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I N T R O D U C T I O N  A N D  L I T E R A T U R E  R E V I E W

1.1 Statement o f problems

C h i t o s a n ,  a  w a s te  p r o d u c t  f r o m  f o o d  in d u s t r ie s ,  is  a  d e a c e t y la t e d  d e r iv a t i v e  

o f  c h i t i n .  I t  is  a  n o n t o x i c  a n d  b io d e g r a d a b le  p o ly s a c c h a r id e  b a s e d  p o ly m e r .  

N o w a d a y s  c h i t o s a n  is  a t t r a c t in g  a  l o t  o f  a t t e n t io n  in  m e d ic a l ,  a g r ic u l t u r e ,  c o s m e t ic ,  

a n d  f o o d  in d u s t r ie s .  R e s e a r c h e s  o n  c h e m ic a l  m o d i f i c a t i o n  o f  c h i t o s a n  h a v e  a ls o  b e e n  

r e p o r t e d .  T h is  in c lu d e s  q u a te r n a r y  a m m o n iu m  c h i t o s a n ,  w h i c h  w a s  p r o v e d  t o  im p a r t  

a n t im i c r o b ia l  a c t i v i t ie s .  O t h e r  q u a t e r n a r y  a m m o n iu m  d e r iv a t i v e s  h a v e  a ls o  b e e n  

p r o p o s e d .

H e r e  w e  f o c u s  o u r  a t t e n t io n  in  t h e  c h e m ic a l  m o d i f i c a t io n s  o f  c h i t o s a n  b y  

s y n th e s is  o f  q u a te r n iz e d  j 'V - a lk y l  c h i t o s a n  d e r iv a t i v e s .  T h e n  t h e y  w e r e  te s te d  f o r  

s o l u b i l i t y  a n d  a b i l i t y  t o  d e la y  r ip e n s  o r  d e c a y s  o f  t h e  f r u i t ,  b a n a n a  i n  t h i s  c a s e . T h is  

is  in  f a c t  t h e  f i r s t  s t u d y  t o  u s e  q u a te r n iz e d  / V - a lk y l  c h i t o s a n  in  f r u i t  c o a t in g  

a p p l i c a t i o n .  I t  w a s  h y p o t h e s iz e d  t h a t  t h e  q u a t e r n iz a t io n  o f  iV - a l k y l  c h i t o s a n  c a n  b e  

a c h ie v e d .  T h is  d e r iv a t i v e  s h o u ld  b e  w a t e r  s o lu b le  a n d  c a n  e x t e n d  t h e  s h e l f - l i f e  o f  t h e  

f r u i t s .  T h e  o u t c o m e  o f  t h i s  s t u d y  s h o u ld  p r o v id e  f u n d a m e n t a l  i n f o r m a t i o n  t h a t  c a n  

le a d  t o  t h e  d e v e lo p m e n t  o f  c h i t o s a n  d e r iv a t i v e s  f o r  a g r i c u l t u r a l  a p p l i c a t i o n  in  

T h a i la n d .

1.2 Objectives

1. T o  d e te r m in e  a n  o p t im u m  c o n d i t i o n  f o r  s y n th e s is  o f  iV - a lk y la t e d  

d e r iv a t i v e s  o f  a m m o n iu m  c h i t o s a n  d e r iv a t i v e .

2 .  T o  in v e s t ig a t e  t h e  p o s s ib i l i t y  t o  u s e  q u a t e r n a r y  a m m o n iu m  c h i t o s a n  a n d  

i t s  N - a lk y la t e d  d e r iv a t i v e s  f o r  b a n a n a  c o a t in g .
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1.3 Scope of this research

T h e  th e s is  w a s  o u t l in e d  a s  f o l l o w s :

1. S y n th e s is  o f  V - a l k y l  c h i t o s a n  u s in g  b u t y la ld e h y d e  a n d  b e n z a ld e h y d e  v ia  

S c h i f f ‘ ร b a s e  in t e r m e d ia t e

2 .  S y n th e s is  o f  A '- a l k y I  q u a te r n a r y  a m m o n iu m  c h i t o s a n  b y  r e a c t io n  w i t h  

m e t h y l  io d id e

3 . D e t e r m in a t i o n  o f  % A L a lk y la t i o n  a n d  % m e t h y la t i o n  b y  N M R  

s p e c t r o s c o p y

4 .  S o l u b i l i t y  d e t e r m in a t io n  o f  t h e  q u a te r n iz e d  T V -a lk y l c h i t o s a n

5 . ร ณ d y  o f  b a n a n a  c o a t in g .

1.4 Theory and L itera ture review

1.4.1 Chitosan

C h i t o s a n  is  a  n a t u r a l  n o n t o x i c  b io p o ly m e r  d e r iv e d  b y  d e a c e t y la t i o n  o f  c h i t i n ,  

a  p o ly s a c c h a r id e  f o u n d  in  t h e  e x o s k e le t o n  o f  c r u s ta c e a n s .  C h i t o s a n  m a in l y  c o n s is t s  

o f  2 - a m in o - 2 - d e o x y - D - g lu c o s e  ( G l c N )  r e p e a t in g  u n i t  w i t h  a  s m a l l  a m o u n t  o f  2 -  

a c e t y l - 2 - d e o x y - D - g lu c o s e  r e s id u e .  T h e  a m o u n t  o f  G l c N  u n i t  in  c h i t o s a n  is  g e n e r a l l y  

r e f e r r e d  t o  t h e  p e r c e n t  d e g re e  o f  d e a c e t y la t i o n  o r  % D D .  I t  h a s  b e e n  o b s e r v e d  t h a t  th e  

d e g re e  o f  a c e t y l a t i o n  o f  c h i t o s a n  in f l u e n c e s  p h y s ic a l  a n d  c h e m ic a l  p r o p e r t ie s  a s  w e l l  

a s  b io l o g i c a l  a c t i v i t i e s  o f  c h i t o s a n ,  t e n s i le  s t r e n g th  o f  c h i t o s a n  f i lm s ,  e n z y m e  b in d in g  

a n d  im m u n o lo g i c a l  a c t i v i t y  [ 1 ] ,  V a r i o u s  te c h n iq u e s  a re  u s e d  f o r  d e t e r m in a t io n  o f  

% D D  s u c h  a s  I R  [ 2 ] ,  N M R  [ 3 ]  a n d  m e t a c h r o m a t i c  t i t r a t i o n  [ 4 ] ,  T h e  s t r u c t u r e  o f  

c h i t o s a n  a n d  c h i t i n  a re  s h o w n  in  F ig .  1 .1 .

Figure 1.1 S t r u c t u r e  o f  c h i t i n  a n d  c h i t o s a n



3

T h e  i n t r i g u in g  p r o p e r t ie s  o f  c h i t o s a n  h a v e  b e e n  k n o w n  f o r  m a n y  y e a r s .  I t  h a s  

b e e n  u s e d  in  v a r io u s  f i e l d s :  a g r ic u l t u r e ,  i n d u s t r y ,  a n d  m e d ic in e .  E s p e c ia l l y  in  

m e d ic in e ,  c h i t o s a n  is  u s e d  e x t e n s i v e l y  a s  a  b io m a t e r i a l  o w in g  t o  a n t i c o a g u la n t  

p r o p e r t ie s ,  a n t ib a c t e r ia l  a n d  a n t i f u n g a l  a c t io n  [ 5 ] ,  T o  im p r o v e  th e  p r o p e r t ie s  o f  

c h i t o s a n ,  t h e  c h e m ic a l  r e a c t io n  a t  th e  a m in o  g r o u p  w a s  s tu d ie d .

1.4.2 Chemical modification o f chitosan

C h i t i n  a n d  c h i t o s a n  c a n  b o t h  b e  c o n s id e r e d  t o  b e  w e a k  b a s e s , a n d  a s  s u c h ,  

t h e y  u n d e r g o  th e  t y p i c a l  n e u t r a l i z a t i o n  r e a c t io n  o f  a l k a l i n e  c o m p o u n d s .  I n  th e s e  

r e a c t io n s  t h e  n o n b o n d in g  p a i r  o f  e le c t r o n s  o n  th e  p r im a r y  a m in e  g r o u p s  o f  th e  

g lu c o s a m in e  u n i t s  p e r f o r m s  th e  r o l e  o f  a c c e p t in g  p r o t o n s .  T h u s  t h e  p r im a r y  a m in e  

g r o u p s  b e c o m e  c a t io n i c a l l y  c h a r g e d .

C h i t o s a n  c a r r ie s  a  n u m b e r  o f  h y d r o x y l  ( - O H )  a n d  a m in o  ( - N H 2 )  g r o u p s .  T h is  

p r o m p t s  m a n y  r e s e a r c h e r s  t o  f i n d  w a y s  o f  m o d i f y i n g  i t s  p r o p e r t ie s  e i t h e r  b y  p h y s ic a l  

b le n d in g  o r  c h e m ic a l  r e a c t io n s .  T h e  n o n b o n d in g  p a i r  o f  e le c t r o n s  o n  t h e  p r im a r y  

a m in e  g r o u p s  a ls o  m a k e s  c h i t o s a n  a  p o t e n t  n u c le o p h i le ,  r e a c t in g  r e a d i l y  w i t h  m o s t  

a ld e h y d e s  t o  f o r m  im in e s  a s  S c h e m e  1 .1 .

B e s id e  th e  r e d u c t iv e  a l k y la t i o n ,  m é t h y la t i o n  a t  t h e  a m in o  g r o u p s  w a s  a ls o  

e x p lo r e d  b y  m a n y  r e s e a r c h e r s ,  b e c a u s e  th e  r e s u l t in g  p r o d u c t  is  q u a te r n a r y  

a m m o n iu m  c h i t o s a n  ( Q A C )  ( S c h e m e  1 .2 ) .  T h e  p re s e n c e  o f  p o s i t i v e  c h a r g e  a lo n g  th e  

p o l y m e r  c h a in  h e lp s  in c r e a s e  i t s  s o l u b i l i t y  i n  w a t e r  [ 6 ] .

D o m a r d  a n d  c o w o r k e r s  [ 6 ]  r e p o r t e d  th e  o p t im a l  m e t h o d  t o  p r o d u c e  Q A C  b y  

d o in g  t h e  r e a c t io n  in  N M P  a n d  s o d iu m  h y d r o x id e  a t  1 .4  M  c o n c e n t r a t io n .  A f t e r

a ld e h y d e im m e

Scheme 1.1 N u c le o p h i l i c  r e a c t io n  o f  c h i t o s a n .
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a d d in g  m e t h y l  i o d id e ,  t h e  r e a c t io n  w a s  k e p t  a t  3 6  °c. T o  in c r e a s e  th e  d e g re e  o f  

m é t h y la t i o n ,  S ie v a l  a n d  e t  a l .  [ 7 ]  h a d  m o d i f i e d  th e  r e a c t io n  b y  a d d in g  m e t h y l  i o d id e  

i n  t w o  s te p s ,  r e s u l t in g  in  a n  in c r e a s e  o f  d e g re e s  o f  q u a t e r n iz a t io n  t o  7 0 % .  

N e v e r t h e le s s ,  m é t h y la t i o n  a t  h y d r o x y l  g r o u p s  c a n n o t  b e  a v o id e d ,  a s  r e p o r t e d  b y  

S ie v a l  a n d  e t  a l . [ 7 ]  a n d  S a r is u ta  [ 1 7 ] .

O t h e r  q u a te r n iz e d  d e r iv a t i v e s  w e r e  a ls o  s u g g e s te d .  K im  a n d  c o w o r k e r s  [ 8 ]  

w e r e  in te r e s te d  i n  a n t im i c r o b ia l  a c t i v i t y  o f  q u a te r n a r y  a m m o n iu m  d e r iv a t i v e s  o f  

c h i t o s a n .  T h e y  s y n th e s iz e d  A ' - a l k y l  c h i t o s a n  d e r iv a t i v e s  b y  i n t r o d u c in g  a l k y l  g r o u p s  

i n t o  t h e  a m in e  g r o u p s  o f  c h i t o s a n  v i a  S c h i f f  ร b a s e  in t e r m e d ia t e s  t h e n  q u a te r n iz e d  

th e s e  d e r iv a t i v e s  b y  r e a c t io n  w i t h  m e t h y l  i o d id e  (S c h e m e  1 .3 ) .  T h e  b e s t  r e d u c in g  

a g e n t  o f  S c h i f f  ร b a s e  f o r  t h e  A - a l k y l a t i o n  s te p  is  s o d iu m  c y a n o b o r o h y d r id e  a s  

r e p o r t e d  b y  D e s b r ie r e s  a n d  c o w o r k e r s  [ 9 ] .

O th e r s  h a v e  s h o w  t h a t  Q A C  a n d  i t s  A - a l k y l a t e d  d e r iv a t i v e s  c o u ld  a ls o  b e  

u s e d  a s  a n t i s t a t i c  m a te r ia ls ,  e s p e c ia l l y  f o r  t e x t i l e  [ 1 0 ] .

Scheme 1.2 S y n th e s is  o f  q u a te r n a r y  a m m o n iu m  c h i t o s a n  ( Q A C )
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Scheme 1.3 S y n th e s is  o f  q u a te r n a r y  a m m o n iu m  s a l t  o f  A - a l k y l  c h i t o s a n

1.4.3 Antim icrob ia l activities o f chitosan and the ir derivatives

C h i t o s a n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  h a v e  a n t im i c r o b ia l  p o t e n t ia l .  C h i t o s a n  a c ts  m o r e  

q u i c k l y  o n  f u n g i  a n d  a lg a e  t h a n  o n  b a c te r ia .  H o w e v e r ,  l i k e  o t h e r  p r o p e r t ie s  o f  

c h i t o s a n ,  t h i s  a c t i v i t y  is  d e p e n d e n t  o n  th e  t y p e  o f  c h i t o s a n ,  d e g re e  o f  d e a c e t y la t io n ,  

a n d  m o le c u la r  w e ig h t .  T h e  a n t im i c r o b ia l  a c t i v i t y  o f  c h i t o s a n  a n d  t h e i r  d e r iv a t i v e s  

w a s  r e p o r t e d  b y  K im  a n d  c o w o r k e r s  [ 8 ] ,  T h e y  s t u d ie d  th e  a n t ib a c t e r ia l  a c t i v i t i e s  

a g a in s t  ร .  a u r e u s  w i t h  t h e i r  Q A C  d e r iv a t i v e s .  T h e  a n t ib a c t e r ia l  a c t i v i t i e s  in c r e a s e d  

w i t h  in c r e a s in g  t h e  c h a in  le n g t h  o f  t h e  a l k y l  s u b s t i t u e n t .  A s  w e l l  a s  th e  s t u d y  b y  J ia  

a n d  c o w o r k e r s  [ 1 1 ] ,  t h e y  d e t e r m in e d  m in im u m  i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t io n  ( M I C )  a n d  

m in im u m  b a c t e r ic id a l  c o n c e n t r a t io n  ( M B C )  o f  Q A C  in  w a t e r  t o  b e  0 .2 5  a n d  0 . 5 0 %  

i n  a c e t ic  a c id  m e d iu m .  T h e y  f o u n d  t h a t  t h e  a n t ib a c t e r ia l  a c t i v i t i e s  o f  q u a te r n iz e d  

c h i t o s a n  a g a in s t  E .  c o l l  a re  r e la t e d  t o  i t s  m o le c u la r  w e ig h t .  I t  w a s  a ls o  f o u n d  t h a t  th e  

a n t ib a c t e r ia l  a c t i v i t y  o f  q u a te r n iz e d  c h i t o s a n  a g a in s t  E . c o l i  is  s t r o n g e r  t h a n  t h a t  o f  

c h i t o s a n .

I n  a n o th e r  s t u d y  b y  H o n g  a n d  c o w o r k e r s  [ 1 2 ] ,  t h e  a n t ib a c t e r ia l  a c t i v i t i e s  o f  

s ix  c h i t o s a n  d e r iv a t i v e s  a n d  s ix  c h i t o s a n  o l i g o m e r s  w i t h  d i f f e r e n t  m o le c u la r  w e ig h t s  

w e r e  e x a m in e d  a g a in s t  f o u r  g r a m - n e g a t iv e  a n d  s e v e n  g r a m - p o s i t i v e  b a c te r ia .  T h e  

h ig h  m o le c u la r  w e ig h t  c h i t o s a n  s h o w e d  a  h ig h e r  a n t ib a c t e r ia l  a c t i v i t y  t h a n  c h i t o s a n  

o l ig o m e r s .  Q A C  e x h ib i t  a n t i b a c t e r ia l  a c t i v i t y  o n  b o t h  g r a m - p o s i t i v e  a n d  g r a m ­

n e g a t iv e  b a c te r ia .  T h e  e x a c t  m e c h a n is m  o f  t h e  a n t im i c r o b ia l  a c t io n  o f  c h i t o s a n  a n d  

t h e i r  d e r iv a t i v e s  is  s t i l l  u n k n o w n ,  b u t  d i f f e r e n t  m e c h a n is m  h a s  b e e n  p r o p o s e d  [ 1 3 ] .
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.  I n t e r a c t i o n  b e tw e e n  p o s i t i v e l y  c h a r g e d  c h i t o s a n  m o le c u le s  a n d  n e g a t i v e l y  

c h a r g e d  m ic r o b ia l  c e l l  m e m b r a n e s  le a d s  t o  t h e  le a k a g e  o f  p r o t e in a c e o u s  

a n d  o t h e r  i n t r a c e l l u la r  c o n s t i t u e n t s .

.  I t  a c ts  a s  a  c h e la t in g  a g e n t  t h a t  s e le c t i v e l y  b in d s  t r a c e  m e ta ls  a n d  t h e r e b y  

i n h i b i t s  th e  p r o d u c t io n  o f  t o x in s  a n d  m ic r o b ia l  g r o w t h .

.  I t  a c t iv a t e s  s e v e r a l  d e fe n s e  p ro c e s s e s  in  t h e  h o s t  t is s u e ,  a c ts  a s  a  w a t e r  

b in d i n g  a g e n t  a n d  i n h ib i t s  v a r io u s  e n z y m e s .

• B i n d i n g  o f  c h i t o s a n  w i t h  D N A  a n d  i n h i b i t i o n  o f  m R N A  s y n th e s is  o c c u r s  

v ia  c h i t o s a n  p e n e t r a t in g  th e  n u c le i  o f  t h e  m ic r o - o r g a n i s m s  a n d  in t e r f e r i n g  

w i t h  th e  s y n th e s is  o f  m R N A  a n d  p r o t e in s .

1.4.4 Chitosan in the edible film  industry

T h e  u s e  c h i t o s a n  a s  e d ib le  f i lm  a n d  c o a t in g  t o  e x t e n d  s h e l f  l i f e  a n d  im p r o v e  

f r e s h n e s s  o f  f o o d s  h a v e  b e e n  e x a m in e d  d u r in g  th e  p a s t  f e w  y e a r s  d u e  t o  i t s  e c o -  

f r i e n d l y  a n d  b io d e g r a d a b le  n a tu r e .  T h e  c o m m o n  p a c k a g in g  m a t e r ia l ,  p o ly e t h y le n e  

f i lm ,  is  u s e d  t o  p r o t e c t  f o o d s  f r o m  f e r m e n t a t io n ,  b u t  i t  c a n n o t  p r o t e c t  f u n g a l  g r o w t h .  

I t  is  d u e  t o  w a t e r  c o n d e n s a t io n  d u r in g  s to ra g e  t h a t  p r o m o te s  f u n g a l  g r o w t h .  T h e r e  

a re  m a n y  m e c h a n is m s  in v o l v e d  i n  e x t e n d in g  s h e l f  l i f e  o f  f o o d  b y  c o a t in g  f i lm .  T h e s e  

i n c lu d e  c o n t r o l l e d  m o is t u r e  t r a n s f e r  b e tw e e n  f o o d  a n d  s u r r o u n d in g  e n v i r o n m e n t ,  

c o n t r o l l e d  r e le a s e  o f  c h e m ic a l  a g e n ts  l i k e  a n t im i c r o b ia l  s u b s ta n c e s ,  a n t io x id a n t s ,  

r e d u c t io n  o f  o x y g e n  p a r t i a l  p re s s u r e  in  th e  p a c k a g e  t h a t  r e s u l t s  in  d e c r e a s e d  r a te  o f  

m e t a b o l is m ,  a n d  c o n t r o l l e d  r a te  o f  r e s p i r a t io n .  O x y g e n ,  c a r b o n  d io x id e  a n d  w a te r  

v a p o r  p e r m e a b i l i t y  o f  e d ib le  a n d  c o n v e n t io n a l  f i lm s  a re  p r e s e n te d  i n  T a b le  1.1 [ 1 4 ] ,  

T h e  o x y g e n  p e r m e a b i l i t i e s  o f  m o s t  e d ib le  c o a t in g  w e r e  l o w e r  t h a n  th e  c o n v e n t io n a l  

p la s t i c  f i lm .
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Table 1.1 G a s  p e r m e a b i l i t y  o f  e d ib le  c o a t in g s

Film
Permeability

0 2 C02 H20  Vapor

Chitosan 0.0041 - 0.49

Zein 0.36+ 0.16 2.67^1.09 0.116 ± 0.019

HPC 3.57 ±0.03 143.9 ±3.76 0.110 ±0.004

PE 8.30 26.1 -

PP 0.55 + 0.005 - 0.00065 ±0.06

PVC 0.09-17.99 1.35-26.98 0.00071
* Z e in  is p ro te in  e x tra c t fro m  r ic e ; H P C  is h yd ro x y p ro p y l c e llu lo s e ; PE  is P o lye th y le n e ; p p  

is P o ly p ro p y le n e ; P V C  is p o ly v in y l c h lo r id e

T h u s  t h e  f i lm - f o r m i n g  p r o p e r t ie s  o f  c h i t i n  a n d  c h i t o s a n  w e r e  s t u d ie d  f o r  th e  

f o o d  w r a p s .  D u e  t o  i t s  a b i l i t y  t o  f o r m  s e m i- p e r m e a b le  f i lm ,  c h i t o s a n  c o a t in g  c a n  b e  

e x p e c te d  t o  m o d i f y  t h e  i n t e r n a l  a tm o s p h e r e  a s  w e l l  a s  d e c re a s e s  t h e  t r a n s p i r a t io n  

lo s s  a n d  d e la y  th e  r ip e n in g  o f  f r u i t s .  J u a n g  a n d  c o w o r k e r s  [ 1 5 ]  r e p o r t e d  th e  

a p p l i c a t i o n  o f  c h i t o s a n  c o a t in g  r e d u c e d  r e s p i r a t io n  r a te  a n d  w e ig h t  lo s s ,  d e la y e d  th e  

in c r e a s e  in  P P O  a c t i v i t y  a n d  th e  c h a n g e s  in  c o lo r ,  e a t in g  q u a l i t y  a n d  p a r t i a l l y  

i n h ib i t e d  d e c a y  o f  f r u i t  d u r in g  s to ra g e .

1.5 Statement o f hypotheses

T h e  p r im a r y  h y p o t h e s is  w a s  t h a t  q u a t e r n iz a t io n  o f  iV - b u t y l  c h i t o s a n  a n d  N -  

b e n z y l  c h i t o s a n  w o u l d  p r o d u c e  w a t e r  s o lu b le  c h i t o s a n  d e r iv a t i v e s .  T h e  s e c o n d a r y  

h y p o t h e s is  w a s  t h a t  t h e  s o lu b le  q u a te r n iz e d  iV - a lk y l  c h i t o s a n  c o u ld  b e  u s e d  t o  c o a t  

b a n a n a  in  o r d e r  t o  d e la y  i t s  b r o w n in g .
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