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TÓM TẮT 

Poly gamma glutamic acid (PGA) là một polymer có khả năng phân hủy sinh 

học, hòa tan trong nước và không gây độc, đơn phân gồm D và L – glutamic. 

PGA được tổng hợp chủ yếu từ Bacillus, được ứng dụng trong nhiều lĩnh vực 

như thực phẩm, y học, chất dẻo, đặc biệt là nông nghiệp. Nghiên cứu này 

nhằm mục đích phân lập, tuyển chọn chủng vi khuẩn có khả năng sinh tổng 

hợp Poly gamma glutamic acid. Từ 30 mẫu đất canh tác rau màu thu thập tại 

tỉnh Thái Bình, sau khi gia nhiệt (80oC, thời gian 40 phút), đã phân lập được 14 

chủng vi khuẩn trong đó 9 chủng được xác định sơ bộ thuộc chi Bacillus theo 

khoá phân loại của Bergey (1957) và kí hiệu từ TB1 đến TB9. Kết quả nghiên 

cứu cho thấy 9 chủng này đều có khả năng sinh PGA bằng phương pháp đo 

quang phổ hấp thu. Trong đó sàng lọc được chủng TB2 có khả năng tổng hợp 

PGA cao nhất đạt 17,43 (mg/ml). Chủng TB2 được định danh bằng trình tự 

gen 16S RNA có sự tương đồng 97,73% với chủng Bacillus velezensis 

AY603658, 97,30% với chủng Bacillus siamensis AJVF01000043 và 97,15% với 

Bacillus subtilis ABQL01000001.  

 

ABSTRACT 

Polygamma glutamic acid (PGA) is a biodegradable, water-soluble, and non-

toxic polymer composed of D- and L-glutamic acid monomers. PGA is primarily 

synthesized by Bacillus species and finds applications in various sectors such 

as food, medicine, plastics, and notably agriculture. This study aims to isolate 

and screen bacterial strains capable of synthesizing Poly gamma glutamic 

acid. From 30 vegetable cultivation soil samples collected in Thai Binh 

province, following heat treatment (80°C for 40 minutes), 14 distinct bacterial 
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strains were isolated. Among these, 9 strains were preliminarily identified as 

belonging to the genus Bacillus based on Bergey's Manual of Systematic 

Bacteriology (1957) and were designated as TB1 through TB9. The research 

findings indicated that all 9 strains could synthesize PGA, as measured by 

spectrophotometric absorbance. Among these, strain TB2 exhibited the 

highest PGA production, reaching 17.43 mg/ml. Strain TB2 was further 

identified through 16S rRNA gene sequencing, showing 97.73% similarity to 

Bacillus velezensis AY603658, 97.30% similarity to Bacillus siamensis 

AJVF01000043, and 97.15% similarity to Bacillus subtilis ABQL01000001. 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 
PGA là một polymer sinh học có khả năng 

phân hủy sinh học, hòa tan trong nước, không 
độc hại, đơn phân là D và L glutamic được trùng 
hợp bởi các liên kết nhóm α-amino với nhóm 
γ–carboxyl, [1-3]. PGA được tổng hợp bởi một 
số trực khuẩn Bacillus sp. [4]. Các trực khuẩn 
này được phân lập từ nhiều nguồn như: thực 
phẩm lên men, đất và nước [3]. 

 Poly gamma glutamic acid được ứng dụng 
phổ biến trong nhiều lĩnh vực như: công nghệ 
thực phẩm, mỹ phẩm, dược phẩm, xử lý môi 
trường nước và nông nghiệp. Nghiên cứu năm 
2011 của NalingBai và cộng sự cho thấy PGA có 
thể tăng cường hiệu quả sử dụng phân bón, 
tăng sự đa dạng của lợi khuẩn trong đất dẫn 

đến thúc đẩy tăng trưởng, cải thiện năng suất 
bắp cải [5]. Nghiên cứu năm 2019 của Liang và 
cộng sự cho thấy khi bổ sung PGA lượng 80 
kg/ha đã cải thiện khả năng giữ nước trong đất, 
thúc đẩy tăng trưởng dẫn đến năng suất bông 
tăng [6]. Kết quả này là do PGA tác động lên hệ 
thống chống chịu hạn bằng cách thúc đẩy tích 
lũy ABA. Nghiên cứu của Doran và Zeiss cho 
thấy PGA có khả năng cân bằng hiệu quả độ 
chua và độ kiềm của đất do sử dụng phân bón 
hóa học [7].  

Đây là nghiên cứu đầu tiên ở Việt Nam tập 
trung phân lập các chủng Bacillus spp từ đất 
canh tác rau màu có khả năng tổng hợp PGA để 
hướng tới mục đích ứng dụng trong lĩnh vực 
trồng trọt. 
2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Vật liệu  
2.1.1. Nguồn phân lập 

 30 mẫu đất vùng rễ trồng rau màu ở các xã 
An Mỹ - Quỳnh Phụ; Thụy Trường – Thái Thụy; 
Quỳnh Giao – Quỳnh Phụ, tỉnh Thái Bình. Mỗi 

xã lấy mẫu tại 5 điểm, mỗi điểm lấy 2 mẫu, thời 
gian lấy mẫu tháng 2 năm 2022. Phương pháp 
lấy mẫu theo TCVN 7538 - 2:2005. 
2.1.2. Hóa chất 

+ Môi trường E - môi trường tổng hợp PGA 
[8, 9]: L-glutamic 20 (g/l); citric 12 (g/l); glycerol 
20 (g/l); NH4Cl 7 (g/l); MgSO4.7H2O 0,5 (g/l); 
FeCl3.6H2O 0,04 (g/l); K2HPO4 0,5 (g/l); CaCl2. 
2H2O 0,15 (g/l); MnSO4. H2O 0,04 (g/l).  

+ Môi trường LB - phân lập vi khuẩn: 
Peptone (10 g/l); cao nấm men 5 g/l; NaCl 10 
g/l. 
2.2. Phương pháp nghiên cứu 
2.2.1. Phân lập vi khuẩn 

Lấy 10 g/mẫu đất được nghiền mịn, bổ sung 
90 ml nước cất vô trùng sau đó gia nhiệt ở 80oC 

trong 30 phút nhằm loại bỏ tế bào sinh dưỡng 
và các chủng vi sinh vật không sinh bào tử. Sau 
khi gia nhiệt, mẫu được pha loãng đến 10-6 

bằng nước cất vô trùng, lấy 100 l mỗi mẫu cấy 
trên môi trường thạch LB tiến hành nuôi cấy 
trong điều kiện hiếu khí, nhiệt độ 35oC trong 
thời gian từ 24-48 giờ. Chọn lọc các khuẩn lạc 
đơn được thuần khiết trên môi trường LB rắn. 
Các chủng vi khuẩn thuần khiết được lưu trữ 
trong dung dịch glycerol 30% ở -20oC và duy trì 
trong các ống thạch nghiêng chứa môi trường 

LB bằng cách cấy chuyền 4 tuần/lần [10, 11]. 
2.2.2. Tuyển chọn chủng có khả năng sinh tổng 
hợp PGA 

Các chủng vi khuẩn được tăng sinh trên môi 
trường LB (35oC, pH=7, tốc độ lắc 150 
vòng/phút (v/p), thời gian nuôi 24 giờ). Sau đó 
cấp 2% giống sang môi trường E để tổng hợp 
PGA, điều kiên nuôi cấy: nhiệt độ 35oC, pH=7, 
thời gian 120 giờ, nuôi tĩnh. Thu nhận PGA bằng 
cách dịch lên men được lắc 180 v/p, nhiệt độ 
40oC, 60 phút, sau đó ly tâm 8000 v/p trong 15 
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phút ở 4oC và thu dịch nổi. Bổ sung ethanol 

(96%) với tỷ lệ 1: 3 (dịch nổi: ethanol) ủ ở -20oC, 
thời gian 24 giờ, tiến hành ly tâm 10.000 v/p 
trong 15 phút tại 4oC thu cặn sau đó xác định 
hàm lượng PGA tại bước sóng 216 nm [11]. 
2.2.3. Định danh chủng Bacillus ssp bằng 
phương phương pháp sinh học phân tử 

Các chủng thu được sau khi sàng lọc được 
tiến hành định danh sơ bộ bằng phương pháp 
giải trình tự 16S rRNA: tách chiết bộ gen vi 
khuẩn bằng bộ kit của QIAgen, khuếch đại trình 
tự 16S rRNA bằng phản ứng PCR với cặp mồi có 
trình tự như sau: 8F (5’-
AGAGTTTGATCCCTCAG-3’) và 1492R (5’-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) [12]. Sản phẩm 
PCR được tinh chế và giải trình tự. Các trình tự 
nucleotide hoàn chỉnh được so sánh với ngân 

hàng dữ liệu gen của NCBI bằng cách sử dụng 
công cụ BLAST và phần mềm Mega 11. 
2.2.4. Đặc điểm sinh trưởng của chủng phân 
lập được 

Khả năng chịu pH: nuôi cấy các chủng Bacillus 
tuyển chọn được trong môi trường LB (điều 
chỉnh pH bằng HCl và NaOH) theo các giá trị pH: 
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10. Nuôi  lắc ở 150 v/p, nhiệt 

độ 37oC, đo OD600 nm để xác định khả năng 
phát triển của vi khuẩn trong 18 giờ [10, 11].      

Khả năng chịu mặn: cấy các chủng Bacillus 
tuyển chọn được trong môi trường LB bổ sung 
thêm NaCl với các nồng độ: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 
9, 10% (w/v). Nuôi  lắc ở 150 v/p, nhiệt độ 37oC, 

đo OD600 nm để xác định khả năng phát triển 

của vi khuẩn trong 18 giờ [10, 11]. 
Xác định đặc điểm sinh hóa của chủng tuyển 

chọn bao gồm nguồn đường, khả năng sinh các 
enzyme ngoại bào như: amylase, protease, 
cellulase, chitinase, amylase, phytase [13, 14]. 
2.2.5. Phân tích số liệu 

Kết quả thí nghiệm được phân tích phương 
sai một nhân tố (one-way ANOVA) trên phần 
mềm Minitab 16 và phần mềm Microsoft Excel. 
Sự khác biệt của giá trị trung bình giữa các công 
thức được đánh giá nhờ phép so sánh Tukey 
với mức tin cậy 95%. 
3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Phân lập các chủng Bacillus từ mẫu đất 

Từ 30 mẫu đất trồng rau màu tại Thái Bình, 
đã phân lập được 14 chủng vi khuẩn khác nhau 

trên môi trường LB sau 24-48 giờ nuôi cấy ở 
30oC trong điều kiện hiếu khí. Các chủng được 
làm thuần trên môi trường LB rắn sau đó tiến 
hành quan sát hình thái khuẩn lạc dưới kính 
hiển vi soi nổi, nhuộm gram và nhuộm quan sát 
nội bào tử dưới kính hiển vi quang học, thử 
hoạt tính catalase và oxidase. Sau khi đối chiếu 
với khoá phân loại vi khuẩn của Bergey (1957), 

9 trong số 14 chủng được kết luận sơ bộ thuộc 
chi Bacillus và được kí hiệu từ TB1 đến TB9 
(Bảng 1). Kết quả tương tự nghiên cứu năm 
2021 của Thapa P và cộng sự khi phân lập mẫu 
đất cho thấy chi Bacillus chiếm 66,6% trong 
tổng số loài thu được [12]. 

 

Bảng 1. Đặc điểm của các chủng Bacillus sp. phân lập được 

Chủng Hình dạng tế bào Vị trí nội bào tử Gram (+/-) Catalase (+/-) Oxidase (+/-) 

TB1 Que Giữa + + + 

TB2 Que Giữa + + + 

TB3 Que Giữa + + + 

TB4 Que Giữa + + + 

TB5 Que Giữa + + + 

TB6 Que Lệch tâm + + + 

TB7 Que Giữa + + + 

TB8 Que Lệch tâm + + + 

TB9 Que Giữa + + + 

Ghi chú: (-) Gram âm/không có khả năng; (+) Gram dương/có khả năng. 
 

Khuẩn lạc của đa số các chủng có bề mặt 
nhăn, một số có bờ rìa răng cưa, màu sắc khuẩn 
lạc trắng đục hoặc trắng sữa, kích thước từ rất 

nhỏ khoảng 2 mm đến 1 cm, có màng nhầy thể 
hiện các đặc điểm điển hình của chi Bacillus [10, 
12]. Tất cả 9 chủng phân lập là trực khuẩn hình 
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que vị trí bào tử nằm giữa hoặc lệch tâm tế bào, 

gram dương, catalase và oxidase dương tính. 
3.2. Chọn lọc các chủng có khả năng sinh tổng 
hợp PGA cao 

 Môi trường E được đưa ra bởi Leonard và 
cộng sự, từ đó đến nay rất nhiều các nghiên 
cứu đã sử dụng môi trường này làm môi trường 
cơ bản để sàng lọc và tổng hợp PGA [9]. Do môi 
trường E có hàm lượng chất khô và áp suất 
thẩm thấu rất lớn, những chủng vi sinh vật có 

khả năng tổng hợp PGA để duy trì áp suất thẩm 

thấu tế bào mới có khả năng sinh trưởng và 
phát triển [15]. Vì vậy, các chủng vi sinh vật 
phân lập được tăng sinh trên môi trường LB, 
sau 24 giờ pha loãng canh trường tới nồng độ 
10-4, hút 100 μl dịch pha loãng cấy chang trên 
môi trường E, tiến hành quan sát khả năng phát 
triển của từng chủng. Kết quả thu được thể 
hiện trong Bảng 2.  

 

Bảng 2. Khả năng phát triển của các chủng vi sinh vật trên môi trường đặc hiệu (E đặc) 

Chủng 
Thời gian (giờ) 

24 48 72 96 

TB1 + ++ ++ +++ 

TB2 + ++ ++ +++ 

TB3 - + ++ ++ 

TB4 + ++ + ++ 

TB5 - + ++ ++ 

TB6 + ++ ++ +++ 

TB7 + ++ ++ +++ 

TB8 - + + + 

TB9 - + ++ ++ 

Ghi chú: (−) không thấy sự phát triển, không có khuẩn lạc; (+) có phát triển, ít khuẩn lạc, không 

tạo màng nhầy; (++) phát triển, khuẩn lạc, tạo màng nhầy; (+++) phát triển mạnh, lớp màng nhầy 

nhiều. 
 

Kết quả cho thấy cả 9 chủng vi sinh vật đều 

phát triển trên môi trường E, tuy nhiên có sự 

khác biệt về đặc điểm nuôi cấy giữa các chủng. 

Chủng TB1, TB2, TB4, TB6, TB7 phát triển mạnh, 

trong khi đó các chủng TB3, TB5, TB8, TB9 và 

TB6 lại phát triển chậm trên môi trường này tại 

thời điểm 96 giờ nuôi cấy. Để khẳng định chủng 

có khả năng tổng hợp PGA cao, tiến hành xác 

định hàm lượng PGA trên môi trường đặc hiệu 

E và đo độ nhớt canh trường nuôi cấy. 

 
 

Hình 1. Hàm lượng PGA và độ nhớt canh trường nuôi cấy của 9 chủng phân lập được  
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Ở Hình 2 sau 96 giờ nuôi cấy trong điều điều 

kiện tĩnh, sinh khối chủng TB2 nổi trên bề mặt 

tạo lớp váng, khả năng sinh tổng hợp PGA cao 

thì lớp váng càng dày. PGA tổng hợp trong tế 

bào sau đó được tiết ra ngoại bào. Hàm lượng 

PGA trong canh trường nuôi cấy, kết quả Hình 

1 nhận thấy toàn bộ 9 chủng phân lập được đều 

có khả năng tổng hợp PGA. Trong đó, khả năng 

sinh tổng hợp PGA thấp nhất ở chủng TB3 hàm 

lượng PGA chỉ đạt 5,08 (mg/ml). Hai chủng TB1, 

TB2 có khả năng tổng hợp PGA cao nhất với giá 

trị lần lượt là 14,23 (mg/ml) và 17,43 (mg/ml). 

Nhận thấy khi hàm lượng PGA cao thì canh 

trường nuôi cấy có độ nhớt tăng lên đồng thời 

canh trường sẽ chuyển đổi từ màu vàng sáng 

tới màu nâu sậm (Hình 2), Bosworth LA và cộng 

sự [16], đã giải thích do nồng độ polymer cao 

thì số lượng các chuỗi polyme xuất hiện nhiều 

hơn, làm tăng số lượng chuỗi liên kết với các 

phân tử dung môi từ đó làm tăng độ nhớt của 

dung dịch. Kết qủa cho thấy tại canh trường 

nuôi cấy chủng TB2 khi hàm lượng PGA cao 

nhất thì độ nhớt canh trường cũng lớn nhất là 

7,12±0,105 (Ns/m2). Khả năng tổng hợp PGA 

giảm thì độ nhớt cũng giảm, giá trị thấp nhất ở 

canh trường nuôi cấy chủng TB3 đạt 

1,05±0,088 (Ns/m2). 

Khả năng tổng hợp PGA của chủng TB2 cao 

hơn so với công bố của Le Thanh NS và cộng sự 

[17] khi phân lập, sàng lọc từ mẫu đất được 

chủng Bacillus 20.2 có khả năng tổng hợp PGA 

cao nhất đạt 15,2 mg/ml. Khả năng tổng hợp 

PGA của chủng TB2 cũng tương tự công bố của 

của Punam Thapa và cộng sự [12]. Do vậy, 

chủng TB2 được tuyển chọn phục vụ cho các 

nghiên cứu tiếp theo.  

 

 
Hình 2. Khả năng tổng hợp PGA của 9 chủng Bacillus trên môi trường đặc hiệu E  

 

3.3. Định tên chủng Bacillus phân lập được  

Sau khi tách DNA tổng số chủng TB2, tiến 

hành phản ứng PCR với cặp mồi 8F và 1492R. 

Sản phẩm PCR sau đó được tinh sạch và tiến 

hành giải trình tự. Kết quả trình tự thu được có 

chiều dài 1349bp được so sánh với cơ sở dữ 

liệu Genbank. Công cụ BLAST cho thấy trình tự 

16S RNA của chủng TB2 có độ tương đồng cao 

nhất 97,73% với loài Bacillus velezensis 

AY603658; 97,30% với loài Bacillus siamensis 
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AJVF01000043 và 97,15% với Bacillus subtilis 

ABQL01000001. Cây phát sinh loài cũng được 

xây dựng bằng phần mềm Mega 11 (Hình 3). 

 
Hình 3. Vị trí phân loại của chủng TB2 dựa vào trình tự đoạn gen 16S rARN 

 

Kết hợp giữa kết quả nghiên cứu về hình thái 

(Hình 4), sinh hóa và phân tích trình tự gene 

16S-RNA, có thể khẳng định chủng TB2 phân 

lập được thuộc chi Bacillus có quan hệ gần với 

Bacillus velezensis, Bacillus subtilis được đặt 

tên là Bacillus sp.TB2, đây là các chủng an toàn 

(không gây bệnh, không gây hại cho môi 

trường, con người, động vật…) nên chủng phân 

lập được có  là chủng an toàn sinh học, từ đó 

thực hiện các nghiên cứu về tối ưu tổng hợp 

PGA và ứng dụng trong nông nghiệp. Để định 

tên, xác định loài chính xác cho chủng TB2 cần 

có nghiên cứu tiếp theo sử dụng trình tự mồi 

16S RNA đặc hiệu riêng cho 2 loài Bacillus 

velezensis, Bacillus subtilis để xác định chính 

xác độ tương đồng. 

 

 
Hình 4. Hình thái chủng TB2 

(a: Khuẩn lạc trên môi trường LB, b: Khuẩn lạc trên môi trường E, c: Nhuộm Gram) 

 

3.4. Xác định đặc tính sinh hóa chủng TB2 

Sau khi đã chọn được chủng TB2 có khả năng 

tổng hợp PGA cao nhất. Để có thể nghiên cứu 

thu nhận và ứng dụng PGA trong nông nghiệp. 

Chủng TB2 phải cần được xác định đặc tính sinh 

lý sinh hóa. Bên cạnh đó thông tin về đặc điểm 

nuôi cấy của chủng vi sinh vật sẽ góp phần hỗ 

trợ cho các nghiên cứu về thiết kế và tối ưu hóa 

điều kiện nuôi cấy, đồng thời bổ sung thêm vào 

cơ sở dữ liệu về nguồn gen vi sinh vật có khả 

năng sinh tổng hợp PGA, kết quả được thể hiện 

qua Bảng 3. 
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Bảng 3. Đặc tính sinh hóa của chủng TB2 

Phép thử 
Khả năng sử dụng 

(+/-) 
Phép thử 

Khả năng sử dụng  

(+/-) 

Glucose + 
Sinh trưởng ở nồng độ 

NaCl (1-9%) 
+ 

Fructose + Glycerol + 

Mannose + Xylitol - 

Protease + Cellulase + 

Chitinase + Amylase + 

Phytase + Catalase + 

Tinh bột + Citric acid + 

Sinh trưởng ở pH (3-9) +   

Ghi chú: (+) chủng có khả năng phát triển; (-) chủng không có khả năng phát triển. 
 

Kết quả Bảng 3 cho thấy chủng TB2 có khả 

năng sử dụng đa dạng nguồn cacbon bao gồm 

glucose, fructose, mannose. Chủng TB2 có khả 

năng sinh enzyme (protease, chitinase, 

amylase, cellulase, Phytase) điều này cho thấy 

có thể ứng dụng sản xuất sinh khối và PGA từ 

nhiều nguồn các bon khác nhau. Kết quả cũng 

tương tự nghiên cứu của Sapkota và cộng sự 

[18] đã báo cáo rằng Bacillus sp. có khả năng 

lên men các loại đường khác nhau như glucose, 

mannose, fructose. Chủng TB2 có khả năng sinh 

trưởng ở nồng độ muối rộng và chịu mặn tới 

9%, do PGA được chủng tổng hợp sẽ liên kết với 

ion Na+
 làm giảm lượng muối quanh vi khuẩn 

dẫn đến chủng sinh trưởng phát triển bình 

thường [2]. Không những giúp vi khuẩn chịu 

mặn, PGA còn giúp cây trồng thích nghi và phát 

triển tốt trong môi trường có độ mặn cao, do 

khi bổ sung PGA sẽ tăng cường tích lũy proline, 

K+ dẫn đến áp suất thẩm thấu tế bào rễ tăng để 

cân bằng với nồng độ muối của môi trường [2, 

15]. Chủng TB có khả năng sinh trưởng ở pH 

phổ rộng từ 3-9. Kết quả này cũng tương tự 

như công bố của Đỗ Quang Trung và cộng sự 

[3], khi xác định đặc tính sinh hóa các chủng 

Bacillus phân lập ở khu vực ven biển.  

4. KẾT LUẬN 

Từ 30 mẫu đất trồng rau tại tỉnh Thái Bình, 

đã phân lập được 14 chủng, trong đó có 9 

chủng là trực khuẩn hình que thuộc chi Bacillus 

được ký hiệu từ TB1-TB9 có khả năng tổng hợp 

PGA. Từ đó đã tuyển chọn được chủng TB2 có 

khả năng tổng hợp PGA cao nhất đạt 17,43 

(mg/ml). Sử dụng trình tự mồi 16S RNA định 

danh chủng tuyển chọn được, chủng TB2 có độ 

tương đồng 97,73% với chủng Bacillus 

velezensis AY603658. Chủng TB2 có khả năng 

đồng hóa các nguồn cacbon, bao gồm glucose, 

mannose, fructose, xylitol. Chủng TB2 có khả 

năng sinh một số enzyme ngoại bào như 

protease, chitinase, phytase, cellulase, 

amylase, catalase. Chủng TB2 phân lập được có 

thể là tác nhân đầy hứa hẹn để tối ưu sản xuất 

thương mại PGA ở quy mô công nghiệp hướng 

đến ứng dụng trong nông nghiệp. Nghiên cứu 

sâu hơn là bắt buộc để định lượng, tinh chế và 

mô tả đặc tính của PGA được tổng hợp. 
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