณยาที่ถูก incorporate ในอนุภาคนาโนที่เตรียมได 
 วิเคราะหปริมาณยาโดยวิธี HPLC โดยแบงวิเคราะหเปน 2 สวนซึ่งผลตางของปริมาณยาที่
วิเคราะหไดจาก 2 สวนนี้มีคาเทากับปริมาณยาที่ถูก incorporate ในอนุภาคนาโน (Amount of drug 
in nanoparticles) นอกจากนี้นําอนุภาคนาโนที่เตรียมไดไปทํา lyophilization และนํามาชั่งนํ้าหนัก
เพ่ือหาน้ําหนักของ total solid content หลังการเตรียมอนุภาคนาโน 

สวนที่ 1 Filtrate 
การเตรียมตัวอยาง 

 ปเปตสารแขวนลอยอนุภาคนาโนที่เตรียมไดปริมาตร 1 mL ใสใน Microcon Ultracel 
YM-30 tube (MW cut-off 30,000 Dalton)  นําไปปนเหวี่ยงที่ 16,000 rpm นาน 10 นาที  และนํา 
filtrate ที่ไดไปวิเคราะหโดยวิธี HPLC  

สวนที่ 2 Nanoparticle dispersion 
การเตรียมตัวอยาง 

 ปเปตสารแขวนลอยอนุภาคนาโนที่เตรียมไดปริมาตร 0.5 mL ใสใน microtube  เติม 
mobile phase ปริมาตร 0.5 mL จากนั้นนําไปปนผสมโดยเครื่อง vortex mixer นาน 1 นาที  นําไป 
sonicate นาน 30 นาที  และนําไปปนเหวี่ยงที่ 16,000 rpm นาน 10 นาที  จากนั้นนํา supernatant 



 

โครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอรเพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา 17 

 

ที่ไดไปเจือจางดวย mobile phase จนไดความเขมขนที่เหมาะสม แลวจึงนําไปวิเคราะหดวยวิธี 
HPLC 

จากการวิเคราะหดวยวิธี HPLC จึงนําผลที่ไดมาประเมินประสิทธิภาพในการบรรจุยาของ
อนุภาคนาโนที่พัฒนาขึ้น โดยประเมินจากคา %drug loading และ %entrapment efficiency ซึ่ง
สามารถคํานวณไดตามสมการตอไปน้ี 
วิธีคํานวณ %Drug loading (%DL) และ %Entrapment efficiency (%EE) 

100×=
iclesd nanopartlyophilizeAmount of 

snoparticledrug in naAmount of  ding % Drug Loa   

100×=
ug addedount of drInitial am

snoparticledrug in naAmount of ncynt Efficie% Entrapme   

โดยที่: 
Amount of lyophilized nanoparticles คือ น้ําหนักของอนุภาคนาโนที่เตรียมไดหาไดจากผลตาง
ของนํ้าหนักระหวางอนุภาคนาโนที่เตรียมไดหลังผานกระบวนการ lyophilization กับปริมาณยาที่ไม
ถูก incorporate ในอนุภาคนาโนที่วิเคราะหไดในสวนของ filtrate  
Initial amount of drug added คือนํ้าหนักของยาที่ใสในตอนเริ่มตน 
Amount of drug in nanoparticles คือปริมาณยาที่ถูก incorporate ในอนุภาคนาโนที่วิเคราะหได 
ซึ่งหาไดจากผลตางระหวางปริมาณยาที่พบในสวนที่ 1 (Filtrate) และสวนที่ 2 (Nanoparticle 
dispersion) 

7.3  การศึกษารูปรางของอนุภาคนาโนกักเก็บ ibuprofen และ indomethacin 

เตรียมตัวอยางโดยการเจือจางตัวอยางใหมีความเขมขนที่เหมาะสมดวยนํ้า Milli-Q หยด
ตัวอยางที่เจือจางลงบน cover slide จํานวน 1 – 2 หยด แลวเกลี่ยตัวอยางใหกระจายใหทั่ว cover 
slide  ทําใหแหงโดยการเก็บใน dessicator ขามคืน  ติด cover slide ที่มีตัวอยางที่แหงลงบน stub  
เคลือบผิวตัวอยางดวย gold เปนระยะเวลา 45 วินาที  วิเคราะหรูปรางของอนุภาคนาโนดวยกลอง
จุลทรรศนแบบสองกราด (Scanning electron microscope) ที่ตอกับ field-emission-cathode และ
ใช upper detector ในการตรวจจับสัญญาณภาพ จากนั้นจึง capture ภาพดวยโปรแกรม Digital 
Image Processing System 2.6 

 
(8)  การศึกษาผลของจํานวนโมลของ nicotinic acid ตอการปลดปลอย Ibuprofen และ 
Indomethacin 
 การศึกษาการปลดปลอยตัวยาจากอนุภาคนาโนโดยวิธี dialysis ซึ่งเปนวิธีที่ใชกันทั่วไป  นาํ
อนุภาคนาโนที่ incorporate ยา ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใสลงในถุง dialysis membrane จากนั้นจึงผูก
ถุงใหแนน  นําถุง dialysis ที่ไดจุมลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 ใชเปน receptor 
medium ในขวดแกวใส  จากนั้นจึง incubate ถุง dialysis ที่จุมในสารละลายในขวดแกวที่อุณหภูมิ 
37 oC พรอมกับปนดวย magnetic stirrer ความเร็ว 130 rpm   สุมตัวอยางปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
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จากสารละลายนอกถุง dialysis ที่อยูขวดแกวที่เวลา 15, 30, 45, 60, 90 นาที 2, 3, 4, 5, 6 และ 24 
ชั่วโมง  เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรใหมปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ทันทีหลังจากสุมตัวอยาง  นํา
ตัวอยางที่สุมไดไปวิเคราะหดวยวิธี HPLC ที่ผานการทํา validation แลว จากนั้นนําคาที่ไดไป
คํานวณหา %cumulative amount of drug release ตามสมการตอไปน้ี  
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 Q0 คือ ปริมาณยาในอนุภาคนาโนเริ่มตน 
 Ct คือ ความเขมขนของยาใน receptor medium ที่วิเคราะหได ณ เวลาที่สุมตัวอยาง 
 Ci คือ ความเขมขนของยาใน receptor medium จากการสุมตัวอยางที่ i 
 Vr คือ ปริมาตรของ receptor medium ทั้งหมดที่อยูในขวดแกว 
 Vs คือ ปริมาตรของ receptor medium ที่สุมแตละครั้ง 

นําคาที่ไดมาสรางกราฟ release profile ระหวาง %cumulative amount of drug release 
กับเวลา 
 
(9)  การศึกษาการเกิด interaction ระหวางยา ibuprofen กับสายโซโพลีเมอรโดยวิธี FT-IR 

แยกละลายโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 30% โมล ยา ibuprofen และสารผสม
ระหวางโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 30% โมลกับยา ibuprofen ในตัวทําละลาย 
tetrahydrofuran   หยดสารละลายในขอ 1 ลงบนแผน KBr 1 หยด  ตั้งทิ้งไวใน dessicator จนแหง  
นําไปวัด absorption ดวยเครื่อง Nicolet 6700 FT/IR spectrophotometer 
 
(10)  การแปลผลทางสถิติ 
 การแปลผลทางสถิติโดยใชคาเฉลี่ยจากการวัดอยางนอย 3 ครั้ง เปรียบเทียบตัวแปรแตละ
กลุมทางสถิติโดยวิธี student t-test หรือ one way ANOVA จากโปรแกรม SPSS 13.0 for 
windows เปรียบเทียบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ชวงความเชื่อม่ัน 95% เม่ือคา p-
value นอยกวา 0.05 
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ผลการทดลองและวิจารณผล 
 

(1).  การติด nicotinic acid บนสายโซของ poly-ε-caprolactone (εCL) ดวย click reaction 

1.1  การสังเคราะห α-chloro-ε-caprolactone 
 จากการสืบคนขอมูล พบวา การเตรียมโพลีเอสเทอรไดรับความสนใจอยางมากในการนํามา
พัฒนาเปนระบบนําสงยา  เนื่องจากเปนโพลีเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ  โดยเฉพาะ 
polycaprolactone และ polylactide ซึ่งเปนตัวแทนของโพลีเอสเทอรที่ไดรับความนิยมอยางสูง  
polycaprolactone เปน linear aliphatic polyester ที่มีลักษณะกึ่งผลึก  สามารถสังเคราะหไดดวย
กระบวนการ ring-opening polymerization ของ epsilon-caprolactone  แตการติดหมูฟงกชันลงบน
โพลีเมอรนี้อาจตองทําการสังเคราะห α-chloro-ε-caprolactone (αClεCL) เพ่ือ polymerization 
กับ epsilon-caprolactone ใหไดเปนโคโพลีเมอรของ poly(αClεCL-co-εCL)  แลวจึงเปลี่ยนหมู
ฟงกชันที่กลุม chloride ดวยกลุมสารที่ตองการในสายโซโคโพลีเมอรนี้ 
 α-chloro-ε-caprolactone (αClεCL) เปน monomer ซึ่งไมมีจําหนายในทองตลาด  จึง
จําเปนตองสังเคราะหสารนี้ขึ้นโดยใชปฏิกิริยา Baeyer-Villiger oxidation (37)  ดวยการทําปฏิกิริยา
ระหวาง α-chlorocyclohexanone (αClCy) กับ m-chloroperoxybenzoic acid (mCPBA)  

จากขอมูลที่สืบคนได (37) พบวามีสภาวะที่ใชในการสังเคราะหคือใชจํานวนสมมูล mCPBA 
ตอ αClCy เปน 1.08 ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหอง นาน 96 ชั่วโมง ทําการสกัดดวย sodium 
dithionite และ sodium bicarbonate อยางละ 3 ครั้ง และทําใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการกลั่น (สภาวะที่ 1 
ในตารางที่ 1)  แตจากการทดลองนี้ พบวา เม่ือใชจํานวนสมมูลของ mCPBA เทากับ 1.08 ทํา
ปฏิกิริยานาน 96 ชั่วโมง และติดตามปฏิกิริยาโดยวิธี TLC พบวา spot ของ αClCy ที่ยอมดวย 
iodine มีปริมาณความเขมของ spot ลดลงเรื่อย ๆ จนกระทั่งครบ 96 ชั่วโมง เม่ือทําการสกัดดวย 
sodium dithionite และ sodium bicarbonate อยางละ 3 ครั้ง และทําการแยกสารใหบริสุทธิ์ดวยวิธี
กลั่น พบวาสารที่ไดมีสีน้ําตาลเขม เม่ือนํามาวิเคราะหดวยวิธี 1H-NMR spectroscopy พบวา สารที่
ไดเกิดการสลายตัวและไดสารที่ไมบริสุทธิ์ 
 จากการทดลองตามสภาวะที่ 2 ดวยการเพิ่มจํานวนสมมูลของ mCPBA ตอ αClCy เปน 
1.40  และติดตามปฏิกิริยาดวย TLC พบวาเม่ือทําปฏิกิริยาเปนเวลานาน 48 ชั่วโมง พบวา 
αClεCL มีปริมาณสูงขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับที่เวลา 24 ชั่วโมง ดังน้ันจึงหยุดปฏิกิริยา  และทําการ
สกัดและกลั่น  เพื่อทําใหสารบริสุทธิ์ พบวา การกลั่นยังไมสามารถทําใหสารที่ไดบริสุทธิ์ได 
เน่ืองจากการกลั่นตองใชความรอนและสารที่ไดมีความไมเสถียรเม่ือสัมผัสความรอน ดังเห็นไดจาก 
1H-NMR spectrum ของสารที่ไดจากการกลั่น (รูปที่ 1)  
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รูปที่ 1 1H-NMR spectrum ของสารที่กลั่นไดจากการสังเคราะห αClεCL ตามสภาวะที่ 2 (ตารางที่ 1) 

 เม่ือทดลองลดจํานวนสมมูลของ mCPBA ตอ αClCy เปน 1.34 (สภาวะที่ 3 ในตารางที่ 1)  
พบวา การเกิดปฏิกิริยาไมแตกตางจากสภาวะที่ 2  และเม่ือทดสอบความสมบูรณของการ
เกิดปฏิกิริยาจาก TLC พบวา ที่เวลา 48 ชั่วโมง αClCy มีคานอยมากจนไมสามารถตรวจสอบได  
ในขณะที่ αClεCL มีปริมาณมาก  หลังการหยุดปฏิกิริยาและทําการสกัดดวย sodium dithionite 
และ sodium bicarbonate จนไมพบการเกิดฟองอากาศ (สกัด 2 ครั้ง)  และตรวจสอบดวยวิธี TLC 
เพ่ือยืนยันวาไมเหลือสารตั้งตนที่อาจจะมีผลรบกวนหรือปนเปอนสารที่ตองการ  พบวา จํานวน
สมมูลของ mCPBA ตอ αClCy (1.34)  ระยะเวลาที่ใชในการทําปฏิกิริยา (48 ชั่วโมง)  และจํานวน
ครั้งของการสกัดดวย sodium dithionite และ sodium bicarbonate (สกัด 2 ครั้ง) เปนสภาวะที่
เหมาะสมตอการใชเปนสภาวะการสังเคราะหเพ่ือทําการสังเคราะห αClεC  แตอยางไรก็ตามสารที่
ไดยังไมบริสุทธิ์เพียงพอที่จะใชในการสังเคราะหโพลีเมอรตอไป  อีกทั้งสารตั้งตนที่ทําการทดลองใน 
3 สภาวะที่ผานมาใชปริมาณเพียงเล็กนอยทําใหไดผลผลิตคอนขางต่ํา  ดังน้ัน จึงทดสอบหาวิธีแยก
สารใหบริสุทธิ์ดวยวิธีการอ่ืน และเพ่ิมปริมาณการสังเคราะหเพ่ือเพ่ิมผลผลิต 
 เม่ือทําการทดลองโดยการเพิ่มปริมาณการสังเคราะห αClCy จาก 7.54 mmole เปน 75.4 
mmole  (สภาวะที่ 4 ในตารางที่ 1)  หลังจากทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิหองนาน 48 ชั่วโมง  และ
ตรวจสอบเอกลักษณของสารที่สังเคราะหไดดวยวิธี 1H-NMR spectroscopy พบวา สารที่สังเคราะห
ไดคือ αClεCL ซึ่งมีโครงสรางและโปรตอนดังแสดงในรูปที่ 2 แตจาก spectrum พบวายังคงมีสาร
ปนเปอนเหลืออยู จึงตองทําการแยกสารใหบริสุทธิ์  ดวยการทดลองแยกสารใหบริสุทธิ์โดยวิธี 
column chromatography และใช mobile phase ชนิดเดียวกับที่ไดใชกับ TLC 
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รูปที่ 2  1H-NMR spectrum ของสารที่สังเคราะหได (αClεCL) ตามสภาวะที่ 4 (ตารางที่1) 

 การทดลองแยกสารใหบริสุทธิ์ทําโดยวิธี column chromatography และใช mobile phase 

เปนตัวทําละลายผสมระหวาง hexane กับ ethyl acetate ในอัตราสวน 3 ตอ 1  และระเหยเอาตัวทํา

ละลายออกจนแหง และนําไปตรวจวิเคราะหเอกลักษณของสารที่สังเคราะหไดดวยวิธี 1H-NMR 

spectroscopy พบวาไดผลดังรูปที่ 3 

 

   

รูปที่ 3  1H-NMR spectrum ของสารที่สังเคราะหได (αClεCL) ตามสภาวะที่ 4 (ตารางที่ 1) 
หลังจากผานการแยกสารใหบริสุทธิ์ดวยวิธี column chromatography  
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 การทดลองแยกสารใหบริสุทธิ์ดวยวิธี column chromatography ทําใหไดสารที่มีความ

บริสุทธิ์มากขึ้นพรอมที่จะนําไปใชในขั้นตอนการสังเคราะหโพลีเมอรในลําดับตอไป  แตเน่ืองจากการ

สังเคราะหครั้งนี้ มีการแบงสารออกไปในระหวางการสังเคราะห  ทําใหไมสามารถหาปริมาณที่ได

สุทธิจากการสังเคราะหครั้งนี้ได  ดังนั้นจึงทําการทดสอบซ้ําที่สภาวะที่ 4 และควบคุมความชื้นในการ

สังเคราะหโดยการนํา mCPBA ไป vacuum กอนใชประมาณ 10 ชั่วโมง  และทําให 

dichloromethane ไปทําใหปราศจากน้ําโดยการแชกับ molecular sieve ขามคืนกอนนําไปใช  โดย

ที่ระหวางการทําปฏิกิริยาตองมีการบรรจุกาซ argon เพ่ือใหสภาพบรรยากาศเหนือสารละลาย

ปราศจากความชื้นตลอดของปฏิกิริยาสังเคราะห  จากการควบคุมสภาวะที่เหมาะสมนี้ ทําให

สามารถสังเคราะห αClεCL จนไดปริมาณสุทธิสูงถึง 75% โดยประมาณ (สภาวะการทดลองที่ 5)  

โดยเม่ือนําสารที่ไดไปตรวจสอบเอกลักษณดวยวิธี 1H-NMR spectroscopy  พบวาสารที่ไดมี 

spectrum สอดคลองกับ reference spectrum ที่มีรายงานไว (37)  ตามที่สรุปไวในตารางที่ 2 และ

รูปที่ 4 

ตารางที่ 2  Characteristic peaks ของสารที่สังเคราะหได 

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 ที่สังเคราะหได (A) และ Reference (B) (37)  

A B 
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1.2  การสังเคราะหโคโพลีเมอร (poly(αClεCL-co-εCL-co-PEG)) 

 การสังเคราะหโพลีเมอรทําโดยใชวิธี ring-opening polymerization  และจากการสืบคน
ขอมูลพบวา มีผูที่ศึกษาการสังเคราะหโพลีเมอร poly(αClεCL-co-εCL) โดยใช 2,2-Dibutyl-2-
stanna-1,3-dioxepane (DSDOP) เปน initiator (37) สําหรับการทดลองนี้ ไดมีการปรับเปลี่ยนวิธี
สังเคราะหและ initiator ที่ใชในปฏิกิริยา โดยใช polyethylene glycol 4000 (PEG 4000) (MW = 
4000) เปน macromolecular initiator ทําใหโพลีเมอรที่ไดมีโมเลกุลของ PEG 4000 อยูในสายโซ
และทําใหคุณสมบัติของโพลีเมอรเปลี่ยนจากโพลีเมอรที่มีความไมชอบนํ้า (hydrophobic polymer) 
เปนโพลีเมอรชนิดที่มีความชอบทั้งนํ้าและน้ํามัน (amphiphilic polymer) นอกจากนี้ยังทําใหโพลี
เมอรที่ไดมีหมูฟงกชันที่พรอมจะเปลี่ยน หรือ แทนที่ดวยหมูฟงกชันที่ตองการอ่ืนอีกดวย และใน
ปฏิกิริยา polymerization ไดมีการใช Tin (II) Octanoate (SnOct2) เปนตัวเรงปฏิกิริยา (catalyst) 
รวมดวย 
 จากการทดลองไดทําการทดลองสังเคราะหโคโพลีเมอร (copolymer) ระหวาง αClεCL กับ 
εCL โดยใช PEG 4000 เปน initiator ที่อัตราสวนตาง ๆ กันจํานวน 3 อัตราสวนดังแสดงในตารางที ่
3 จากการตรวจเอกลักษณของโพลีเมอรที่สังเคราะหโดยวิธี 1H-NMR spectroscopy พบวามี 
αClεCL unit คิดเปน 27% เม่ือเปรียบเทียบกับ εCL unit และคิดเปน 13% ของทั้งสายโซ  
โครงสรางของโพลีเมอรที่สังเคราะหไดและ 1H-NMR spectrum แสดงในรูปที่ 5 
 
ตารางที่ 3 สรุปอัตราสวนของ αClεCL บนสายโซโพลีเมอรและคาเฉลี่ยน้ําหนักโมเลกุลที่คาดวาจะ
ไดตามทฤษฎี 
 

fa
αClεCL Fb

αClεCL Fc
αClεCL Md

n,theo 

0.30 0.27 0.13 15,740 
 

fαClεCL = อัตราสวนระหวาง αClεCL ตอ εCL ที่ใสตอนเริ่มตน 
Fb
αClεCL = อัตราสวนระหวาง αClεCL ตอ εCL ในสายโซที่วิเคราะหไดโดยวิธี 1H-NMR 

spectroscopy 
Fc
αClεCL = อัตราสวนระหวาง αClεCL ตอ εCL และ PEG 4000 ในสายโซที่วิเคราะหไดโดยวิธี 1H-

NMR spectroscopy 
Md

n,theo = คาเฉลี่ยน้ําหนักโมเลกุลโดยจํานวนของสายโซโพลีเมอรตามทฤษฎี 
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nαClεCL = อัตราสวนโมลของ αClεCL ที่ใชในปฏิกิริยาตออัตราสวนโมลของ initiator 
nεCL = อัตราสวนโมลของ εCL ที่ใชในปฏิกิริยาตออัตราสวนโมลของ initiator 
 
 
 
 

   
 

รูปที่ 5  1H-NMR spectrum ของ poly(αClεCL-co-εCL-co-PEG) ที่ประกอบดวย fαClεCL = 0.3 
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1.3  การสังเคราะห Poly(αN3εCL-co- εCL-co-PEG) 
 หลังจากทําการสังเคราะห poly(αClεCL-co-εCL-co-PEG) แลว  จึงทดลองเปลี่ยนหมู
ฟงกชันเพื่อเตรียมพรอมในการติดหมูฟงกชันอ่ืนบนสายโซโพลีเมอร โดยการเปลี่ยนหมู chloride 
เปนหมู azide โดยการทําปฏิกิริยาระหวาง poly(αClεCL-co-εCL) กับ sodium azide 
 จากการทดลองพบวาการเปลี่ยนหมู chloride เปน azide โดยปฏิกิริยาระหวาง 
poly(αClεCL-co-εCL-co-PEG) กับ sodium azide สามารถเปลี่ยนไดอยางสมบูรณ (100%)  ผล
จากการวิเคราะหโดยวิธี 1H-NMR spectroscopy พบวา characteristic peak ของ chloride ที่
ตําแหนง 4.25 ppm หายไป  และเกิด peak ใหมที่ 3.85 ppm ซึ่งเปน 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 โมเลกุลที่จะนํามาติดที่สายโซโพลีเมอร จะตองมีหมู 
alkyne ที่ปลายโมเลกุลของ nicotinic acid (but-3-ynyl nicotinate) ดังน้ันจึงตองทําการ 
esterification ระหวาง nicotinic acid กับ 3-butyn-1-ol  
 จากการทดลองสภาวะที่ใชในการสังเคราะห but-3-ynyl nicotinate  พบวาตองใช DCC และ 
DMAP 2.0 equivalent กับ nicotinic acid  และตองใช 3-butyn-1-ol จํานวน 1.0 equivalent กับ 
nicotinic acid  สําหรับขั้นตอนของการแยกสกัดสารใหบริสุทธิ์โดยวิธี column chromatography ได
ใช mobile phase เปนตัวทําละลายผสมระหวาง hexane, ethyl acetate และ dichloromethane ใน
อัตราสวน 1:2:2  ผลการแยกสาร พบวาได but-3-ynyl nicotinate ประมาณ 53%  นอกจากนี้ใน
ระหวางการทําปฏิกิริยายังเกิดสารที่เปน by-product และ intermediate ดวย  เม่ือทําการวิเคราะห
โดยวิธี 1H-NMR spectroscopy เพ่ือตรวจสอบเอกลักษณของสารดังแสดงในรูปที่ 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 ดวย click chemistry  
 ปฏิกิริยา click chemistry ที่ใชในการติดโมเลกุลของยาที่แกนหลักของสายโซโพลีเมอรเปน
การทําปฏิกิริยาระหวาง azide กับโมเลกุลของยาที่มีปลายโมเลกุลเปน alkyne และใช Cu (I) เปน
ตัวเรงปฏิกิริยา เกิดเปน 1,2,3-triazole โดยปฏิกิริยาดังกลาวมีชื่อเฉพาะวา Huisgen’s 
cycloaddition 
 จากการทดลองติดโมเลกุลของ nicotinic acid บนแกนหลักของสายโซโพลีเมอรพบวา เม่ือ
ใชสภาวะตามที่สืบคนขอมูล (38) คือ 0.1 equivalent ของ Cu (I) iodide และ DBU และ 1.2 
equivalent ของ but-3-ynyl nicotinate ตอ 1 equivalent ของ αN3εCL unit ทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 
35 oC  พบวาการเกิดปฏิกิริยาไมสมบูรณแมวาเวลาจะผานไปนานถึง 8 ชั่วโมง  จากการวิเคราะห
โดยวิธี 1H-NMR spectroscopy พบวายังมี peak ของ azide เหลือที่ตําแหนง 3.85 ppm  เม่ือ
ทดลองเพิ่มจํานวนสมมูลของ Cu (I) iodide, DBU และ but-3-ynyl nicotinate  และเพิ่มอุณหภูมิที่
ใชในการทําปฏิกิริยาเปน 40 oC  พบวา เม่ือทําปฏิกิริยานาน 4 ชั่วโมง peak ที่ตําแหนง 3.85 ppm 
หายไปหมดและเกิด peak ใหมที่ตําแหนง 5.5 ppm ซึ่งเปน peak ของ methyne proton บนสายโซ
ที่ติดกับหมู triazole  นอกจากนี้ยังพบ peak ที่ตําแหนง 7.7 ppm ซึ่งเปน 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).  การวิเคราะหคุณสมบัติของโพลีเมอรที่ติด nicotinic acid บนสายโซ poly-ε-

caprolactone (εCL) 
 จากการตรวจสอบเอกลักษณของโพลีเมอรที่สังเคราะหไดนั้นพบวา ใน 1H-NMR spectrum 
ตําแหนงที่เปน peak ของ azide ที่ตําแหนง 3.85 ppm หายไปหมด และเกิด peak ใหมที่ตําแหนง 
5.3 ppm ซึ่งเปน peak ของ methyne proton ตําแหนงที่ติดกับ triazole ring และเกิด peak ที่
ตําแหนง 7.6 ppm ซึ่งเปน 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 รวมดวย (รูปที่ 9) 

จากการตรวจสอบเอกลักษณเพ่ิมเติมโดยวิธี FT-IR พบวา peak ของ azide  ที่ wave 
number 2100 cm-1 หายไปหมด และเกิด peak ใหมที่ตําแหนง 1600 cm-1 ซึ่งเปน characteristic 
peak ของ triazole ring และยังพบ peak ของ C=C stretching ที่ตําแหนง 1590 cm-1 และ C=N 
stretching ที่ตําแหนง 1625 cm-1 ซึ่งเปนตําแหนง peak ของ pyridine ring (รูปที่ 10) 

จากการวิเคราะหดวยวิธี 1H-NMR สามารถนําคา integration ของ peak มาหาสัดสวนโม
ลของลิแกนดที่ติดบนสายโซโพลีเมอรดวยสมการที่ 1 และ 2 ดังแสดงไวขางลาง นอกจากนี้การ
วิเคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยน้ําหนัก (Mw) และโดยจํานวน (Mn) และคาการกระจายของ
น้ําหนักโมเลกุล (Mw/Mn) สามารถทําไดโดยการวิเคราะหดวยวิธี GPC โดยผลการวิเคราะหไดแสดง
ไวในตารางที่ 4  จากผลการทดลองพบวา โพลีเมอรที่ไดติดลิแกนดบนสายโซโพลีเมอรนั้นมีสัดสวน
ของลิแกนดที่ติดเม่ือคํานวณจาก 1H-NMR สอดคลองกับสัดสวนที่คํานวณไดตามทฤษฏี 

 
สมการที่ 1 สัดสวนโมลของ nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอรโดยคิดเฉพาะหนวยของ 

εCL และ grafted-εCL 
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สมการที่ 2 สัดสวนโมลของหมู nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอรโดยคิดรวมทุกหนวยที่อยู

บนสายโซไดแก εCL, grafted-εCL และ PEG  

ppmppmppm

ppm
CLgrafted

b

III

I
F

65.33.53.2

3.5

4
1

2
1

++
=−       (2) 

 
 จากผลการวิเคราะหน้ําหนักโมเลกุลพบวา น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยโดยจํานวนของ 

poly(αClεCL-ran-εCL)-co-PEG และ poly(αN3εCL-ran-εCL)-co-PEG เม่ือคํานวณจาก NMR 
พบวา มีคาใกลเคียงกับคาที่คํานวณไดจากทฤษฎี แตคาที่วิเคราะหโดยใชวิธี GPC พบวา Mn มีคา
นอยกวาคาที่คํานวณตามทฤษฎีและจาก NMR ผลดังกลาวสามารถอธิบายไดโดยเกิดเนื่องจากการ
วิเคราะหโดยวิธี GPC คาน้ําหนักโมเลกุลที่ไดเปนคาเชิงเปรียบเทียบซึ่งไดจากการเปรียบเทียบกับ
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น้ําหนักโมเลกุลของ poly(styrene) ที่ใชเปนสารมาตรฐานในการคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลและมี
ความแตกตางของ intrinsic viscosity ระหวางโพลีเมอรที่ใชเปนสารมาตรฐานและโพลีเมอรที่
สังเคราะห  นอกจากนี้โพลีเมอรที่สังเคราะหขึ้นเปนโพลีเมอรชนิดที่ชอบทั้งนํ้าและน้ํามัน 
(amphiphilic polymer) ซึ่งมีผลของการเปลี่ยนแปลง hydrodynamic volume รวมดวย (39, 40)  ทํา
ใหการวิเคราะหโดยวิธี GPC ไดคาน้ําหนักโมเลกุลนอยกวาคาที่คํานวณจากวิธี NMR  นอกจากนี้

น้ําหนักโมเลกุลของ poly(αN3εCL-ran-εCL)-co-PEG  มีคานอยกวา poly(αClεCL-ran-εCL)-
co-PEG  เนื่องจากผลของการแทนที่หมู chloride ดวย azide และทําใหเกิด 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 ของโพลีเมอรที่มีหมู chloride, azide และ nicotinic acid  
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ตารางที่ 4  ผลการทดลองจากการติดหมูลิแกนดบนสายโซโพลีเมอร 
 

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 ,  = สัดสวนโมลของหมู chloride, azide และ nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอรตามทฤษฎีและที่คํานวณจาก NMR ตามลําดับ โดยคิดเฉพาะหนวย

ของ εCL และ αN3εCL  

theogCL
bF , , NMRgCL

bF ,  = สัดสวนโมลของหมู chloride, azide และ nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอรตามทฤษฎีและที่คํานวณจาก NMR ตามลําดับ โดยคิดรวมทุกหนวยที่

อยูบนสายโซไดแก εCL, αN3εCL และ PEG 
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, [εCL], [αN3εCL] และ [I] คือจํานวนโมลของ εCL, αN3εCL และ initiator (PEG 4000) ตามลําดับ 
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จากขอมูลการกระจายน้ําหนักโมเลกุลโดยการวิเคราะห GPC พบวาหลังการแทนที่หมู 
chloride ดวย azide แลวการกระจายน้ําหนักโมเลกุลไมเปลี่ยนแปลง และหลังการติด nicotinic 
acid บนสายโซโพลีเมอรพบวาการกระจายน้ําหนักโมเลกุลไมเพ่ิมขึ้นและ chromatogram ที่ได
จากการวิเคราะหมีลักษณะเปน unimodal จึงสามารถสรุปไดวา การติด nicotinic acid ลงบน
สายโซโพลีเมอรชนิด amphiphilic สามารถทําไดโดยปฏิกิริยา Click reaction ภายใตสภาวะที่
ใชคือ 40 oC 4 ชั่วโมง โพลีเมอรที่ไดไมมีการเสื่อมสลายของโพลีเมอรหลังการทําปฏิกิริยา
ดังกลาว 
 จากผลการวิเคราะห thermal property ของโพลีเมอร (ตารางที่ 5) พบวา Tg ของโพลี

เมอรที่ติด nicotinic acid เพ่ิมขึ้นเล็กนอยเม่ือเปรียบเทียบกับโพลีเมอรเริ่มตน (P(αClεCL-ran-

εCL)-co-PEG) เม่ือพิจารณาถึง Tm พบวา คาดังกลาวของโพลีเมอรที่มีการติด chloride, azide 

และ nicotinic acid ลดลงจากคาของโพลีเมอรที่ไมมีการติดหมูใดๆ (poly(εCL)-co-PEG-co-

poly(εCL), Tm ≈ 50 oC (41))  นอกจากนี้ยังพบวา การติด nicotinic acid บนสายโซ มีผลทํา

ใหความเปน crystalline ของโพลีเมอรลดลง เม่ือเปรียบเทียบกับ poly(αN3εCL-ran-εCL)-co-

PEG  และ poly(αClεCL-ran-εCL)-co-PEG โดยดูจากคา ΔH ที่ไดจาก thermogram 
 
 
ตารางที่ 5 ผล Thermal property ของโพลีเมอรจากการวิเคราะหโดยวิธี 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 

 
จากการวิเคราะหการเสื่อมสลายของโพลีเมอรโดยวิธี TGA (รูปที่ 11) พบวา 

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

ลักษณะเหมือนรูปแบบการเสื่อมสลายของ poly(αClεCL-ran-εCL) (38) และข้ันสุดทาย

เหมือนสวนของ PEG ในสายโซโพลีเมอร และรูปแบบโดยรวมเหมือน poly(εCL)-co-PEG-co-

poly(εCL) (42)  สวนกรณีของ poly(αN3εCL-ran-εCL)-co-PEG  พบวามีการเสื่อมสลายเริ่ม
ตั้งแตอุณหภูมิประมาณ 200 oC เน่ืองจากมีการแตกสลายของพันธะ N-N2 ของหมู azide ที่ติด
อยูบนสายโซโพลีเมอร (43, 44)  สวนรูปแบบการเสื่อมสลายที่เหลือเหมือนกับที่พบในกรณีของ 

poly(αClεCL-ran-εCL)-co-PEG กรณีของโพลีเมอรที่มีการติด nicotinic acid บนสายโซ
พบวา ในชวงอุณหภูมิประมาณ 200 oC จึงเริ่มมีการสูญเสียนํ้าหนักของสารตัวอยางจากการ
เพ่ิมอุณหภูมิ สันนิษฐานวาเกิดการเสื่อมสลายของหมูที่ติดบนสายโซ 



 

โครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอรเพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา 33 

 

 จากผลการทดลองดังกลาวสรุปไดวา การติดตัวยาบนสายโซโพลีเมอรชนิดเสื่อมสลาย
ไดทางชีวภาพสามารถติดไดโดยปฏิกิริยา Click chemistry โดยทําปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 40 oC 
นาน 4 ชั่วโมง จากสภาวะดังกลาวจะทําใหไดโพลีเมอรที่มีการติดตัวยาบนสายโซไดโดยไมเกิด
การเสื่อมสลายของโพลีเมอรในระหวางทําปฏิกิริยา  จากการศึกษาคุณสมบัติทาง thermal 
พบวาการติดหมูลิแกนดหรือตัวยาลงบนสายโซมีผลตอคุณสมบัติทาง thermal ของโพลีเมอรทั้ง
ในดานการเสื่อมสลายของโพลีเมอรและดานความเปน crystalline ของโพลีเมอรเอง โดยหมูที่มี
การติดลงบนสายโซถาหากเปนโครงสรางขนาดใหญและมีความเปน steric คอนขางมาก จะทํา
ใหการจัดเรียงตัวของสายโซเปนไปไดยาก ทําใหความเปน crystalline ของโพลีเมอรลดลง 
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รูปที่ 11  กราฟ thermal gravimetric diagram ของโพลีเมอรที่ติดหมู chloride, azide และ 
nicotinic acid บนสายโซ 
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(3).  การศึกษาการสังเคราะหและวิเคราะหโพลีเมอรที่ติด nicotinic acid ดวยสัดสวน
จํานวนโมลตางๆ บนสายโซ 

การสังเคราะหโพลีเมอรที่มีสัดสวน nicotic acid ตางๆ  ทําโดยการเริ่มทําการสังเคราะห
โพลีเมอรที่มีหมู Cl โซ เปน 10%, 20% และ 30% เทียบกับจํานวนโมลของ caprolactone (CL) 
repeating units บนสายโซ โดยใชปริมาณโมลของ ClCL และ CL ที่แตกตางกัน  ดังแสดงใน
ตารางที่ 6  จากน้ันเปลี่ยนหมู Cl เปนหมู azide (N3)  และทําการติดโมเลกุล nicotinic acid บน
สายโซโดยปฏิกิริยา click reaction ตาม condition ที่ปฏิกิริยากอนหนานี้ และทําการศึกษา
สมบัติโพลีเมอรที่สังเคราะหได 
 
ตารางที่ 6  สัดสวนจํานวนโมลของ monomers และ initiator ที่ใชในปฏิกิริยา 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  การพิสูจนเอกลักษณโพลีเมอรที่สังเคราะห็ไดดวยวิธี NMR, FTIR และ GPC 
จากการวิเคราะหเพ่ือพิสูจนเอกลักษณของโพลีเมอรที่ติด nicotic acid ในสัดสวนตางๆ 

ดวยวิธี NMR และ FTIR ไดผลการทดลองดังแสดงใหเห็นในรูปที่ 12 และ 13 ตามลําดับ  
ตารางที่ 7 แสดงใหเห็นถึงคาตางๆที่คํานวณไดจาการวิเคราะหดวยวิธี NMR, FTIR และ GPC  
จากผลการศึกษาพบวา สามารถสังเคราะหโพลีเมอรที่มีหมู Cl ที่มีจํานวนโมลแตกตางกันคือ 
10%, 20% และ 30% ไดสําเร็จ   โดยน้ําหนักโมเลกุลของโพลีเมอรที่สังเคราะหไดจากการ
คํานวณโดยวิธี NMR (Mn,NMR) มีคาใกลเคียงกับคาที่คํานวณตามทฤษฎี (Mn,theo) นอกจากนั้น
จํานวนโมลของ ClCL repeating units ที่คํานวณไดจาก NMR spectrum มีคาที่สอดคลองกับ
คาที่คํานวณไดตามทฤษฎี แตในกรณีของนํ้าหนักโมเลกุลที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี GPC 
(Mn,GPC) พบวามีคาคอนขางแตกตางจากคาตามทฤษฎี เน่ืองจากเหตุผลดังตอไปน้ี 

1) สารมาตรฐานที่ ใช ในการคํ านวณหาน้ํ าหนักโมเลกุลในการทดลองได ใช 

poly(styrene) ในการคํานวณ ซึ่งสารมาตรฐานนี้เปนโพลีเมอรตางชนิดกับโพลีเมอร

ที่สังเคราะห และมีคา intrinsic viscosity ที่แตกตางกัน  

2) โพลีเมอรที่สังเคราะหนั้นเปนโพลีเมอรชนิด amphiphile แต poly(styrene) เปนโพลี

เมอรชนิด hydrophobic จึงมีความแตกตางของ hydrodynamic volume  

3) โพลีเมอรชนิด amphiphile นี้มีการเปลี่ยนแปลง hydrodynamic volume ในตัวทํา

ละลายแตละชนิด  
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ซึ่งคาความผิดพลาดดังที่กลาวที่เกิดขึ้นน้ี เปนที่ยอมรับกันทั่วไปในกรณีที่ใชเทคนิค 
GPC ในการคํานวณหาน้ําหนักโมเลกุลของโพลีเมอรและมีการใชโพลีเมอรที่เปนสารมาตรฐาน
ตางชนิดกัน (39, 40) 

 

 
รูปที่ 12  NMR spectra ของโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ที่เปอรเซนตโมลตาง ๆ 
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รูปที่ 13  FTIR spectra ของโพลีเมอรที่ติดหมู Cl, N3 และ nicotinic acid ที่จํานวนโมล 10% 
ในกรณีของ 20% และ 30% ให spectra ที่เหมือนกันกับ 10%  
 
 

 
 



 

โครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอรเพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา 38 

 

ตารางที่ 7  ผลการวิเคราะหคุณสมบัติของโพลีเมอรที่สังเคราะหได 
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 ,  = สัดสวนโมลของหมู chloride, azide และ nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอรตามทฤษฎีและที่คํานวณจาก NMR ตามลําดับ โดยคิดเฉพาะหนวย
ของ εCL และ αN3εCL  

theogCL
bF , , NMRgCL

bF ,  = สัดสวนโมลของหมู chloride, azide และ nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอรตามทฤษฎีและที่คํานวณจาก NMR ตามลําดับ โดยคิดรวมทุกหนวยที่
อยูบนสายโซไดแก εCL, αN3εCL และ PEG 

[ ]
[ ]

[ ]
[ ] 4000114 3

, +⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
×+⎟⎟

⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
×= −CLgraftedtheon MW

I
CLN

I
CLM

εαε
, [εCL], [αN3εCL] และ [I] คือจํานวนโมลของ εCL, αN3εCL และ initiator (PEG 4000) ตามลําดับ



 

โครงการ การปรับปรุงโครงสรางโพลีเมอรที่ยอยสลายทางชีวภาพชนิดโพลีเอสเทอรเพื่อใชเตรียมอนุภาคนาโนในการนําสงยา 39 

 

ในกรณีของโพลีเมอรที่มีหมู N3 พบวาน้ําหนักโมเลกุลของโพลีเมอรมีคาลดลงเมื่อเปรียบเทียบ
กับคาของโพลีเมอรที่มีหมู Cl เน่ืองจากการเปลี่ยนแปลง hydrodynamic volume ของหมู N3 แตเม่ือ
พิจารณาเปรียบเทียบกับคาตามทฤษฎีพบวา มีคาที่สอดคลองกันทั้งคาน้ําหนักโมเลกุลที่คํานวณจาก 
NMR (Mn,NMR) และคาจํานวนโมลของหมู N3 ที่คํานวณได  เม่ือพิจารณาคาการกระจายของน้ําหนัก
โมเลกุล (Mw/Mn) ที่ไดจาก GPC chromatogram พบวาหลังการเปลี่ยนหมูจาก Cl เปน N3 มีคาลดลง
จากเดิม แสดงถึงโพลีเมอรไมเกิดการเสื่อมสลายหลังการเปลี่ยนหมู 

สําหรับกรณีของโพลีเมอรที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid พบวาน้ําหนักโมเลกุลของโพลีเมอร
มีคาเพิ่มขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับโพลีเมอรที่ติดหมู N3 จํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซมีคา
สอดคลองกับคาตามทฤษฎี และ Mw/Mn มีคาใกลเคียงกับคาของโพลีเมอรที่มีหมู N3  จากการทดลองจึง
สรุปไดวาสามารถปรับเปลี่ยนจํานวนโมเลกุล nicotinic acid (10%, 20% และ 30%) บนสายโซ 
caprolactone ไดสําเร็จ  

3.2  การศึกษา Thermal property ของโพลีเมอรที่สังเคราะหได 
จากตารางที่ 4 ผลการศึกษา Thermal property โดยวิธี DSC พบวา กรณีโพลีเมอรที่มีหมู Cl 

เม่ือเพ่ิมปริมาณหมู Cl บนสายโซโพลีเมอรพบวา คา Tm มีคาลดลง สวนคา Tg มีคาใกลเคียงกัน  เม่ือ
เปลี่ยนหมูเปน N3 พบวาคา Tm เพ่ิมขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับคาของโพลีเมอรที่มีหมู Cl ที่มีจํานวนโมลที่
เทากัน สวนคา Tg มีคาเพิ่มขึ้นจากคาของโพลีเมอรที่มีหมู Cl แตคายังคงใกลเคียงกันดังเดิมเม่ือมีการ
เพ่ิมจํานวนโมลของหมู N3  และเม่ือมีการติดโมเลกุล nicotinic acid พบวาคา Tg มีคาเพิ่มขึ้นเม่ือ
เปรียบเทียบกับคาของโพลีเมอรที่มีหมู N3 และเม่ือเพ่ิมจํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซ
พบวาคา Tg เพ่ิมขึ้นตามจํานวนโมลที่เพ่ิมขึ้น ซึ่งกลับกับคา Tm คือมีคาลดลงเมื่อเพ่ิมจํานวนโมล ของ 
nicotinic acid บนสายโซ และมีคาลดลดในทุก ๆ เปอรเซนตโมลของการติดโมเลกุล nicotinic acid เม่ือ
เปรียบเทียบกับคา Tm ของโพลีเมอรที่ติดหมู N3  

จากผลการศึกษาสามารถสรุปไดวา เม่ือเพ่ิมจํานวนโมลของของหมูหรือโมเลกุลบนสายโซ มีผล
ลดความเปนผลึกของสายโซโพลีเมอร เนื่องจากหมูที่ติดบนสายโซมีผลใหเกิดการขัดขวางการจัดเรียง
สายโซภายในโมเลกุลของโพลีเมอรเอง จึงทําใหโพลีเมอรมีความเปน amorphous มากขึ้น แตทั้งน้ีตอง
ขึ้นอยูกับขนาดของโมเลกุลที่ติดบนสายโซและ steric hindrance ของโมเลกุลตอการจัดเรียงสายโซของ
โพลีเมอรดวย รวมถึงความสามารถในการเกิดหรือสรางพันธะระหวางสายโซของโพลีเมอรเน่ืองจากหมูที่
ติดบนสายโซรวมดวย 
 
(4)  การศึกษาความเปนพิษตอเซลลของโพลีเมอรที่สังเคราะหได 

เม่ือทําการสังเคราะหโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid บนสายโซแลวจึงทําการศึกษาความ
เปนพิษตอเซลลของโพลีเมอรที่ไดโดยเปรียบเทียบกับโพลีเมอรตนแบบที่ไมมีการติดหมูหรือโมเลกุลใด 
ๆ บนสายโซนั้น (P(εCL)-co-PEG) 

ผลการศึกษาความเปนพิษตอเซลลของโพลีเมอรสังเคราะห แสดงใหเห็นในรูปที่ 14 พบวาโพลี
เมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ทุกเปอรเซนตโมลไมเปนพิษตอเซลล HUVECs ที่ความเขมขนสูงสุด
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คือ 250 μg/mL แตที่ความเขมขน 500 μg/mL พบวา %Survival cell มีคาเทียบเทากับเซลลที่ incubate 
กับ DMSO อยางเดียว  รวมถึงกรณีของ P(CL)-co-PEG ซึ่งใหผล %Survival cell ที่ใกลเคียงกัน  
ดังน้ันที่ความเขมขน 500 μg/mL คา %Survival cell ที่ลดลงเหลือประมาณ 50–60% มีผลมาจาก 
DMSO ซึ่งเปนพิษตอเซลล  จากการศึกษานี้ สรุปไดวา โพลีเมอรที่ติดโมเลกุลของ nicotinic acid ไมมี
ความเปนพิษตอเซลลที่ความเขมขน 500 μg/mL 
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รูปที่ 14  ผลการศึกษาความเปนพิษตอเซลลโดยวิธี MTT assay ตอเซลล HUVECs  

 
 

(5).  การศึกษาการเตรียมอนุภาคนาโนโดยโพลีเมอรที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid 
 จากการสืบคนขอมูลพบวาวิธีการเตรียมอนุภาคนาโนจากโพลีเมอรชนิดเอสเทอรและมีความ
เปน amphiphile ที่เปนที่นิยมใชกันอยางแพรหลายและขั้นตอนไมซับซอนคือ วิธี nanoprecipitation 
(45, 46)   

5.1  การศึกษาคุณสมบัติของอนุภาคนาโนที่เตรียมได 
 ตารางที่ 8 แสดงผลการศึกษาคุณสมบัติของอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติด nicotinic 
acid ที่สัดสวนตางๆ 
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ตารางที่ 8  การศึกษาการเตรียมอนุภาคนาโนจากโพลีเมอรที่สังเคราะหได 
 

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 

 
 
 จากผลการศึกษาพบวา เม่ือเพิ่มจํานวนโมล nicotinic acid บนสายโซ พบวาอนุภาคนาโนที่
เตรียมไดมีขนาดใหญขึ้น  เนื่องจากความเปน hydrophobic บนสายโซเพ่ิมขึ้น  ซึ่งผลการทดลองที่ได
สอดคลองกับผลการศึกษาโดยนักวิจัยกลุมอ่ืนๆ (14, 47) โดยอนุภาคที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล 
nicotinic acid  10% และ 20% มีขนาดอนุภาคนอยกวา 100 nm และมีการกระจายของขนาดอนุภาค
นอยกวาอนุภาคที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value < 0.05) ในกรณีของ
อนุภาคที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 30% พบวามีขนาดใกลเคียงกับอนุภาคที่
เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบ (P(εCL)-co-PEG) (p-value > 0.05) แตมีคาการกระจายขนาดอนุภาค
นอยกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value < 0.05)  

กรณีของประจุบนผิวอนุภาคพบวา มีแนวโนมคาความเปนลบเพิ่มขึ้นเม่ือเพ่ิมเปอรเซนตการติด
โมเลกุล nicotinic acid เม่ือเปรียบเทียบกับคาประจุบนพ้ืนผิวอนุภาคที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบ 
(P(εCL)-co-PEG) ซึ่งมีคาใกลเคียง 0 ผลที่ไดอาจเกิดจากมีโมเลกุลของ nicotinic acid บนพื้นผิวของ
อนุภาคนาโนที่เตรียม  

อยางไรก็ตาม nicotinic acid ที่ติดบนสายโซอาจทําใหเกิด steric hindrance ในการเกิดอนุภาค
นาโน  การเพิ่มจํานวนโมลของ nicotinic acid มีผลเพ่ิม steric hindrance ทําใหไดอนุภาคนาโนที่มี
ขนาดใหญขึ้นซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาของนักวิจัยกลุมอ่ืนเกี่ยวกับ steric hindrance ของหมูที่ติด
บนสายโซโพลีเมอรตอการเกิดอนุภาคนาโน (47)  และผลจาก steric hindrance ดังกลาวอาจมีผลทําให 
nicotinic acid ที่ถูกติดอยูกับแกนของสายโซโพลีเมอรถูกผลักออกจากแกนกลางของอนุภาคนาโนมาอยู
ที่ผิว  ดังนั้นการเพิ่มปริมาณของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซ ทําใหประจุบนพื้นผิวมีคาเปนลบมากขึ้น
เน่ืองจาก nicotinic acid ซึ่งคําอธิบายของเหตุการณที่เกิดขึ้นน้ียังอยูในระหวางการศึกษาตอไป 

5.2  การศึกษารูปรางของอนุภาคนาโนที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid 
 จากผลการศึกษาดังแสดงในรูปที่ 15 พบวา อนุภาคนาโนที่ไมมียาบรรจุอยู มีรูปรางเปนทรง
กลม  และพบการเกาะกลุมกันของอนุภาคนาโนบาง  ซึ่งอาจเกิดจากการเกาะกลุมกันในระหวางการ
เตรียมตัวอยาง 
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รูปที่ 15  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแบบสองกราดของอนุภาคนาโนที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid 
จํานวนตางๆกัน  (a) 10 %โมล, (b) 20 %โมล และ (c) 30%โมล  
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5.3  การศึกษาความเปนพิษตอเซลล HUVECs ของอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 
จากผลการทดลงอดังแสดงในรูปที่ 16 พบวาอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ทุก

เปอรเซนตโมลไมเปนพิษตอเซลล HUVECs ที่ความเขมขนสูงสุดคือ 0.20 mg/mL  ซึ่งผลการทดลองนี้
สอดคลองกับผลการศึกษาความเปนพิษตอเซลลของสารละลายโพลีเมอรในตัวทําละลาย DMSO ตามที่
ไดรายงานไปแลว  และเมื่อเพิ่มความเขมขนของอนุภาคนาโนมีผลเพิ่มความเปนพิษตอเซลล  รวมถึง
เม่ือเพ่ิม %โมล ของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร มีผลเพิ่มความเปนพิษตอเซลลเชนกันโดย
ดูจากคาความเขมขนต่ําสุดของอนุภาคนาโนที่ทําให %survival cells ของเซลล HUVECs มีคานอยกวา 
80%  ซึ่งเปนคาที่ยอมรับกันโดยทั่วไปวาสารหรือตัวอยางนั้นมีความเปนพิษตอเซลล  โดยคาความ
เขมขนดังกลาวนั้นสามารถสรุปไดดังแสดงในตารางที่ 9 ในกรณีของ %survival cells ของอนุภาคนาโน
ที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ปริมาณ 30 %โมล ที่ความเขมขนของอนุภาคนาโน 0.78 mg/mL มีคาเกิน 
80% เน่ืองจากความแปรปรวนของเซลลในชวงของการทดลอง 
 

 
 
รูปที่ 16 ผลการศึกษาความเปนพิษตอเซลลโดยวิธี MTT assay ตอเซลล HUVECs  
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ตารางท่ี 9 คาความเขมขนต่ําสุดของอนุภาคนาโนที่ทําให %survival cells ของเซลล HUVECs มีคานอย
กวา 80%  
 

ชนิดของอนุภาคนาโน ความเขมขน (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 
 ในการศึกษานี้ไดทําการเลือกโมเลกุลยาตนแบบจํานวน 2 ตัวยาคือ ibuprofen และ 
indomethacin เพ่ือใชในการศึกษา เน่ืองจากตัวยาทั้ง 2 นี้มีคุณสมบัติที่แตกตางกันเชน คาขีดการ
ละลายในตัวทําละลายที่แตกตางกันโดยเฉพาะในน้ํา  นอกจากนั้นขนาดโมเลกุลของยาทั้งสองที่แตกตาง
กัน และจํานวนหมูฟงกชั่นที่แตกตางกันซึ่งมีผลตอการสรางพันธะกับโพลีเมอรไดแก หมูอะโรมาติก 
หมูอัลคิล และหมูที่มีความสามารถในการสรางพันธะไฮโดรเจนได  จากคุณสมบัติที่แตกตางกันนั้นอาจ
สงผลตอคุณสมบัติในการ incorporate ตัวยาในอนุภาคนาโน และการปลดปลอยตัวยาจากอนุภาคนาโน
ได 
 จากการตรวจสอบวิธีวิเคราะหดวย HPLC ที่พัฒนาไดผลดังนี้ 

1. Precision 

จากผลการตรวจสอบวิธีวิเคราะหพบวาระบบที่ใชวิเคราะหตัวยาทั้งสองนั้นมีคา %CV อยูใน
เกณฑที่ยอมรับไดทั้ง repeatability และ reproducibility ดังแสดงในตารางที่ 10 
 
ตารางที่ 10  ผลการตรวจสอบ repeatability และ reproducibility ของวิธีวิเคราะหตัวยา 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 

จากผลการตรวจสอบพบวาระบบที่ใชในการวิเคราะหตัวยาทั้งสองมีความถูกตองในการ
วิเคราะหโดยดูจากคา %recovery มีคาอยูในชวง 90–110 % ดังแสดงใหเห็นในตารางที่ 11  

 
ตารางที่ 11  คา %recovery ของยา ibuprofen และ indomethacin จากการวิเคราะหโดย 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 

จากผลการตรวจสอบพบวาระบบที่ใชในการวิเคราะหตัวยาทั้งสองเม่ือนํามาสรางกราฟจะได
กราฟเสนตรงที่มีคา r2 มากกวา 0.9995 ดังแสดงในรูปที่ 17 

 
รูปที่ 17  กราฟมาตรฐานของยา ibuprofen (a) และ indomethacin (b) จากการวิเคราะหโดยวิธี HPLC  
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 ดังน้ันจากผลการตรวจสอบวิธีวิเคราะห จึงสรุปไดวา วิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นมาเพิ่มเติมน้ัน
เหมาะสมที่จะใชในการวิเคราะหปริมาณ ibuprofen และ indomethacin ที่จะทําการศึกษาในขั้นตอน
ตอไป 
 
(7)  การศึกษาจํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรตอการ incorporate ยาใน
อนุภาคนาโน 
 ในการศึกษานี้ใชอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ปริมาณ 10, 20 และ 30 %โมล และ 
incorporate ตัวยา ibuprofen และ indomethacin โดยใชอัตราสวนระหวางยาตอโพลีเมอร (D:P ratio) 
คือ 2:10 และ 3:10  

จากผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 12 และ 13 พบวาเม่ือพิจารณาขนาดอนุภาคนาโน หลัง 
incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดทําใหอนุภาคมีขนาดใหญขึ้นเม่ือเปรียบเทียบกับอนุภาคนาโนที่ไมมียาบรรจุ
อยู (D:P ratio = 0:10) และเม่ือเพ่ิม D:P ratio ยังพบวาอนุภาคนาโนมีขนาดใหญขึ้นและสัมพันธกับ 
%DL ที่เพ่ิมขึ้น (รูปที่ 18)  บงชี้วาระบบนั้น ๆ สามารถบรรจุยาไดเพ่ิมขึ้นเม่ือเพ่ิม D:P ratio  ยกเวนใน
บางกรณีที่อนุภาคนาโนมีขนาดเล็กลงซึ่งเม่ือพิจารณาควบคูกับ %DL ดังแสดงในรูปที่ 18 พบวาขนาด
ของอนุภาคนาโนที่เล็กลงนั้นสัมพันธกับ %DL ที่ลดลง  ซึ่งอาจเนื่องมาจากขีดจํากัดในการบรรจุยาของ
ระบบนั้นๆ  สําหรับบางกรณีที่อนุภาคนาโนหลัง incorporate ยา มีขนาดเล็กลงเม่ือเปรียบเทียบกับ
ขนาดอนุภาคนาโนที่ไมมียาบรรจุอยู ขนาดอนุภาคที่เล็กลงอาจเกิดจากแกนกลางของอนุภาคมีการ
จัดเรียงตัวที่เปนระเบียบมากขึ้นและอัดแนนมากขึ้นเม่ือมีโมเลกุลของยาแทรกอยูในแกนกลางของ
อนุภาค  ทําใหอนุภาคมีขนาดเล็กลง (50, 51) 
 เม่ือพิจารณาคาประจุบนพื้นผิวของอนุภาคนาโนหลัง incorporate ยา พบวา กรณียา ibuprofen 
เม่ือ incorporate ยา จะทําใหประจุบนพ้ืนผิวของอนุภาคมีคาศักยไฟฟาลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับคา
ประจุบนพ้ืนผิวของอนุภาคนาโนที่ไมมียาบรรจุอยู แตไมสามารถหาความสัมพันธระหวางคาประจุบน
พ้ืนผิวของอนุภาคนาโนที่ลดลงกับ D:P ratio และ %โมลของ nicotinic acid ที่ติดอยูบนสายโซโพลีเมอร
ได  สําหรับกรณีของยา indomethacin ไมสามารถหาความสัมพันธระหวางคาประจุบนพื้นผิว กับทั้ง 
D:P ratio หรือ %โมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรได  แตจากการ incorporate ยาทั้ง 2 
ชนิด พบวาคาประจุบนพ้ืนผิวมีคาแตกตางไปจากคาที่ไดจากอนุภาคนาโนชนิดที่ไมมียาบรรจุอยู  จึง
สรุปไดวา อาจมีโมเลกุลของยาแทรกอยูหรือถูกดูดซับอยูที่พ้ืนผิวของอนุภาคนาโน 
 เม่ือพิจารณาความสามารถในการบรรจุยาของอนุภาคนาโนโดยพิจารณาจาก %EE (ตารางที่ 
12 และ 3) และ %DL (รูปที่ 18)  พบวา %EE ของอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid มีคา
มากกวา %EE ของอนุภาคนาโนที่เตรียมจาก P(εCL)-co-PEG ที่ไมมีโมเลกุล nicotinic acid ติดอยู  
ซึ่งผลดังกลาวเม่ือ incorporate ยาทั้งสองชนิดมีความสอดคลองกัน  อยางไรก็ตาม %EE จากการ 
incorporate ยาทั้งสองชนิดนั้นไมสอดคลองกับการเพิ่ม D:P ratio เน่ืองมาจากปริมาณยาที่ถูกบรรจุอยู
ในอนุภาคนาโนที่เพ่ิมขึ้นไมสัมพันธกันเปนเสนตรงกับคา D:P ratio ที่เพ่ิมขึ้น  และเม่ือพิจารณา %DL 
พบวาคา %DL ของอนุภาคนาโนที่มีโมเลกุล nicotinic acid ติดอยูมีคามากกวาคา %DL ของอนุภาคนา
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โนที่ไมมีโมเลกุลของ nicotinic acid ติดอยู ยกเวนกรณีของยา indomethacin ที่ D:P ratio เทากับ 2:10  
อยางไรก็ตามเมื่อเพ่ิม %โมลของ nicotinic acid ไมไดสงผลใหคา %DL เพ่ิมขึ้น  จากผลการทดลองเปน
ที่สังเกตวา %EE และ %DL ของอนุภาคนาโนเมื่อทําการ incorporate ยา indomethacin แลว มีคา 
%EE และ %DL มากกวาระบบที่ทําการ incorporate ยา ibuprofen เม่ือเปรียบเทียบที่ D:P ratio และ 
%โมลของ nicotinic acid ที่เทากัน  ผลดังกลาวเกิดจากคาขีดการละลายของยา ibuprofen ในน้ําที่มีคา
สูงกวาเม่ือเปรียบเทียบกับยา indomethacin (ibuprofen = 0.23 mg/mL (52) และ indomethacin = 
0.016 mg/mL(53)) ทําใหในระหวางกระบวนการ incorporation ตัวยาในอนุภาคนาโน ยาที่มีคาขีดการ
ละลายในน้ําที่สูงกวา เกิดการแบงภาคจากอนุภาคนาโนเขาสูวัฏภาคน้ํา  ทําใหบรรจุยาไดลดลง 
 การศึกษารูปรางของอนุภาคนาโนที่มีการติดโมเลกุล nicotinic acid หลัง incorporate ยา 
ibuprofen และ indomethacin ดวยกลองจุลทรรศอิเล็กตรอยแบบสองกราดไดผลตามที่แสดงใหเห็นใน 
รูปที่ 19  พบวา อนุภาคนาโนที่เตรียมไดหลัง incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดมีรูปรางเปนทรงกลมและมีการ
เกาะกลุมกันของอนุภาคนาโนบางซึ่งอาจเกิดจากการเกาะกลุมกันในระหวางการเตรียมตัวอยางได  
 
ตารางท่ี 12  ขนาดอนุภาคเฉลี่ย (z-ave), คาการกระจายขนาดอนุภาค (PI), คาประจุบนพื้นผิว (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 คืออัตราสวนระหวางยากับโพลีเมอรที่ใชในขั้นตอนแรกของการเตรียมอนุภาคนาโน 
* แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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ตารางท่ี 13  ขนาดอนุภาคเฉลี่ย (z-ave), คาการกระจายขนาดอนุภาค (PI), คาประจุบนพื้นผิว (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 คืออัตราสวนระหวางยากับโพลีเมอรที่ใชในขั้นตอนแรกของการเตรียมอนุภาคนาโน 
* แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
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รูปที่ 18  กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง %Drug loading ของอนุภาคนาโนหลัง incorporate ยา 
ibuprofen (a) และ indomethacin (b) กับ %โมลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร 0% 
grafting แสดงถึงอนุภาคนาโนที่เตรียมจาก P(εCL)-co-PEG  
(* แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวาง D:P ratio ที่แตกตางกันแตที่ %โมลของ nicotinic 
acid เทากัน (p-value of paired t-test < 0.05), ** แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวาง%โม
ลของ nicotinic acid ที่แตกตางกันแตที่ D:P ratio เทากัน (p-value of ANOVA test < 0.05), *** แตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับคาที่ไดจากอนุภาคนาโนที่เตรียมจาก P(εCL)-co-PEG (p-value of ANOVA 
test < 0.05)) 

 
 
 
 

 
 
รูปที่ 19 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนแบบสองกราดของอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 10% 
โมลหลัง incorporate ยา ibuprofen (A) และ indomethacin (B) 
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(8)  การศึกษาผลของจํานวนโมลของ nicotinic acid ตอการปลดปลอย Ibuprofen และ 
Indomethacin  
 จากการศึกษาผลของจํานวนโมลของ nicotinic acid ตอการ incorporate ยาในอนุภาคนาโน 
พบวาเม่ือจํานวนโมลของ nicotinic acid แตกตางกันมีผลใหเกิดความแตกตางทางคุณสมบัติเคมี
กายภาพของอนุภาคนาโน ไดแก ขนาดอนุภาคและคาประจุบนพื้นผิวของอนุภาคนาโน ปริมาณยาที่ถูก 
incorporate อยูในอนุภาคนาโนหรือ %drug loading ดังนั้นในการศึกษาผลของจํานวนโมลของ nicotinic 
acid ตอการปลดปลอยยาจึงเลือกอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุลของ nicotinic acid จํานวน 10 และ 20%
โมล และ incorporate ยา ibuprofen หรือ indomethacin ในอัตราสวนระหวางยาตอโพลีเมอร คือ 2:10 
เพ่ือใชในการศึกษาและเปรียบเทียบกับอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบคือ P(εCL)-co-PEG  

จากการทดลองเมื่อนําคาที่คํานวณไดมาสรางกราฟ release profile ไดดังรูปที่ 20 และ 21 
 
 
 

 
 

รูปที่ 20  Release profile ของยา ibuprofen จากอนุภาคนาโนในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH 7.4 
ภายใน 24 ชั่วโมง รูปภาพเล็กแสดง release profile ของยา ibuprofen ในชวง 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 ในชวง 5 ชั่วโมงแรก
ของการทดลอง 
 

เม่ือทําการสรางกราฟระหวาง %cumulative amount of drug release กับ time1/2 พบวาได
ความสัมพันธเปนเสนตรง ดังแสดงในรูปที่ 22 และ 23 และมีคา r2 ตั้งแต 0.941 ขึ้นไป (ตารางที่ 14 
และ 15) 
 

 
 
รูปที่ 22  Higuchi model fitting กราฟ release profile ของยา ibuprofen จากอนุภาคนาโนในชวง 4 
ชั่วโมงแรกของการทดลอง 
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รูปที่ 23  Higuchi model fitting กราฟ release profile ของยา indomethacin จากอนุภาคนาโนในชวง 
4 ชั่วโมงแรกของการทดลอง 
 
 จากกราฟความสัมพันธเปนเสนตรงระหวาง %cumulative amount of drug release กับ time1/2 
สามารถคํานวณหาคา r2 ความชันและสมการเสนตรงไดดังแสดงในตารางที่ 14 และ 15 
 
ตารางที่ 14  คา r2 ความชันและสมการเสนตรงจากความสัมพันธเปนเสนตรงระหวาง %cumulative 
amount of drug release กับ time1/2 ของยา ibuprofen 

Ibuprofen 
โพลีเมอร 

r2 ความชัน สมการเสนตรง 

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 คา r2 ความชันและสมการเสนตรงจากความสัมพันธเปนเสนตรงระหวาง %cumulative 
amount of drug release กับ time1/2 ของยา indomethacin 

Indomethacin 
โพลีเมอร 

r2 ความชัน สมการเสนตรง 

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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จากผลการทดลองสรุปไดวาการปลดปลอยยาตนแบบทั้ง ibuprofen และ indomethacin จาก
อนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid และโพลีเมอรตนแบบเปนไปตาม 
Higuchi model (48)  แสดงใหเห็นวากลไกการปลดปลอยยาเปนแบบ Fickian diffusion นอกจากนี้
สามารถหาอัตราการปลดปลอยยาไดจากคาความชันของสมการเสนตรงดังกลาวเพื่อใชในการ
เปรียบเทียบได 
 
การเปรียบเทียบการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบ (P(εCL)-co-
PEG) 

พบวาปริมาณยา ibuprofen และ indomethacin ประมาณ 80% ปลดปลอยจากอนุภาคนาโน
ภายใน 24 ชั่วโมง (รูปที่ 20 และ 21) ปริมาณและอัตราการปลดปลอยยา indomethacin ไมมีความ
แตกตางจากการปลดปลอยยา ibuprofen (ตารางที่ 14 และ 15)  ซึ่งไมสอดคลองกับทฤษฎีที่วายาที่มีคา
ขีดการละลายน้ํานอยกวามีปริมาณและอัตราการปลดปลอยยาที่นอยกวายาที่มีคาขีดการละลายน้ําสู
มากกวา (ยา indomethacin มีคาขีดการละลายน้ํานอยกวายา ibuprofen) (49, 50) 

ปจจัยอ่ืนๆ ที่มีผลตออัตราและปริมาณการปลดปลอยยาไดแก พ้ืนที่ผิวของอนุภาคนาโน ความ
เขมขนเริ่มตนของยาในระบบ เปนตน จากผลการศึกษาปริมาณยาที่ถูก incorporate ในอนุภาคนาโน 
(ตารางที่ 16) พบวา ขนาดของอนุภาคนาโนเมื่อ incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญซ่ึงบงบอกวาพื้นที่ผิวของอนุภาคนาโนที่ incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดไมแตกตางกัน แต %drug 
loading ของยา indomethacin มากกวา %drug loading ของยา ibuprofen จึงมีผลเพิ่มการปลดปลอย
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 ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรตอการ
ปลดปลอยยาแตละชนิด 

กรณียา ibuprofen 
การปลดปลอยยา ibuprofen จากอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20%โมล มีคา

ปริมาณ (รูปที่ 20) และอัตรา (ตารางที่ 14) การปลดปลอยยาสูงกวาเม่ือเปรียบเทียบกับการปลดปลอย
ยาจากอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid เพียง 10% โมล เน่ืองจาก 

1. ขนาดอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล มีขนาดเล็กกวาอนุภาคนาโนที่ติด
โมเลกุล nicotinic acid เพียง 10% โมล (ตารางที่ 16) ทําใหมีพ้ืนที่ผิวในการปลดปลอยยาสูงกวา (51) 

2. %Drug loading ของยา ibuprofen ในอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล มี
คาสูงกวา %drug loading ในอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid เพียง 10% โมล (ตารางที่ 16) 
ทําใหเพ่ิมการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโน (52) 

3. ความเปนผลึกของโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล นอยกวาความเปนผลึก
ของโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid เพียง 10% โมล โดยดูจากคา enthalpy of melting ดังแสดง
ในตารางที่ 17 คา enthalpy of melting ของโพลีเมอร ที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมลมีคานอย
กวาคาของโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid เพียง 10% โมล ทําใหยาสามารถ diffuse ออกจาก 
polymer matrix ไดดีกวา จึงเพ่ิมการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโน (53) 
 
ตารางที่ 17  คา 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) การปลดปลอยยา indomethacin จากอนุภาคนาโน
ที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล มีคามากกวาปริมาณและอัตราการปลดปลอยาจากอนุภาคนาโนที่
ติดโมเลกุล nicotinic acid เพียง 10% โมล เน่ืองจากความเปนผลึกของสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล 
nicotinic acid 20% โมล นอยกวาความเปนผลึกของสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid เพียง 
10% โมล โดยดูจากคา enthalpy of melting ในตารางที่ 17 มีผลเพิ่มการ diffuse ของยาออกจาก 
polymer matrix จึงเพ่ิมการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโน  
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การเปรียบเทียบ release profile ของยา ibuprofen และ indomethacin  
 ในการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบนี้ จะทําการเปรียบเทียบ release profile ของยาทั้ง 2 ชนิด จาก
อนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล เน่ืองจากอนุภาคนาโนที่เตรียมไดหลัง incorporate 
ยาทั้ง 2 ชนิดมีคุณสมบัติทางเคมีกายภาพที่ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ไดแก ขนาดอนุภาคนาโน
หลัง incorporate ยา %drug loading และความเปนผลึกของโพลีเมอร จากการเปรียบเทียบพบวา
ปริมาณ (รูปที่ 20) และอัตรา (ตารางที่ 14) การปลดปลอยยา ibuprofen จากอนุภาคนาโนนอยกวาและ
ชากวาปริมาณ (รูปที่ 21) และอัตรา (ตารางที่ 15) การปลดปลอยยา indomethacin จากอนุภาคนาโน
ชนิดเดียวกันถึงแมวา ibuprofen มีคาขีดการละลายน้ํามากกวา indomethacin (49, 50)  จึงคาดวานาจะ
เกิด interaction ระหวางยากับสายโซโพลีเมอรที่ใชในการเตรียมอนุภาคนาโน ดังน้ันจึงทําการศึกษา
เพ่ิมเติมโดยวิธี Fourier-transformed infrared spectrophotometry (FT-IR)  
 
(9)  การศึกษาการเกิด interaction ระหวางยา ibuprofen กับสายโซโพลีเมอรโดยวิธี FT-IR 
 จากการศึกษาไดผลดังแสดงในรูปที่ 24 จาก spectrum ของยา ibuprofen (รูปที่ 24a) พบพีคที่
ตําแหนง 3495 cm-1 แสดงถึงการ stretching ของหมู O-H และพีคที่ตําแหนง 1733 cm-1แสดงถึงการ 
stretching ของหมู C=O ในโมเลกุลยา ibuprofen สวนกรณีของสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic 
acid 30% โมล (รูปที่ 24b) พบพีคที่ตําแหนง 3499 และ 3569 cm-1 แสดงถึงการ stretching ของหมู O-
H ที่ปลายสายโซ ตําแหนง 1733 cm-1 แสดงถึงการ stretching ของหมู C=O และตําแหนง 1651 cm-1 
แสดงถึงการ stretching ของหมู C=N บนสายโซโพลีเมอร แตในกรณีของสารผสมระหวางยา ibuprofen 
กับสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 30% โมล (รูปที่ 24c) พบตําแหนงของพีคที่แสดงถึงการ 
stretching ของหมู O-H ในโมเลกุลของยาและโพลีเมอรที่ 3445 cm-1ซึ่งเปนตําแหนงที่เปลี่ยนไปจาก
เดิมเม่ือเปรียบเทียบกับพีคของยาและโพลีเมอรเด่ียวๆ นอกจากนี้ยังไมพบพีคที่ตําแหนง 1651 cm-1 ที่
แสดงถึงการ stretching ของหมู C=N บนสายโซโพลีเมอร และพบพีคใหมที่ตําแหนง 1736 cm-1 จาก
ผลการทดลองสรุปไดวา การเปลี่ยนแปลงรูปแบบและความถี่ของพีคที่พบใน FT-IR spectrum บงบอก
ถึงการเกิด hydrogen bonding ระหวางหมู O-H ของยา ibuprofen กับหมูใดหมูหน่ึงตอไปน้ีในสวนของ
โมเลกุล nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรไดแก หมู pyridinyl หมู triazolyl หรือหมู carbonyl  
 ในกรณีของยา indomethacin กับสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมพบการ
เปลี่ยนแปลงดังกลาวใน FT-IR spectrum  
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รูปที่ 24  FT-IR spectra ของยา ibuprofen (a) สายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 30% โมล 
(b) และสารผสมระหวางยา ibuprofen กับสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 30% โมล (c) 
 
การเปรียบเทียบการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล 
nicotinic acid 20% โมล กับอนุภาคนาโนที่เตรียมไดจากโพลีเมอรตนแบบ 
 ในการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบน้ี ทําการเปรียบเทียบการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนระหวาง
อนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมลกับโพลีเมอรตนแบบเนื่องจาก 
ขนาดอนุภาคนาโนและ %drug loading ที่ไดหลัง incorporate ยาไมแตกตางกัน และจากการ
เปรียบเทียบพบวา  
 กรณียา ibuprofen 
 อัตรา (ตารางที่ 14) และปริมาณ (รูปที่ 20) การปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล 
nicotinic acid 20% โมล ต่ํากวาอัตราและปริมาณการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลี
เมอรตนแบบอยางมาก เน่ืองจากยา ibuprofen เกิด interaction กับสายโซโพลีเมอรในสวนของ 
nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร ถึงแมวาสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล
จะมีความเปนผลึกนอยกวาสายโซโพลีเมอรตนแบบ จากผลการทดลองจึงสรุปไดวาการเกิด interaction 
ระหวางโมเลกุลยากับสายโซโพลีเมอรมีผลตอการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนมากกวาผลจากความ
ความเปนผลึกที่แตกตางกันของสายโซโพลีเมอร 
 กรณียา indomethacin 
 พบวาอัตราการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมล (ตารางที่ 
15) มากกวาอัตราการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโนที่เตรียมจากโพลีเมอรตนแบบเนื่องจากความเปน
ผลึกของสายโซโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid 20% โมลนอยกวาความเปนผลึกของสายโซโพลี
เมอรตนแบบ และไมเกิด interaction ระหวางโมเลกุลยากับหมูใดๆ ของสายโซโพลีเมอร
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สรุปผลการทดลอง 
 
 การปรับปรุงสายโพลีเมอรที่สลายตัวทางชีวภาพเพื่อใชในการนําสงยาเปนที่นาสนใจอยางมาก
ในทางเภสัชกรรม   การศึกษานี้มีวัตถุประสงคที่จะปรับปรุงสายโซโพลีเมอรโพลีเอสเทอรชนิด 
polycaprolactone ซึ่งเปนโพลีเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ  ดวยการเติมกลุม polyethylene glycol 
(PEG 4000) ลงในสายโซเพ่ือใหมีความเปน hydrophilic เพ่ิมขึ้น  และ graft ตัวยา nicotinic acid ซึ่ง
เปนสารมวลโมเลกุลเล็กลงบนสายโพลีเมอรนี้ดวยสภาวะที่ไมรุนแรง  ดวยปฏิกิริยา 1,3-dipolar 
cycloaddition ที่รูจักกันในชื่อ click reaction  โดยการ copolymerization ของ α-chloro-ε-
caprolactone (αClεCL) และ ε-caprolactone (εCL) ดวยวิธี ring opening polymerization โดยใช 
PEG 4000 และ Tin (II) Octanoate (SnOct2) เปน catalysts  จากนั้นปรับเปลี่ยน กลุมคลอไรดบนสาย
โซ ใหเปน azide ซึ่งจะเปนตําแหนงที่เชื่อมติดกับ but-3-ynyl nicotinate ดวย click reaction  จาก
การศึกษาโครงสรางและการตรวจสอบสมบัติของโพลีเมอรที่ไดดวย 1H-NMR Spectroscopy, FT-IR  
Spectroscopy และ Gel Permeation Chromatography  พบวาสามารถ graft ตัวยา nicotinic acid ที่
สัดสวนตางๆ (10%, 20% และ 30%) ลงบนสายโซของ poly-ε-caprolactone (εCL) ไดสําเร็จดวยการ
ใชสภาวะไมรุนแรงและใชระยะเวลาที่สั้น  จึงไมทําใหเกิดการเสื่อมสลายของโพลีเมอร  ผลของการศึกษา 
thermal property พบวาจํานวนโมลและชนิดของหมูหรือโมเลกุลที่ติดบนสายโซโพลีเมอรนั้นมีผลตอคา 
Tg และ Tm ของโพลีเมอร  โดยผลการทดลองระบุวาการติดหมูหรือโมเลกุลบนสายโซและการเพิ่ม
จํานวนโมลของหมูที่ติดมีผลเปลี่ยนรูปผลึกของโพลีเมอรจาก semi-crystalline เปน amorphous มากขึ้น  
ดังนั้นปริมาณ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรสงผลตอสมบัติเฉพาะทางกายภาพและเคมีของโพ
ลีเมอร 
 การศึกษาความเปนพิษของโพลีเมอรที่สังเคราะหไดตอเซลลปกติ  ผลการศึกษาพบวาโพลีเมอร
ที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมมีความเปนพิษตอเซลล HUVECs เชนเดียวกับโพลีเมอรตนแบบ 
(P(εCL)-co-PEG) ที่ความเขมขน 500 μg/mL  เม่ือนําโพลีเมอรที่ติด nicotinic acid ที่สังเคราะหได ไป
เตรียมเปนอนุภาคนาโนดวยวิธี nanoprecipitation  และศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโน
ที่ได  พบวาอนุภาคนาโนที่ไมมีการบรรจุยามีรูปรางทรงกลม  และจํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติด
บนสายโซโพลีเมอรสงผลตอคุณสมบัติของอนุภาคนาโน  โดยที่จํานวนโมลของ nicotinic acid ที่เพ่ิมขึ้น
มีผลทําใหขนาดอนุภาคนาโนเพิ่มขึ้นเนื่องจากความเปน hydrophobic ที่เพ่ิมขึ้นและ steric hindrance 
ของหมูที่ยื่นออกจากแกนของโพลีเมอรที่เพ่ิมมากขึ้น  เม่ือทดสอบความเปนพิษตอเซลลในรูปของ
อนุภาคนาโนพบวาอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมมีความเปนพิษตอเซลลที่ความเขมขน 
0.20 mg/mL  ดังน้ัน การติดโมเลกุล nicotinic acid มีผลเพิ่มความเปนพิษตอเซลล  และเมื่อเพ่ิม %โม
ลของ nicotinic acid มีผลเพ่ิมความเปนพิษตอเซลล   
 การศึกษาผลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรตอกักเก็บยาตนแบบ 2 ชนิดคือ 
ibuprofen และ indomethacin พบวาหลัง incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดมีผลทําใหอนุภาคนาโนมีขนาดใหญ
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ขึ้น  และการบรรจุยาของอนุภาคนาโนที่มีโมเลกุล nicotinic acid ติดอยูมีประสิทธิภาพมากกวาอนุภาค
นาโนที่ไมมีการติดโมเลกุล nicotinic acid ที่เตรียมจากโพลีเมอร P(εCL)-co-PEG  แตเม่ือเพ่ิม %โม
ลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร ประสิทธิภาพในการบรรจุยาของอนุภาคนาโนไมได
เพ่ิมขึ้นอยางชัดเจน  นอกจากนี้ยังพบวาประสิทธิภาพในการบรรจุยาของอนุภาคนาโนยังขึ้นอยูกับคาขีด
การละลายของตัวยาเองดวย  ซึ่งจะมีผลตอการแบงภาคระหวางอนุภาคนาโนกับวัฏภาคน้ําในขั้นตอน
การ incorporate ตัวยา  การศึกษาการปลดปลอยตัวยา ibuprofen และ indomethacin จากอนุภาคนา
โนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid และโพลีเมอรตนแบบ  พบวามีการปลดปลอย
เปนไปตาม Higuchi model แสดงใหเห็นวากลไกการปลดปลอยยาเปนแบบ Fickian diffusion  การ
ปลดปลอยยา ibuprofen จากอนุภาคนาโนนอยกวาและชากวา indomethacin ถึงแมวา ibuprofen มีคา
ขีดการละลายน้ํามากกวา indomethacin  เน่ืองจากเกิด interaction ระหวาง ibuprofen กับสายโซโพลี
เมอรที่ใชในการเตรียมอนุภาคนาโน  สรุปไดวา การติดโมเลกุล nicotinic acid บนสายโซโพลีเมอรมีผล
ตอทั้งปริมาณและอัตราการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโน เน่ืองจากการติดโมเลกุล nicotinic acid 
สงผลตอคุณสมบัติเคมีกายภาพของอนุภาคนาโน ไดแก ขนาดอนุภาคนาโน %drug loading  ความเปน
ผลึกของสายโซโพลีเมอร  และการเกิด interaction ระหวางโมเลกุลยากับสายโซโพลีเมอร  
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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.



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

Bioconjugate Chemistry ARTICLE

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.
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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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J�erôme, C., and J�erôme, R. (2006) New prospects for the grafting of
functional groups onto aliphatic polyesters. Ring-opening polymeriza-
tion of R- or γ-substituted ε-caprolactone followed by chemical
derivatization of the substituents. Macromol. Symp. 240, 157–165.

(18) Pitt, C. G., Gu, Z.-W., Ingram, P., and Hendren, R. W. (1987)
The synthesis of biodegradable polymers with functional side chains.
J. Polym. Sci., Part A: Polym. Chem. 25, 955–966.
(19) Riva, R., Lenoir, S., J�erôme, R., and Lecomte, P. (2005)
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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.  
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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) 

 

 

 



3 

 

 

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 



13 

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 

 การปรับปรุงสายโพลีเมอรที่สลายตัวทางชีวภาพเพื่อใชในการนําสงยาเปนที่นาสนใจอยางมาก
ในทางเภสัชกรรม   การศึกษานี้มีวัตถุประสงคที่จะปรับปรุงสายโซโพลีเมอรโพลีเอสเทอรชนิด 
polycaprolactone ซึ่งเปนโพลีเมอรที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ  ดวยการเติมกลุม polyethylene glycol 
(PEG 4000) ลงในสายโซเพ่ือใหมีความเปน hydrophilic เพ่ิมขึ้น  และ graft ตัวยา nicotinic acid ซึ่ง
เปนสารมวลโมเลกุลเล็กลงบนสายโพลีเมอรนี้ดวยสภาวะที่ไมรุนแรง  ดวยปฏิกิริยา 1,3-dipolar 
cycloaddition ที่รูจักกันในชื่อ click reaction  โดยการ copolymerization ของ α-chloro-ε-
caprolactone (αClεCL) และ ε-caprolactone (εCL) ดวยวิธี ring opening polymerization โดยใช 
PEG 4000 และ Tin (II) Octanoate (SnOct2) เปน catalysts  จากนั้นปรับเปลี่ยน กลุมคลอไรดบนสาย
โซ ใหเปน azide ซึ่งจะเปนตําแหนงที่เชื่อมติดกับ but-3-ynyl nicotinate ดวย click reaction  จาก
การศึกษาโครงสรางและการตรวจสอบสมบัติของโพลีเมอรที่ไดดวย 1H-NMR Spectroscopy, FT‐IR  
Spectroscopy และ Gel Permeation Chromatography  พบวาสามารถ graft ตัวยา nicotinic acid ที่
สัดสวนตางๆ (10%, 20% และ 30%) ลงบนสายโซของ poly-ε-caprolactone (εCL) ไดสําเร็จดวยการ
ใชสภาวะไมรุนแรงและใชระยะเวลาที่สั้น  จึงไมทําใหเกิดการเสื่อมสลายของโพลีเมอร  ผลของการศึกษา 
thermal property พบวาจํานวนโมลและชนิดของหมูหรือโมเลกุลที่ติดบนสายโซโพลีเมอรนั้นมีผลตอคา 
Tg และ Tm ของโพลีเมอร  โดยผลการทดลองระบุวาการติดหมูหรือโมเลกุลบนสายโซและการเพิ่ม
จํานวนโมลของหมูที่ติดมีผลเปลี่ยนรูปผลึกของโพลีเมอรจาก semi-crystalline เปน amorphous มากขึ้น  
ดังนั้นปริมาณ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรสงผลตอสมบัติเฉพาะทางกายภาพและเคมีของโพ
ลีเมอร 

 การศึกษาความเปนพิษของโพลีเมอรที่สังเคราะหไดตอเซลลปกติ  ผลการศึกษาพบวาโพลีเมอร
ที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมมีความเปนพิษตอเซลล HUVECs เชนเดียวกับโพลีเมอรตนแบบ 
(P(εCL)-co-PEG) ที่ความเขมขน 500 μg/mL  เม่ือนําโพลีเมอรที่ติด nicotinic acid ที่สังเคราะหได ไป
เตรียมเปนอนุภาคนาโนดวยวิธี nanoprecipitation  และศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพของอนุภาคนาโน
ที่ได  พบวาอนุภาคนาโนที่ไมมีการบรรจุยามีรูปรางทรงกลม  และจํานวนโมลของ nicotinic acid ที่ติด
บนสายโซโพลีเมอรสงผลตอคุณสมบัติของอนุภาคนาโน  โดยที่จํานวนโมลของ nicotinic acid ที่เพ่ิมขึ้น
มีผลทําใหขนาดอนุภาคนาโนเพิ่มขึ้นเนื่องจากความเปน hydrophobic ที่เพ่ิมขึ้นและ steric hindrance 
ของหมูที่ยื่นออกจากแกนของโพลีเมอรที่เพ่ิมมากขึ้น  เม่ือทดสอบความเปนพิษตอเซลลในรูปของ
อนุภาคนาโนพบวาอนุภาคนาโนที่ติดโมเลกุล nicotinic acid ไมมีความเปนพิษตอเซลลที่ความเขมขน 
0.20 mg/mL  ดังน้ัน การติดโมเลกุล nicotinic acid มีผลเพิ่มความเปนพิษตอเซลล  และเมื่อเพ่ิม %โม
ลของ nicotinic acid มีผลเพ่ิมความเปนพิษตอเซลล   

 การศึกษาผลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอรตอกักเก็บยาตนแบบ 2 ชนิดคือ 
ibuprofen และ indomethacin พบวาหลัง incorporate ยาทั้ง 2 ชนิดมีผลทําใหอนุภาคนาโนมีขนาดใหญ
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ขึ้น  และการบรรจุยาของอนุภาคนาโนที่มีโมเลกุล nicotinic acid ติดอยูมีประสิทธิภาพมากกวาอนุภาค
นาโนที่ไมมีการติดโมเลกุล nicotinic acid ที่เตรียมจากโพลีเมอร P(εCL)-co-PEG  แตเม่ือเพ่ิม %โม
ลของ nicotinic acid ที่ติดบนสายโซโพลีเมอร ประสิทธิภาพในการบรรจุยาของอนุภาคนาโนไมได
เพ่ิมขึ้นอยางชัดเจน  นอกจากนี้ยังพบวาประสิทธิภาพในการบรรจุยาของอนุภาคนาโนยังขึ้นอยูกับคาขีด
การละลายของตัวยาเองดวย  ซึ่งจะมีผลตอการแบงภาคระหวางอนุภาคนาโนกับวัฏภาคน้ําในขั้นตอน
การ incorporate ตัวยา  การศึกษาการปลดปลอยตัวยา ibuprofen และ indomethacin จากอนุภาคนา
โนที่เตรียมจากโพลีเมอรที่ติดโมเลกุล nicotinic acid และโพลีเมอรตนแบบ  พบวามีการปลดปลอย
เปนไปตาม Higuchi model แสดงใหเห็นวากลไกการปลดปลอยยาเปนแบบ Fickian diffusion  การ
ปลดปลอยยา ibuprofen จากอนุภาคนาโนนอยกวาและชากวา indomethacin ถึงแมวา ibuprofen มีคา
ขีดการละลายน้ํามากกวา indomethacin  เน่ืองจากเกิด interaction ระหวาง ibuprofen กับสายโซโพลี
เมอรที่ใชในการเตรียมอนุภาคนาโน  สรุปไดวา การติดโมเลกุล nicotinic acid บนสายโซโพลีเมอรมีผล
ตอทั้งปริมาณและอัตราการปลดปลอยยาจากอนุภาคนาโน เน่ืองจากการติดโมเลกุล nicotinic acid 
สงผลตอคุณสมบัติเคมีกายภาพของอนุภาคนาโน ไดแก ขนาดอนุภาคนาโน %drug loading  ความเปน
ผลึกของสายโซโพลีเมอร  และการเกิด interaction ระหวางโมเลกุลยากับสายโซโพลีเมอร  
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