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APPENDIX A 

CERTIFICATE OF THE APPROVAL FOR THE USE OF ANIMALS 
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APPENDIX B 

CERTIFICATE OF THE ETHICAL CLEARANCE 
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APPENDIX C 

ORDER OF REACTION DETERMINATION 

 

 The degradation rate constants (k) of gallic acid were estimated from the slope of 

the plot between the bioactive concentrations versus times, by the least-squares fitting of 

various kinetic equations including zero order, first order and second order calculated 

according to the following equations: 

 Zero order equation : [A]t = -k0 + [A]0 

  First order equation : ln[A]t = -k1 + ln[A]0 

 Second order equation : 1/[A]t = 1/[A]0 + k2 

Where [A]t represents the concentration of gallic acid at a particular time, and [A]0 

represents the initial concentration of gallic acid and k represents the slope of the 

resulting linear of the order rate constants. 

 The trend line of graph which showed the linear regression (r
2
) that was the most 

closed to one would be selected for prediction of shelf life and half life.  The predicted 

shelf life (t90) and half life (t50), which were the time required when gallic acid in the 

formulations remained at 90 and 50%, respectively were estimated by substituting k into 

the following shelf life and half life equations: 

 Zero order : Shelf life (t90) = 0.2/t50 

  Half life (t50) = [A]0/2k0 
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Where [A0] was the amounts of gallic acid (µg/ml) at initial and k0 was the degradation 

rate constants of the zero order kinetic equations. 

  First order :  Shelf life (t90) = 0.152t50 

  Half life (t50) = 0.693/k1 

Where k1 was the degradation rate constants of the first order kinetic equations. 

  Second order : Shelf life (t90) = 0.11t50 

  Half life (t50) = 1/[A]0k2 

Where [A0] was the amounts of gallic acid (µg/ml) at initial and k2 was the degradation 

rate constants of the second order kinetic equations. 

 

For example; 

For the zero order, the degradation rate constant (k) of gallic acid of the 0.1% 

extract dissolved in propylene glycol kept at 27±2ºC for 3 months were determined from 

slope of graph which plotted between time (month) and remaining gallic acid (μg/ml) or 

[A]t at particular time as shown in Figure C1. 

For the first order, the degradation rate constant (k) of gallic acid of the 0.1% 

extract dissolved in propylene glycol kept at 27±2ºC for 3 months were determined from 

slope of graph which plotted between time (month) and natural logarithm of remaining 

gallic acid (μg/ml) or ln[A]t at particular time as shown in Figure C2. 
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Figure C1  Linear graph plotting between time (x-axis) and remaining gallic acid (μg/ml) 

or [A]t (y-axis) for determination of degradation rate constant of zero order 

 

 

 

 

 

  

 

Figure C2  Linear graph plotting between time (x-axis) and remaining gallic acid (μg/ml) 

or (y-axis) for determination of degradation rate constant of first order 

 

For the second order, the degradation rate constant (k) of gallic acid of the 0.1% 

extract dissolved in propylene glycol kept at 27±2ºC for 3 months were determined from 

slope of graph which plotted between time (month) and a proportion of remaining gallic 

acid (μg/ml) or 1/[A]t at particular time as shown in Figure C3. 

T0 T1 T2 T3 

T0 T1 T2 T3 
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Figure C3  Linear graph plotting between time (x-axis) and a proportion remaining gallic 

acid (μg/ml) or 1/[A]t (y-axis) for determination of degradation rate constant of second 

order 

 

 The trend line of zero order gave the highest linear regression (r
2
 = 0.9933) which 

was the most closed to one, therefore, the degradation rate constant (k0) of zero order 

were selected for prediction of shelf life and half life of the remaining gallic acid in the 

0.1% extract dissolved in propylene glycol stored at 27±2ºC for 3 months. 

 The half life and shelf life of gallic acid was calculated from the the degradation 

rate constant of the zero order kinetic equation from the following equation: 

   Shelf life (t90) = 0.2t50 

   Half life (t50) = [A]0/2k0 

Where [A]0 is the remaining gallic acid at initial (T0) ([A]0 = 26.89 μg/ml) and k0 is the 

degradation rate constants of the zero order kinetic equations (y = -7.9559x + 34.798) (k0 

= 7.9559) 

T0 T1 T2 T3 
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 Half life of the gallic acid in 0.1% extract dissolved in propylene glycol was 

followed: 

Half life (t50) = 26.89/(2 × 7.9559) 

   = 1.69 days 

 Shelf life of the gallic acid in 0.1% extract dissolved in propylene glycol was 

followed: 

   Shelf life (t90) = 0.2 × 1.69 

     = 0.34 days



APPENDIX D 

FORMULATIONS OF BUFFER AND SOLUTIONS USED IN THIS STUDY 

 

1.  30% acrylamide solution 

Acrylamide      14.7 g 

N,N’-methylenebisacrylamide      0.3 g 

Add distilled water to 50 ml 

 

2.  Lower gel buffer (0.75 M Tris) pH 8.8 

Tris (hydroxymethyl)-methlamine   45.37 g 

Add distilled water to 500 ml and adjust pH to 8.8 using HCl 

 

3.  Upper gel buffer (0.25 M Tris) pH 6.8 

Tris (hydroxymethyl)-methlamine   15 g 

Add distilled water to 500 ml and adjust pH to 6.8 using HCl 

 

4.  Loading dye pH 6.8 

Tris (hydroxymethyl)-methlamine   1.5 g 

Sodium dodecyl sulfate        4 g 

1% bromophenol blue in 25 M sucrose solution     4 ml 

Add distilled water to 100 ml 
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5.  Electrophoresis buffer pH 8.5 (10X) 

Sodium dodecyl sulfate       10 g 

Tris (hydroxymethyl)-methlamine     30 g 

Glycine       144 g 

Add distilled water to 1,000 ml 

 

6.  Separating gel (7% acrylamide) for zymogram 

Gelatin       0.01 g 

Distilled water        2.4 ml 

Lower gel buffer pH 8.8         5 ml 

30% acrylamide solution       2.3 ml 

10% sodium dodecyl sulfate    100 µl 

10% ammonium persulfate    100 µl 

TEMED         10 µl 

 

7.  Stacking gel (5% acrylamide) for zymogram 

Distilled water                1.128 ml 

30% acrylamide solution      400 µl 

Upper gel buffer pH 6.8     500 µl 

10% sodium dodecyl sulfate      10 µl 

10% ammonium persulfate      20 µl 

TEMED         10 µl



APPENDIX E 

SATISFACTION EVALUATION BY QUESTIONNAIRS OF VOLUNTEERS  

 

Example of questionnaire 

แบบสอบถามเพือ่ประเมินความพงึพอใจ 
การพฒันาต ารับเคร่ืองส าอางต้านร้ิวรอยทีม่ีส่วนผสมของสารสกดัจากใบลองกอง 

 
ค าช้ีแจง  แบบสอบถามน้ีจดัท าข้ึนเพ่ือสอบถามความพึงพอใจของอาสาสมคัร 

ระหวา่งเดือน กรกฎาคม  52 55  - สิงหาคม 5255   
โปรดท าเคร่ืองหมาย   ลงในช่อง    ท่ีตรงกบัความเป็นจริงของท่านมากท่ีสุด 

ตอนที่  1 ขอ้มูลทัว่ไป 
เพศ    ชาย       หญิง 
อาย ุ     _____________ปี 

  น ้าหนกั    _____________กิโลกรัม 
  ส่วนสูง  _____________เซนติเมตร 

 
ตอนที่  2 ขอ้มูลการใชผ้ลิตภณัฑบ์  ารุงผิว (ในระยะเวลา 1 เดือนท่ีผา่นมา) 
 ท่านใชผ้ลิตภณัฑบ์  ารุงผิวหรือไม่    ใช ้     ไม่ใช ้

ความสม ่าเสมอในการใชผ้ลิตภณัฑบ์  ารุงผิว 
  ทุกวนั    สปัดาห์ละ 2-3 คร้ัง   ต  ่ากวา่สปัดาห์ละ 2-3 คร้ัง 

 ประเภทผลิตภณัฑบ์  ารุงผิวท่ีใชเ้ป็นประจ า (ตอบไดม้ากกวา่ 1 ขอ้) 
  ลดร้ิวรอยเห่ียวยน่   เพ่ิมความชุ่มช้ิน           ลดความหมองคล ้า     
  อ่ืนๆ )ระบุ( …………………………………………….. 

 สภาพผิวของท่าน 
  ผิวแพง่้าย   ผิวแห้ง   ผิวมนั                ผิวผสม )บางส่วนแห้งหรือมนั(  

    ผิวเป็นสิวง่าย    อ่ืนๆ )ระบุ.......................................................(  
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ตอนที่  3 ความคิดเห็นต่อผลิตภณัฑ ์

ผลติภณัฑ์หมายเลข 1 

ความพงึพอใจ 

5 4 3 2 1 
มากที่สุด มาก ปานกลาง นอ้ย นอ้ยท่ีสุด 

ความพงึพอใจต่อลักษณะผลิตภัณฑ์  
1. สีของผลิตภณัฑ ์      
2  .กล่ินของผลิตภณัฑ์       
3  .ความหนืดของผลิตภณัฑ์       
4  .ความมนัวาวของเน้ือผลิตภณัฑ์       
ความพงึพอใจหลังทาผลิตภัณฑ์ 
1. ความเหนอะหนะของผิวหลงัทาผลิตภณัฑ์      
2  .ความรวดเร็วในการซึมซาบหลงัทาผลิตภณัฑ์       
3  .ความเนียนนุ่มของผวิหลงัทาผลิตภณัฑ์       
4  .ป้ืนขาวบนผวิหลงัทาผลิตภณัฑ์       
 

ผลติภณัฑ์หมายเลข 2 

ความพงึพอใจ 

5 4 3 2 1 
มากที่สุด มาก ปานกลาง นอ้ย นอ้ยท่ีสุด 

ความพงึพอใจต่อลักษณะผลิตภัณฑ์  
1. สีของผลิตภณัฑ ์      
2  .กล่ินของผลิตภณัฑ์       
3  .ความหนืดของผลิตภณัฑ์       
4 .ความมนัวาวของเน้ือผลิตภณัฑ ์      
ความพงึพอใจหลังทาผลิตภัณฑ์ 
1. ความเหนอะหนะของผิวหลงัทาผลิตภณัฑ์      
2  .ความรวดเร็วในการซึมซาบหลงัทาผลิตภณัฑ์       
3  .ความเนียนนุ่มของผวิหลงัทาผลิตภณัฑ์       
4  .ป้ืนขาวบนผวิหลงัทาผลิตภณัฑ์       
 

ผลติภณัฑ์หมายเลข 3 

ความพงึพอใจ 

5 4 3 2 1 
มากที่สุด มาก ปานกลาง นอ้ย นอ้ยท่ีสุด 

ความพงึพอใจต่อลักษณะผลิตภัณฑ์  
1. สีของผลิตภณัฑ ์      
2  .กล่ินของผลิตภณัฑ์       
3  .ความหนืดของผลิตภณัฑ์       
4  .ความมนัวาวของเน้ือผลิตภณัฑ์       
ความพงึพอใจหลังทาผลิตภัณฑ์ 
1. ความเหนอะหนะของผิวหลงัทาผลิตภณัฑ์      
2  .ความรวดเร็วในการซึมซาบหลงัทาผลิตภณัฑ์       
3  .ความเนียนนุ่มของผวิหลงัทาผลิตภณัฑ์       
4  .ป้ืนขาวบนผวิหลงัทาผลิตภณัฑ์       



Table E1  General information summaries of human volunteers who have assessed for in vivo anti-aging activities and 

satisfaction evaluations 

Sex 
Numbers of 

volunteers 

Age ranges 

(years old) 

Average mass 

(kg) 

Average height  

(m) 

Average body mass 

index (BMI) 

(kg/m
2
) 

Male 10 27 - 49 69.97±8.30 1.69±0.08 24.53±6.42 

Female 10 24 - 57 54.67±15.17 1.57±0.07 22.31±3.80 

Total 20 24 - 57 63.09±13.94 1.64±0.10 23.53±5.12 

Note: BMI = [mass (kg)] / [height (m)] 2 

 

Table E2  Numbers out of 20 volunteers in the satisfaction evaluation of the physical appearance and organoleptic 

evaluation on the cream formulations containing the ethyl acetate semi-purified extract at 0.1, 0.3 and 0.5% (w/w) 

 
Numbers of volunteer 

Scale of satisfaction Very poor Poor Fair Good Excellent 

Concentrations of cream 0.1% 0.3% 0.5% 0.1% 0.3% 0.5% 0.1% 0.3% 0.5% 0.1% 0.3% 0.5% 0.1% 0.3% 0.5% 

Physical appearance        

Color 0 0 0 0 0 5 6 9 10 9 8 2 5 3 3 

Odor 0 0 0 1 3 6 12 9 10 2 5 2 5 3 2 

Consistency 0 0 1 2 3 1 11 10 14 6 5 3 1 2 1 

Glossiness 0 0 0 4 2 1 8 9 12 4 7 5 4 2 2 

Organoleptic evaluation      

Sticky 0 0 0 3 2 3 11 9 13 5 6 3 1 3 1 

Absorption 1 0 0 0 3 2 12 9 12 3 6 4 4 2 2 

Smoothness 0 0 0 1 0 0 9 8 12 6 7 3 4 5 5 

creamy residue 0 0 0 0 2 1 12 10 14 4 5 2 4 3 3 

2
2
9
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