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Abstract 

The bullfrog  (Lithobates catesbeianus)  is an aquatic species of  increasing commercial  im-

portance in Latin America; however, its muscles are highly perishable during ice storage. 

This study evaluated the effect of three edible coating treatments compared to a control 

(uncoated)—chitosan (CH), oregano oil (OO) and chitosan + oregano oil (CH-OO) on the 

physicochemical and microbiological quality of bullfrog legs stored on ice for 24 days. The 

color (CIE L*, a*, b*), texture (N), water-holding capacity (WHC), pH, total volatile basic 

nitrogen  (TVBN),  and mesophilic  and psychrotrophic bacterial  counts were measured 

every  three days. Compared  to  the control  treatment on day 24,  the CH-OO  treatment 

most significantly delayed color changes (3.30) and affected the textural properties (21.29 

to 12.28 N). The OO  treatment moderated  the pH  increase  (6.2  to 6.65) and controlled 

TVBN accumulation (13.91 to 29.37 mg N/100 g), while the CH treatment impacted the 

WHC. However, no treatment was effective in inhibiting bacterial growth, except for the 

OO  treatment on day 9  for mesophilic control, although  this effect was not  sustained. 

These results demonstrate that chitosan, oregano oil and chitosan + oregano oil represent 

effective natural preservation strategies to extend the commercial shelf life of ice-stored 

bullfrog muscle, although under  these experimental conditions,  they did not work  for 

controlling microbiological contamination. 
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1. Introduction 

The bullfrog  (Lithobates catesbeianus)  is  the most widely  farmed amphibian species 

worldwide, with production primarily concentrated in Brazil, China, Mexico, Cuba, and 

Colombia [1,2]. Its meat is characterized by a high protein content (15–20 g/100 g), low fat 

levels (0.3–1.0 g/100 g), abundant essential omega 3 and omega 6 fatty acids, and an amino 

acid profile comparable to other high-biological-value animal proteins [3,4]. These nutri-

tional attributes, combined with its mild flavor and soft texture, position bullfrog meat as 

an increasingly attractive alternative protein for both local markets and export [5,6]. 

However, like aquatic food products, bullfrog muscle is highly susceptible to spoil-

age during postharvest storage due to its elevated water activity (aw > 0.98), near-neutral 

pH (6.2–6.5), high content of soluble myofibrillar proteins, and limited connective tissue, 

which provides minimal physical resistance to surface microbial colonization [7,8]. Under 

ice storage (0–2 °C), recent studies have reported that bullfrog muscle can reach the mi-

crobiological acceptability limit of 7 log CFU/g between days 9 and 15 without additional 

preservation treatments [8], representing a significant  limitation for  long-distance fresh 

distribution. 

A recent study evaluated changes in the freshness and biochemical, physical, chemi-

cal, and microbiological quality attributes of American bullfrog (L. catesbeianus) legs dur-

ing  ice storage, reporting progressive  increases  in  the TVBN, pH, bacterial counts, and 

texture loss from day 0 to day 24. These authors identified psychrotrophic bacterial pro-

liferation as the primary spoilage mechanism under ice-storage conditions, supporting the 

development of technological interventions specifically targeting this microbial group [8]. 

Active edible coatings have emerged as one of the most promising preservation tech-

nologies for meat and aquatic food products, combining barrier properties with the con-

trolled release of antimicrobial and antioxidant agents at the food surface [9,10]. Unlike 

active packaging, edible coatings  form an  integral part of  the product and generate no 

additional waste, making  them particularly attractive  from a sustainability perspective 

and aligned with consumer demand for minimally processed additive free foods [11]. 

Chitosan, a cationic polysaccharide obtained by the deacetylation of chitin from crus-

tacean shells, is one of the most widely studied biopolymers for antimicrobial edible coat-

ings for animal origin products [12,13]. Its antimicrobial mechanism involves electrostatic 

interactions between protonated amino groups (NH3) and the anionic phospholipids of 

bacterial cell membranes, leading to membrane disruption, osmotic imbalance, the leak-

age of intracellular contents, and eventual cell lysis [14]. Chitosan also acts as a metal ion 

chelator, inhibiting lipid oxidation and contributing to the preservation of color and oxi-

dative stability in meat products [15]. 

Oregano  (Origanum vulgare L.)  is among  the aromatic plants whose extracts have 

been most extensively documented for antimicrobial and antioxidant potency. Its major 

phenolic compounds, carvacrol and thymol, act synergistically on bacterial membranes 

by disrupting the phospholipid bilayer and dissipating the electrochemical proton gradi-

ent [16,17]. Aqueous oregano oils also contain rosmarinic acid, chlorogenic acid, luteolin, 

and apigenin, which have demonstrated capacity to scavenge free radicals and inhibit li-

pid peroxidation in meat matrices [18]. The combination of chitosan with plant extracts 

has been validated as a synergistic preservation strategy in various food matrices, includ-

ing fish fillets, chicken meat, and beef patties [19–21]. However, its specific application to 

bullfrog muscle has not been previously reported in the literature. 

A comprehensive evaluation of bullfrog muscle quality during storage requires the 

simultaneous measurement of physicochemical parameters (pH, texture, WHC), chemical 

spoilage indicators (TVBN), microbiological counts (mesophilic and psychrotrophic bac-

teria),  and  colorimetric  surface  characterization  using  the CIE  L*a*b*  system  [8].  The 
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TVBN, whose acceptability limit for aquatic food products is set at 35 mg N/100 g [22], 

reflects the bacterial catabolic activity on nitrogenous muscle compounds [23]. 

This study aimed to evaluate the effect of the control, chitosan, oregano oil, and chi-

tosan + oregano oil edible coatings on the physicochemical and microbiological quality of 

bullfrog legs during ice storage. 

2. Materials and Methods 

2.1. Bullfrog Collection 

The bullfrogs  [L. catesbeianus  (Shaw 1802); n = 79] used  in  the present study were 

obtained  from  the  NutriFrog  farm  (Mazatlán,  Sinaloa,  Mexico  23°16′28.3″N 

106°12′55.5″W). The  specimens  included  37  females  and  42 males, with  average body 

weights of 169.70 ± 24.85 and 171.62 ± 22.79 g,  respectively, and an average age of 13 

months. The bullfrogs were transported (for a duration of 4 h) in a container allowing air 

circulation to Caseros, S. de R. L. M. I (Navojoa, Sonora, Mexico), where they were main-

tained with an adequate food supply (The Top Choice® brand pellets, with the following 

information declared on the packaging: protein, 19.5% to 20%; fat, 9%; fiber maximum, 

5%; moisture maximum,  12%)  and  allowed  to  rest  for  a  period  of  4  days  to  reduce 

transport-related stress before their sacrifice. The bullfrogs were sacrificed via desensiti-

zation by a dry blow to the anterior dorsal area, followed by evisceration, skin removal, 

and procurement of their legs [24]. The obtained bullfrog legs were washed with potable 

water, individually placed in high-density polyethylene bags, and arranged in alternating 

layers of ground ice and bullfrog legs in a hermetic cooler for transport to the Food Re-

search Laboratory of the University of Sonora (Mexico). The time between the sacrifice of 

the bullfrogs and the reception of the samples at the laboratory did not exceed 12 h. 

2.2. Preparation and Application of Treatments 

The chitosan (CAS 9012-76-4) and concentrated oregano oil (CAS 8007-11-2) were ob-

tained  commercially  (75%–85%  deacetylated, MW  50–190  kDa,  Sigma-Aldrich, Darm-

stadt, Germany, and MW 300 kDa, Comercial Zazueta, Hermosillo, Mexico, respectively). 

The samples were randomly assigned to three experimental groups compared to a control: 

(1) control (uncoated); (2) chitosan (CH); (3) oregano oil (OO) and (4) chitosan + oregano 

oil (CH-OO). Chitosan (CH) was dissolved at 1% (w/v) in a 1% (v/v) acetic acid solution 

containing 0.5% (v/v) glycerol as a plasticizer [12]. The mixture was homogenized at 36,000 

rpm for 3 min by Ultra-Turrax T18 Basic (IKA Wooks Inc., Wilminaton, NC). To prepare 

the chitosan + oregano oil (CH-OO) formulation, 0.2425 g of oregano oil was added to the 

chitosan solution and homogenized  for 1 h. Another 1% chitosan solution was  left un-

changed. Oregano oil (OO) was used at a concentration of 1% (w/v). The prepared edible 

coatings were applied to the bullfrog legs by immersion for 2 min, followed by draining 

for 5 min [19]. The treatments described above were compared with a control (C) (without 

CH, CH-OO, or OO). 

2.3. Ice Storage 

All  the samples were stored  in hermetically sealed coolers  in polystyrene bags on 

crushed ice. The ice was renewed as needed to maintain a constant storage temperature 

(0–2 °C). The samples were aseptically withdrawn at each sampling point for analysis. A 

completely randomized design was used with four biological replicates per treatment at 

each sampling day. The analyses were performed on days 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, and 24 

of storage. 
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2.4. Analytical Procedures 

2.4.1. Color Measurement 

The surface color was measured with a portable MiniScan HunterLab colorimeter 

(Reston, Virginia, VA, USA). Prior to data collection, the colorimeter was calibrated ac-

cording  to  the  manufacturer’s  guidelines.  Color  parameters  [L*  (lightness),  a*  (red-

ness/greenness), and b* (yellowness/blueness)] were taken at evenly distributed surface 

points on each sample. After that, the ∆E was calculated by using the following formula: 

∆E*ab = √(∆L*)2 + (∆a*)2 + (∆b*)2 [25]. 

2.4.2. Texture 

The  texture of  the bullfrog  legs was evaluated using a  texture analyzer (EZ-S Shi-

madzu  346-54909-33)  (Shimadzu  Corp., Model  EZ-S,  Kyoto,  Japan)  equipped with  a 

Warner–Bratzler shear cell. A 50 kg compression load cell was used, applying force at a 

head speed of 20 cm/min. The force was exerted perpendicular to the muscle fibers (cut 

samples measuring 10 × 10 × 20 mm3). The shear force was measured and the results were 

expressed as the maximum shear force (N) following the International System of Units 

(SI) standards [26]. 

2.4.3. Water-Holding Capacity (WHC) 

The WHC was determined by the centrifugation method [27]. An amount of 2 g of 

bullfrog  leg was placed  into a 50 mL centrifuge  tube and centrifuged  in a refrigerated 

centrifuge  (Thermo  IEC-MULTI RF, Thermo  Fisher  Scientific, Asheville, NC, USA)  at 

19,600 g  for 60 min at 4 °C. The WHC was calculated as  the ratio of  the final  to  initial 

sample weight × 100 and expressed as a percentage. 

2.4.4. pH Determination 

Bullfrog  leg samples  (2 g) were homogenized  in distilled water  (18 mL) using  the 

Ultra-Turrax T18 Basic homogenizer (IKA Works Inc., Wilmington, NC, USA) at 18,000 

rpm  for 1 min. The pH was measured using a glass electrode pH meter  (Orion 420 A, 

Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, USA). The equipment was calibrated using 

standard pH buffer solutions [28]. 

2.4.5. Total Volatile Basic Nitrogen (TVBN) 

The TVBN was determined by the steam distillation method [28]. Briefly, 10 g of bull-

frog was mixed with MgO (2 g) and distilled water (300 mL), and homogenized with an 

Ultra-Turrax T18 Basic homogenizer (IKA Works, Inc., Wilmington, NC, USA) for 1 min. 

After that, edible vegetable oil (1-2-3® brand, 20 drops) was added as a defoaming agent. 

The TVB-N content was obtained by steam distilling (25 mL) into a 2% boric acid solution 

(15 mL). The distillate was titrated with 0.03 N H2SO4. The results are expressed as mg 

N/100 g muscle. 
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2.4.6. Microbiological Analyses 

The total mesophilic aerobic bacteria in the bullfrog leg samples were enumerated on 

plate count agar (PCA) incubated at 35 °C ± 2 °C for 48 h. Psychrotrophic bacteria were 

counted on PCA incubated at 5 °C ± 2 °C for 7–10 days, following the previously reported 

methods [29]. Finally, a colony count was performed at the dilution corresponding to the 

presence of 25–250 colony-forming units (CFU). The results are expressed as log CFU/g of 

bullfrog leg. 

2.4.7. Statistical Analysis 

The data are presented as the mean ± standard deviation of four replicates. Simple 

random sampling and a chi-square test (p ≥ 0.05) were performed. A one-way ANOVA 

was applied for each sampling day, followed by Tukey’s multiple range test for post hoc 

comparisons (p < 0.05). Statistical analyses were conducted using the Statistica software 

(8.0; Tulsa, OK, USA). 

3. Results 

3.1. Color 

Color is one of the most important parameters employed for evaluating the quality 

of aquatic food products, and it especially influences consumer acceptance of these prod-

ucts [27]. The control treatment showed a progressive increase in the color difference rel-

ative to day 0. Figure 1 shows the changes in the color (ΔE) of bullfrog legs during storage 

on ice for 24 days. 

 

Figure 1. Changes in the color of bullfrog legs (L. catesbeianus) during storage on ice for 24 days by 

three treatments: CH (chitosan); CH-OO (chitosan + oregano oil); and OO (oregano oil). The data 

points represent the mean values from four samples (n = 4) for each day of sampling. Bars represent 

the standard deviation. 

Figure 1 shows the behavior of the treatments on each day of the evaluation. Overall, 

the  treatment  that  recorded  the highest color was  the coated OO  treatment on day 15 

(11.32 ± 0.97) and the one with the lowest was the CH treatment, with 2.49 ± 1.45 on day 
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6. The ΔE for the uncoated control group increased from 0.00 in the first measurement to 

10.94 ± 1.19 on day 24, which was also the highest value recorded. Significant differences 

(p < 0.05) occurred on days 6, 9, 12, 15, 18, 21, and 24. Significant differences (p < 0.05) were 

also observed for the CH treatment on days 9, 12, 15, and 18. Its ΔE reached 5.20 ± 1.77 on 

day 24, with its maximum value occurring on day 15 (6.48 ± 0.05). 

Similar behaviors were observed in the CH-OO- and OO-coated treatments. The CH-

OO group reached its maximum value on day 6 (5.55 ± 0.63), reaching 3.30 ± 1.29 on day 

24. Significant differences (p < 0.05) were observed on days 6 and 12. Finally, the OO treat-

ment showed an increase in ΔE until reaching 6.45 ± (0.33) on day 24, with its maximum 

value on day 15 (11.33 ± 0.97), showing significant changes (p < 0.05) on days 9, 12, 15, 18, 

21, and 24. On  the other hand,  if we consider  the overall average of ΔE per  treatment 

during the 24 days—which was 6.65 ± 3.01, 4.21 ± 2.08, 3.71 ± 1.66 and 6.35 ± 2.86 for the 

uncoated control, CH, CH-OO and OO treatments, respectively—it suggests a greater cu-

mulative chromatic alteration in the treatments. 

3.2. Texture 

Texture, measured as hardness or firmness, is a key quality attribute in aquatic food 

products, as structural softening resulting from proteolytic activity, moisture redistribu-

tion, and myofibrillar degradation is closely associated with freshness loss and reduced 

consumer acceptability  [30]. Figure 2 shows  the changes  in  the  texture of bullfrog  legs 

during storage on ice for 24 days. 

 

Figure 2. Changes  in the texture of the bullfrog  legs (L. catesbeianus) during storage on  ice for 24 

days by three treatments: CH (chitosan); CH-OO (chitosan + oregano oil); and OO (oregano oil). The 
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0.01 N) treatments. By day 3, the control treatment maintained a texture level very similar 

to that of day 0 (18.60 ± 1.98 N), while the three remaining groups showed a marked de-

crease: CH (12.49 ± 3.37 N), CH-OO (8.21 ± 1.19 N), and OO (7.30 ± 1.39 N), with significant 

differences among them. By day 6, only the control treatment showed significant differ-

ences. On day 9, no significant differences were detected between the groups, although 

by day 12, a statistical analysis identified a single comparison [control (6.36 ± 1.53 N) vs. 

CH (9.01 ± 0.48 N)]. A similar result was observed for day 15 between the CH-OO treat-

ment (9.92 ± 2.19 N) and OO treatment (5.82 ± 0.31 N). No significant differences were 

observed between the treatments toward the end of storage until day 24, when the CH-

OO treatment exhibited significantly greater firmness retention than the OO treatment, 

with texture values of 12.28 ± 2.75 N and 8.65 ± 0.43 N, respectively. 

3.3. Water‐Holding Capacity (WHC) 

The WHC refers to the ability of proteins to retain water against external forces [31]. 

Figure 3 shows the changes in the WHC of bullfrog legs during storage on ice for 24 days. 

On the initial day (day 0), all of the treatments showed high WHC values (96.1%–98.0%), 

with no significant differences observed. The control group had the highest mean (98.03 ± 

0.66%), followed by the OO, CH, and CH-OE treatments (97.85 ± 0.22%, 96.59 ± 0.59%, and 

96.12 ± 2.29%, respectively). On day 3, the CH-OO treatment showed a significant differ-

ence (p < 0.05) compared to the other groups (92.53 ± 0.98%). During day 6, the treatments 

experienced a decrease  in  the WHC, with  the  control  treatment  registering  the  lowest 

value (89.92 ± 0.48%), while CH-OO had the highest, with no significant differences. As 

the days of ice storage progressed, significant differences appeared (day 9) between the 

two combinations with oregano oil, remaining unchanged by day 12. However, on day 

15, statistically significant differences again emerged between all the treatments compared 

to the control group (88.29 ± 1.29%). At the end of the storage period, between days 18 and 

21,  the  results  remained  unchanged  until  the  final  day  (24), when  the CH  treatment 

reached its highest value (97.40 ± 1.12%), with statistically significant differences (p < 0.05). 
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(oregano oil). The data points represent the mean values from four samples (n = 4) for each day of 

sampling. Bars represent the standard deviation. 

3.4. pH 

The pH is a critical indicator of freshness and spoilage progression in muscle food 

products, as rising pH values reflect the accumulation of basic volatile compounds, pro-

duced through the microbial and endogenous enzymatic degradation of proteins and ni-

trogenous substrates [32]. 

In  this study,  the pH of all  the  treatment groups  increased  throughout  the 24-day 

storage period  (Figure 4). During  the first six days, no significant differences were de-

tected between the treatments (p > 0.05). The pH values of the three groups ranged be-

tween 6.10 and 6.50, reflecting a high initial homogeneity among the samples. The control 

group displayed the most pronounced and consistent pH increase throughout the 24-day 

storage period, rising from 6.30 ± 0.08 to 6.90 ± 0.08 (day 0 to 24, respectively). The rise 

was relatively gradual, but accelerated markedly during the final phase. This acceleration 

was consistent with the exponential phase of microbial spoilage activity and the corre-

sponding  accumulation  of  alkaline metabolites.  The  control  consistently  recorded  the 

highest pH values among all of the treatments, reflecting the absence of an antimicrobial 

barrier. The CH samples showed a moderate and steady pH  increase over  the storage 

period, rising from 6.28 ± 0.05 on day 0 to 6.73 ± 0.05 on day 24. A distinctive feature of 

the CH treatment was its plateau between days 6 and 9, where the mean pH remained 

unchanged at 6.425. 

 

Figure 4. Changes in the pH of bullfrog legs (L. catesbeianus) during storage on ice for 24 days by 

three treatments: CH (chitosan); CH-OO (chitosan + oregano oil); and OO (oregano oil). The data 

points represent the mean values from four samples (n = 4) for each day of sampling. Bars represent 

the standard deviation. 
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was statistically different from the CH, CH-OO, and OO treatments (p > 0.05), with the 

OO treatment having the lowest pH (6.65 ± 0.06). These characteristics collectively suggest 

that the combined coating provided the most effective moderation of pH increase among 

the coated treatments. 

3.5. Total Volatile Basic Nitrogen (TVB‐N) 

The total volatile basic nitrogen (TVBN), expressed in mg N/100 g, is a widely used 

indicator of protein degradation and freshness loss in muscle foods. TVBN accumulates 

as a result of microbial and endogenous enzymatic activity that breaks down nitrogenous 

compounds  into volatile bases  such  as  ammonia,  trimethylamine,  and dimethylamine 

[33]. Figure 5 shows the behavior of the TVB-N of bullfrog legs stored in ice over 24 days. 

In all the treatments, a sustained upward trend in the TVBN values was observed over 

time, consistent with the natural protein decomposition process of the analyzed product. 

However, the magnitude and trajectory of this increase differed between groups, indicat-

ing varying  levels of the antimicrobial and antioxidant efficacy of the applied coatings. 

The analysis showed significant results (p < 0.05) on all sampling days except days 0, 3 

and 6. The control group starts on day 0 with an average of approximately 13.36 ± 0.29 mg 

N/100 g and gradually increased to reach values close to 32.99 ± 0.92 mg N/100 g on day 

24. The most pronounced increases occurred between days 6 and 9 (17.2–20.9 mg N/100 

g, respectively) and between days 18 and 21 (26.5–29.4 mg N/100 g, respectively). 

 

Figure 5. Change in the TVB-N values (mg N/100 g) of bullfrog legs (L. catesbeianus) during storage 

on  ice  for 24 days by  three  treatments: CH  (chitosan); CH-OO  (chitosan + oregano oil); and OO 

(oregano oil). The data points represent the mean values from four samples (n = 4) for each day of 

sampling. Bars represent the standard deviation. 
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pared to 32.99 ± 0.62 mg N/100 g for the control (p > 0.05). On the other hand, the CH-OO 

treatment showed  lower values than the control group from day 12 onwards, with the 

differences  becoming  progressively  more  pronounced.  On  day  15,  it  reached 
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approximately 23.8 mg N/100 g, compared to approximately 26.5 mg N/100 g in the con-

trol group. Its retarding effect remained constant until day 24, where it registered approx-

imately 29.8 mg N/100 g. This  treatment showed significant differences (p < 0.05) com-

pared to the control group on days 12, 15, 21, and 24. Finally, the OO treatment showed 

the greatest divergence  from  the control, with significant differences every day except 

days 0, 3, and 6. Day 9 stands out, where OO registered an average of 17.33 ± 0.11 mg 

N/100 g, considerably lower than the control (20.96 mg N/100 g). Furthermore, from day 

12 onward,  the OO  treatment values remained consistently  lower  than  the other  treat-

ments  at  several points. The  results  indicate  that  the  evaluated  coatings differentially 

modulate TVBN accumulation. The OO treatment showed the greatest number of time 

points with significant differences compared to the control, suggesting a sustained inhib-

itory effect on proteolytic deterioration. The CH-OO  treatment also showed significant 

differences over multiple days, particularly in the second half of the experimental period. 

In contrast, the CH treatment only showed a significant effect at the end of the storage, 

indicating a later and smaller effect. 

3.6. Total Count of Bacteria 

3.6.1. Mesophilic Bacteria 

Mesophilic microorganisms, defined by their optimal growth range of approximately 

20–45 °C, are  important  indicators of  the overall hygienic quality and general spoilage 

potential  in muscle  food products. Although  their growth  is partially  inhibited during 

cold storage,  their enumeration provides a comprehensive  index of  the  total microbial 

load and the effectiveness of antimicrobial treatments [34]. Figure 6 shows the behavior of 

the mesophilic bacteria of bullfrog legs during storage on ice for 24 days. 

 

Figure 6. Total count of the mesophilic bacteria (log CFU/g) of bullfrog legs (L. catesbeianus) during 

storage on ice for 24 days by three treatments: CH (chitosan); CH-OO (chitosan + oregano oil); and 

OO (oregano oil). The data points represent the mean values from four samples (n = 4) for each day 

of sampling. Bars represent the standard deviation. 
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The total mesophilic bacterial count increased progressively in all three treatments 

over the 24-day storage period. During the first six days, no significant differences were 

detected between treatments (p > 0.05). The initial counts (2.6–3.0 log CFU/g) reflect the 

surface-contamination bacterial load typical of fresh meat and were similar across groups. 

The absence of differences in this phase indicates that the antimicrobial effect of the 

coatings was not yet statistically detectable, possibly because the initial bacterial load was 

low and growth in the initial phase is slow. The treatments with oregano oil (OO, CH-OO) 

showed values marginally lower than that of the control, but the difference was not suffi-

cient to reach statistical significance. Day 9 was the only storage point at which significant 

differences were detected between the treatments (p < 0.05). The control had a mean count 

of 4.01  log CFU/g, significantly higher than CH-OO (3.93  log CFU/g) and OO (3.87  log 

CFU/g). The  absolute difference between  the  treatments was  small  in magnitude, but 

highly consistent across replicates with a level of significance (p < 0.05). This result indi-

cates that, by day 9, the OO treatment showed significant inhibition of mesophilic growth 

compared to the control. 

Between days 12 and 18, the counts for all treatments stabilized between 4.6 and 4.9 

log CFU/g, with no significant differences between groups  (p > 0.05). The most critical 

period of storage occurred simultaneously across all treatments between days 18 and 21, 

with no statistically significant differences among them (p > 0.05). On day 21, the counts 

ranged from 6.36 log CFU/g for the OO treatment to 6.58 log CFU/g for the control, while 

on day 24, the counts ranged from 6.62 log CFU/g for the OO treatment to 6.85 log CFU/g 

for the control. The OO and CH-OO treatments tended to have counts that were margin-

ally lower than that of the control at the end of storage. No treatment exceeded the accept-

ability limit of 7 log CFU/g throughout the entire evaluation period. 

3.6.2. Psychrotrophic Bacteria 

Psychrotrophic microorganisms are of particular concern in cold-stored aquatic food 

products, as they are capable of active growth at refrigeration temperatures and are pri-

mary contributors to spoilage through proteolytic and lipolytic activity [35]. 

Figure 7 shows the behavior of the psychrotrophic bacteria of bullfrog legs during 

storage on  ice  for 24 days. The statistical analysis did not detect significant differences 

among the three treatments on any of the days evaluated (p > 0.05). The growth curves of 

the three groups were similar, with all treatments reaching values above 6.7 log CFU/g 

towards  the end of  the experiment  (days 21–24). However, a numerical  trend  towards 

slightly lower counts was observed in the OO and CH-OO treatments in the second half 

of the period, but these were not sufficient to differentiate them from the control treat-

ment, at least under the experimental conditions of this study. 
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Figure 7. Total count of  the psychrotrophic bacteria  (log CFU/g) of bullfrog  legs  (L. catesbeianus) 

during storage on ice for 24 days by three treatments: CH (chitosan); CH-OO (chitosan + oregano 

oil); and OO (oregano oil). The data points represent the mean values from four samples (n = 4) for 

each day of sampling. Bars represent the standard deviation. 
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In this study, the uncoated control treatment showed the fastest and most sustained 

increase in ΔE of all the groups. The first significant differences (p < 0.05) appeared from 

day 6 onward and persisted throughout the evaluation period. This behavior is consistent 

with reports for muscle from aquatic organisms without surface protection, where direct 

exposure to oxygen accelerates the oxidation of membrane pigments and lipids, leading 

to browning and the loss of surface luster from early storage stages. This pattern mirrors 

observations reported by other studies on bullfrog (Lithobates catesbeiana) meat stored in 

ice [5,8], where untreated control samples underwent the most pronounced sensory and 

chromatic deterioration over 14 days, linked to the accelerated microbial proliferation of 

psychrotrophic genera responsible for oxidative pigment modification. 

The CH and CH-OO treatments consistently maintained lower ΔE values compared 

to the control throughout the majority of the storage period. This preservation of color is 

attributable to the oxygen barrier and polyphenol oxidase (PPO)-inhibiting properties of 

chitosan, which limit both enzymatic melanosis and non-enzymatic browning reactions 

at the muscle surface. Similar results were documented for Litopenaeus vannamei treated 

with chitosan nanoliposome coatings  [36], where  the ΔE values remained significantly 

lower than those of the controls, a threshold below which discoloration remained percep-

tible, but commercially tolerable. In the context of fish species, it has been reported that 

coatings containing oregano oil significantly retarded b* (yellowness) increases in Oreo‐

chromis niloticus fillets  [37], with uncoated controls showing  the highest b* progression 

associated with  lipid oxidation products, a mechanism equally relevant  to  frog muscle 

given its similarly low fat, but high myoglobin, content composition. 

The OO treatment showed a behavior similar to the control, with high and significant 

ΔE values from day 9 onwards, including the second highest value of the experiment on 
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day 15. This indicates that applying the essential oil without a polymer matrix to retain it 

on the surface is insufficient to protect the fabric’s color. The essential oil is volatile and 

diffuses or evaporates rapidly, losing its protective effect and leaving the surface exposed 

to the same oxidative and dehydration processes as the control. This behavior is consistent 

with findings in Litopenaeus vannamei coated with fully deacetylated chitosan combined 

with clove extract oil [38], where the synergistic formulation most effectively retarded ΔE 

increases  and melanosis development  compared  to  individual  treatments or uncoated 

controls. 

4.2. Texture 

The initial general decline recorded in all treatments at the start of the study is con-

sistent with the typical post-mortem changes in the muscle of aquatic products during ice 

storage: the activity of endogenous proteases (calpains, cathepsins) and the formation of 

ice crystals  that damage  the myofibrillar structure cause a progressive softening of  the 

tissue, which is usually more intense during the first few days of storage and then atten-

uates as the substrate available for enzymatic degradation decreases. Previous studies on 

Lithobates catesbeiana [8] reported a progressive decrease in hardness throughout refriger-

ated storage, while studies on the same species similarly reported data showing that un-

treated controls deteriorated faster than samples treated with allicin combined with bam-

boo leaf antioxidants [5], a pattern consistent with the faster early softening observed in 

the present uncoated control group from day 6 onward. 

The significant difference observed on day 0 between the control and CH-OO treat-

ments likely reflects the natural variability among the samples. Day 3 showed the most 

marked significant differences. In all cases, the control maintained higher texture values 

than the other treatments. This effect was probably due to the coatings modifying the sur-

face and interface properties of the muscle from the early stages of storage. The lipid com-

ponents of oregano oil (rich in phenolic compounds such as carvacrol and thymol) can 

interact with the proteins of the muscle matrix and/or alter the tissue’s water retention, 

producing faster softening in the first hours or days, even though these same compounds 

exert a protective effect against microbial and oxidative deterioration. This effect  trend 

mirrors findings for Rana tigrina meat [39]. The absence of significant differences on days 

6 and 9 (between treatments) indicates that, at this stage, the three groups converged to-

ward similar texture values. This is consistent with a scenario in which tissue softening, 

once the deterioration process has begun, progresses at a comparable rate across all treat-

ments, such that the  initial differences related to the coating type become undetectable 

compared to the biological variability between replicates. This activity has been reported 

in the degradation of muscle texture in aquatic organisms [40]. 

On day 12, a higher texture value was observed for the CH treatment, similar to the 

effects attributed to chitosan coatings in the preservation of aquatic products. However, 

on day 15, the combined effect of the CH-OO treatment showed higher values, suggesting 

a possible synergistic effect between chitosan and oregano oil. Conversely, the OO treat-

ment showed  the  lowest value  (which could  indicate  the homogeneous and advanced 

degradation of the tissue in the absence of the protective chitosan film). The CH-OO com-

bination showed the joint effect of the physical barrier provided by chitosan and the anti-

microbial/antioxidant  activity  of  oregano  oil, which  together more  effectively  slowed 

down the degradation processes than either component separately. This effect seemed to 

strengthen on day 24. This is consistent with the results reported for Nemipterus virgatus 

fillets  [41], where chitosan combined with  ε-polylysine and carrageenan coatings most 

effectively maintained the hardness and chewiness over 18 days of refrigerated storage by 

suppressing microbial proteolysis. 
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4.3. Water‐Holding Capacity (WHC) 

The absence of significant differences on day 0 confirms the initial homogeneity of 

the biological material and the proper standardization of the experiment. However, by 

day 3, a depressant effect of the CH-OO coating on the WHC was evident, statistically less 

pronounced than in the other treatments. This behavior could be explained by the action 

of the phenolic and terpenic components of the essential oil on membrane proteins, alter-

ing the structure of myosin and actin in the initial stages of storage, which would tempo-

rarily reduce the protein matrix’s capacity to retain water [42]. The oregano oil treatment 

(OO) showed no differences compared to the control or CH on day 3, suggesting that the 

interaction of the oil with the chitosan matrix is responsible for the effect observed in CH-

OO. Chitosan may act as a vehicle for releasing the oil’s active compounds, concentrating 

them on the muscle surface and enhancing their interaction with proteins. The widespread 

decline observed in all treatments between days 6 and 9 coincides with the logarithmic 

phase of microbial growth typical of aquatic products stored on ice, where bacterial pro-

teolytic  enzymes  attack  the myofibrillar  structure  [43]. Despite  this  overall  trend,  the 

coated treatments maintained WHC values comparable to or higher than the control, with 

the exception of CH-OE on day 9. These findings align closely with those for Litopenaeus 

vannamei  [44], which  demonstrated  that  chitosan-based  coatings maintained  a  signifi-

cantly higher WHC throughout 10 days of refrigerated storage by inhibiting collagenase, 

cathepsins, and calpain activities, and reducing  the  formation of TCA-soluble peptides 

derived from myofibrillar disassembly. On this same day, the behavior of CH-OO sug-

gests that, at this stage, the oregano oil incorporated into the chitosan matrix may have 

exhausted some of its surface antimicrobial capacity, while the free OO fraction still ex-

erted a more efficient inhibitory effect. 

On day 15, the control treatment reached its minimum WHC while CH, CH-OO and 

OO maintained higher values, corroborating the ability of the three coatings to preserve 

muscle protein integrity during prolonged storage on ice. From day 18 onward in all treat-

ments,  the changes can be  interpreted as a  tissue water redistribution phenomenon,  in 

which alterations  in protein structure generate new,  lower-affinity water-binding sites, 

transiently stabilizing  the WRC measured by centrifugation. This  recovery pattern has 

been reported in studies of fish stored on ice and does not necessarily imply a real im-

provement in protein quality [45]. At the end of the storage period (day 24), the CH treat-

ment reached the highest WHC value, significantly higher than CH-OO and OO. The ab-

sence of significant differences between the control and CH treatments at the end of the 

study further suggests that, in the long term, chitosan not only protects the WHC during 

critical storage phases, but also allows the muscle to recover water retention levels close 

to the initial values. 

4.4. pH Determination 

The progressive increase in pH in all of the treatments was consistent with the phys-

icochemical and microbiological processes typical of food spoilage during storage. This 

increase can be associated with the production of alkaline compounds derived from pro-

teolysis, amino acid deamination, and microbial activity, processes that generate biogenic 

amines and ammonia, raising the pH of the food matrix. This progressive alkalinization 

pattern is consistent with what has been described for post mortem aquatic muscle tissue 

in Rana esculenta legs [46], where the pH initially decreases due to post mortem glycolysis 

and subsequently increases as a consequence of microbial activity and protein degrada-

tion, a dynamic that aligns with the gradual increase observed in the present study. The 

relatively moderate pH values on day 0 are consistent with early post mortem glycolytic 

acidification in frog muscles. In bullfrog legs [8], an initial similar pH value has been re-

ported, which closely matches the values observed  in all three treatment groups at the 
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start of storage in the present study. The sustained upward trend over 24 days suggests 

that these mechanisms were progressively activated over time. 

The fact that the control group consistently exhibited the highest pH values suggests 

that the CH, CH-OO, and OO treatments had a moderating effect on pH increase. The OO 

treatment showed the greatest pH-reducing effect compared to the control, with signifi-

cant differences maintained  compared  to days 9,  12 and  24. The CH-OO  combination 

showed intermediate behavior, although without significant differences compared to the 

control, which could indicate limited synergies or a delay in the release of the active agent. 

The accumulation of volatile bases such as ammonia, biogenic amines, and trimethyla-

mine, formed during protein hydrolysis and amino acid breakdown by microorganisms 

or endogenous enzymes, is the most likely cause of the pH rise in stored meat samples. 

The lower pH values in the chitosan and oregano oil samples are attributable to the anti-

bacterial effect of them [47]. 

4.5. Total Volatile Basic Nitrogen (TVBN) 

Throughout this investigation, all of the experimental treatments presented similar 

and acceptably low initial TVB-N values on day 0, indicative of fresh, high-quality legs. 

These values are comparable to those reported for Lithobates catesbeiana legs [5] at the start 

of refrigerated storage at 4 °C, where the TVB-N content increased progressively as a func-

tion of microbial proliferation and protein catabolism. By day 6, all three groups in the 

present study converged to a narrowly similar TVB-N level, suggesting that, during this 

early phase, neither the coatings nor the extract oil provided a differential protective effect 

against the early onset of protein degradation, likely because endogenous autolytic en-

zymes, rather than microbial proteases, dominated this initial TVB-N accumulation. 

From day 9 onward, notable divergences emerged among the treatments. The OO 

treatment maintained significantly lower TVB-N values on days 9 and 12 compared to the 

control and the CH-OO treatment, suggesting that the direct surface application of ore-

gano oil at this mid-storage phase effectively suppressed the psychrotrophic spoilage bac-

teria. This is consistent with findings in Anguilla anguilla [48], which demonstrated that 

combined chitosan and oregano oil treatments significantly inhibited bacterial growth and 

delayed TVB-N increases beyond acceptability limits compared to untreated controls. The 

control treatment crossed the widely accepted spoilage threshold of 25 mg N/100 g for 

aquatic organisms on day  15, whereas  the CH, CH-OO,  and OO groups delayed  this 

threshold exceedance to days 18, 18, and 21, respectively, representing effective shelf life 

extensions of 3–6 days relative to the control. 

At  the final sampling point, all  treatments exceeded 25 mg N/100 g, with  the OO 

group showing the lowest final TVB-N value, followed by CH-OO and CH. This progres-

sive increase beyond the rejection threshold mirrors the findings in Litopenaeus vannamei 

[36], where the uncoated control TVB-N exceeded 30 mg N/100 g, the generally accepted 

spoilage limit for marine products, before day 20 of ice storage, while chitosan-nanolipo-

some-coated samples remained below this threshold for 20 days. 

4.6. Microbiological Analyses 

The results indicate that, under the evaluated experimental conditions, none of the 

active coatings achieved sufficiently robust and sustained microbiological  inhibition of 

mesophiles to represent a clear technological advantage over the control. The OO treat-

ment showed potential in the intermediate storage phase (day 9), but this effect was nei-

ther sustained nor significant. The chitosan treatment did not result in any significant dif-

ferences compared  to  the control on any day of  the experiment. There may be several 

explanations for the lack of effect observed in this study. The coating was applied by im-

mersion, which likely limited its effectiveness to the microbiota on the product’s surface, 
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while the mesophilic bacteria inside the product were not affected by the antimicrobial 

action [49]. The pH of the system may not have been sufficiently acidic to maintain the 

protonated amino groups that underpin the antimicrobial activity of chitosan (pKa 6.3–

6.5), since at a pH close  to neutrality,  the polymer  loses  its positive charge and, conse-

quently, its ability to interact with bacterial membranes [50]. The concentration of chitosan 

used may have been insufficient to address the microbial load present in the product [51]. 

The OO was the only treatment that showed a significant reduction in the mesophilic 

count compared to the control (day 9). The difference in absolute terms was small and has 

limited practical relevance from a microbiological safety perspective. The antimicrobial 

activity of OO  is primarily attributed  to  its major phenolic components  (carvacrol and 

thymol), which disrupt the bacterial cytoplasmic membrane, alter the proton gradient and 

driving force, and inhibit membrane ATPase. One explanation is that oregano oil exerts 

its maximum  inhibitory effect during the  logarithmic phase of microbial growth, when 

bacteria are metabolically most active and, paradoxically, most vulnerable to agents that 

disrupt membrane integrity [52]. Consequently, the effective concentration of free antimi-

crobial agents in the system would be lower in the CH-OO treatment than in the pure OO 

treatment, resulting in a loss of statistical significance. 

In contrast, with psychrophilic bacteria,  the most notable  result was  the complete 

absence of statistically significant differences between  the  treatments on any sampling 

day. This finding contrasts with  the extensive published evidence on  the antimicrobial 

activity of chitosan and oregano oil against psychrophilic bacteria. 

Psychrotrophic microbiota are known for their high resistance to natural antimicro-

bial agents. Some of them possess multidrug efflux pumps and outer membranes with a 

low permeability to hydrophobic compounds, which reduces the intracellular penetration 

of the phenols in oregano oil. In addition, these organisms have an additional barrier of 

lipopolysaccharides in their outer membrane that hinders the action of carvacrol and thy-

mol [53–55]. The cooling temperature affects the activity of the phenolic compounds  in 

the oils. This effect is a critical factor that is often underestimated in studies of active coat-

ings. At low temperatures, the solubility and diffusion of molecules (such as thymol and 

carvacrol) decrease considerably at the product/coating interface, reducing the available 

active concentration on the food surface. Furthermore, the viscosity of the chitosan matrix 

increases at temperatures near 0–4 °C, which can slow the release of the oil incorporated 

into the polymer network [56]. 

5. Conclusions 

The application of edible coatings based on oregano oil, alone or in combination with 

chitosan, partially preserved the physicochemical quality (color, WHC texture, pH, and 

TVB-N), but not the microbiological quality (mesophiles and psychrophiles) of frog legs 

during ice storage. In the present work, the different responses among the quality param-

eters indicate that the edible coatings mainly delayed the physicochemical deterioration 

(color and pH), while attributes such as the texture, water retention capacity and microbial 

count were also strongly influenced by intrinsic post mortem changes and biological var-

iability, which limited the detection of significant changes due to the effects of the treat-

ments. Although the antimicrobial activity of both edible coatings has been documented, 

they did not control microbial growth, at least under the conditions of this experiment. 
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