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摘 要  选择13C-葡萄糖作为稻田土壤典型易利用态外源有机碳，通过室内培养试验，研究不同C/N/P/S计量比条件下，葡萄糖分解矿化的动态规律及其激发效应。结果表明，稻田土壤中葡萄糖-碳（C）快速矿化，60 d培养实验后，有65.5%～74.6%的葡萄糖-C矿化。养分元素的添加使土壤中葡萄糖-C快速转化碳库的比例逐渐由58%增加至65%，从而使葡萄糖-C矿化率提高了3.9%～12.5%，养分元素的添加量与葡萄糖-C快速转化碳库的比例和矿化率均表现出显著的正相关关系（R2 = 0.63，p< 0.05；R2 = 0.83，p < 0.05）。葡萄糖-C矿化过程中，导致稻田土壤碳的累积负激发效应为-370～-570 mg kg-1，养分元素添加比例越大，其负激发效应越强，二者呈显著的负相关性（R2 = 0.66，p < 0.05）。研究表明，稻田土壤中易利用态碳的矿化受C/N/P/S元素计量比的影响，高比例养分元素的添加，促进土壤中易利用态碳的矿化，抑制土壤原有有机质的分解，增强负激发效应。本研究可为深入了解稻田生态系统碳循环、实现农田土壤肥力提升和温室气体减排提供理论依据。
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稻田土壤有机质矿化过程是稻田土壤碳（C）循环最基本的过程之一，土壤中易利用态有机碳库通过调节土壤能源物质供应和微生物活性影响土壤碳库的有效性，与土壤生态系统中有机碳的迁移、固持和温室气体的释放具有密切的联系，成为土壤有机碳周转的动力和土壤质量演变的关键指标[1-3]。微生物分解有机质导致了有机碳的转化与呼吸利用，这同样发生于稻田土壤有机质的矿化等养分循环过程中[4-5]。生态系统的养分状态强烈影响微生物营养物质的浓度和计量比。生态系统碳循环和碳固定效率取决于关键养分元素输入量和需求之间的平衡，以及养分的有效性[6-8]。稻田生态系统碳循环的稳定性不仅会受到相关生物体对元素需求的强烈影响，也会受到周围环境化学元素平衡状况的影响[9]，在相对稳定的条件下，稻田生态系统碳循环的微生物过程是由质量守恒原理和其他关键养分元素（如氮（N）、磷（P）、硫（S）等）的计量比控制的[7, 10-11]。在外源输入大量有机碳条件下，稻田土壤微生物通过增加养分元素水解酶的生产力，获取满足它们生长需要的C、N和P等元素，达到适宜的生态化学元素计量比，从而调控土壤有机质的分解与转化[12]。所以，生物体对关键养分元素（如N、P）需求的改变将明显影响生态系统碳循环的过程[7, 13]。
人类活动对C、N、P生物地球化学循环的影响逐渐加剧，而碳素的生物地球化学循环也取决于其和N、P等养分元素间的平衡关系，基于生态化学计量学原理，土壤碳固定取决于N和P对微生物的影响[14-16]。由于土壤 C/N/P比是反映土壤内部C、N、P循环的主要指标，综合了生态系统功能的变异性，容易测量，而且有助于确定生态过程对全球变化的响应，因而成为确定土壤C、N、P平衡特征的一个重要参数，而且凋落物和土壤C/N/P比值也可成为C、N、P矿化作用和固持作用的指标[17-18]。因此，根据生态化学计量学原理，调节稻田土壤中养分元素与碳素的计量比，对于调控稻田土壤碳固持、减少温室气体排放具有重要的理论意义和应用价值。
土壤碳尤其是易利用态碳在土壤碳库的周转过程中起着关键的作用，葡萄糖作为土壤中植物根际沉积碳以及外源输入的低分子量有机碳的典型代表，研究其在不同养分元素计量比条件下的周转，对探究外源碳在土壤碳库中的转化动态及与N、P、S养分元素的耦合关系，以及揭示稻田外源碳在不同C/N/P计量比条件下矿化的元素计量学调控机制，均具有重要的科学意义。本研究选择13C-葡萄糖作为稻田土壤典型易利用态外源有机碳，研究在不同C/N/P/S计量比营养元素添加条件下，葡萄糖分解矿化的动态规律，通过定量13C-CO2的生成动态，以及对土壤原有有机质的激发效应，探究土壤碳转化的元素计量学调控机制。
1 材料与方法
1.1 供试土壤
为了考察不同氮磷养分元素添加水平下，土壤碳周转的计量学特征，本研究选择位于中国科学院桃源农业生态试验站（111°26′26.8″E~ 26′28.7″E，28°55′47.8″N~ 55′48.3″N）长期种植水稻的低磷土壤，定位试验始于2000年。所采土壤属于母质为第四纪红黏土的水稻土（简育水耕人为土）、熟化程度基本相近的典型水稻土耕作层（0～20 cm）土壤，土壤13C自然丰度为-29.11‰。该地区属典型亚热带湿润气候，海拔92.2~125.3 m，年均气温16. 5℃，年均降水量1 400 mm。土壤均用直径为5 cm 的不锈钢土钻采集。运回实验室后的土壤样品取 1 kg 室内风干，分别过0.25 mm 和 0.149 mm 筛，用于测定土壤基本理化性质。剩余土样风干后过2 mm筛，备用。供试土壤基本理化性质见表 1。
表 1 供试土壤基本理化性质
Table 1 Properties of the soil used in the experiment
	土壤类型
Soil type
	黏粒
Clay
(%)
	粉粒
Silt
(%)
	砂粒
Sand
(%)
	pH
	阳离子交换量CEC
(cmol kg-1)
	土壤有机碳
SOC
(g kg-1)
	全氮
Total N
(g kg-1)
	碱解氮
Alkaline N
(mg kg-1)
	全磷
Total P
(g kg-1)
	有效磷
Olsen P
(mg kg-1)

	简育水耕人为土
Hapli stagnic Anthrosols
	14.3
	71.5
	14.2
	5.04
	11.05
	13.69
	1.51
	57.4
	0.52
	2.77



1.2 土壤培养实验
实验开始前，将过2 mm筛的土壤置于50 L 塑料桶中，淹水2~3 cm， 25℃恒温预培养14 d。称取预培养后混匀的土壤10 g（干土计）于500 ml厌氧瓶中，加入一定量的去离子水，使水面保持2~3 cm，每瓶添加葡萄糖为17.4 mg，葡萄糖-C的添加量相当于5% 土壤有机碳（SOC），13C-葡萄糖的丰度（atom% 13C）为5%（Cambridge isotope laboratories，Tewksbury，MA，美国）。养分元素的添加按照表2中所列的添加量，依次在处理2~6中分别以NH4NO3、KH2PO4和Ca2SO4的形式加入N、P、S养分元素，其中葡萄糖、NH4NO3、KH2PO4和Ca2SO4均以水溶液的形式加入。最后，用玻璃棒将土水混合均匀，并用去离子水冲洗玻璃棒和瓶壁，加盖培养。
以土壤中不加葡萄糖和养分元素作为对照（CK），并设置在土壤中加入12C-葡萄糖处理，作为自然丰度对照，用以计算生成的气体中13C含量。每处理设置4个重复。培养实验在25℃恒温培养室中进行。
表2不同养分元素添加水平下，氮磷硫元素添加量与碳/养分元素的计量比
Table 2 Relationship of N, P, and S addition rate with and stoichiometric ratio of C/nutrients
	养分添加水平
	碳利用率
	碳氮比
	碳磷比
	碳硫比
	氮添加量
	磷添加量
	硫添加量
	硝酸铵
	磷酸二氢钾
	硫酸钙

	Nutrient addition
	Predicted CUE
	C:N
	C:P
	C:S
	N
 (mg)
	P
 (mg)
	S
 (mg)
	NH4NO3 
(mg)
	KH2PO4
(mg)
	Ca2SO4
(mg)

	1
	
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	2
	
	85.7 
	600.0 
	750.0 
	0.1
	1.17 
	0.17 
	0.13 
	3.33 
	0.73 
	0.73 

	3
	
	42.9 
	300.0 
	375.0 
	0.2
	2.33 
	0.33 
	0.27 
	6.67 
	1.46 
	1.47 

	4
	
	28.6 
	200.0 
	250.0 
	0.3
	3.50 
	0.50 
	0.40 
	10.00 
	2.19 
	2.20 

	5
	
	21.4 
	150.0 
	187.5 
	0.4
	4.67 
	0.67 
	0.53 
	13.33 
	2.92 
	2.93 

	6
	
	14.3 
	100.0 
	125.0 
	0.6
	7.00 
	1.00 
	0.80 
	20.00 
	4.39 
	4.40 



1.3 测定方法
土壤pH 测定以水为浸提剂，水土比为2.5: 1；土壤黏粒含量采用比重计法测定；阳离子交换量采用乙酸铵交换法测定；土壤有机碳和全氮采用碳氮元素分析仪（VARIO MAX C /N, 德国）测定（干烧法）；土壤全磷用微波消煮法测定；碱解氮采用碱解扩散法测定；有效磷采用碳酸氢钠提取―钼锑钪比色法测定；速效钾采用乙酸铵提取―火焰分光光度计测定。
[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]根据预实验结果，实验前20 d气体产生速率较快，随后逐渐减慢，因此设置采气时间为，实验前10 d为每天采气一次，10~20 d为每2天采气一次，最后分别在第25天、30天和60天用注射器采集30 ml厌氧瓶的顶空中的气体，分别注入2个10 ml真空瓶中，分别测定CO2气体浓度以及CO2中13C丰度。每次采气结束后，向厌氧瓶中鼓空气10 min，然后加盖继续培养。CO2气体浓度用气相色谱（Shimadzu, Kyoto, 日本）测定。土壤、葡萄糖和CO2的13C丰度用MAT253同位素质谱仪（Thermo Fisher Scientific, Waltham, 美国）测定。 
1.4 数据处理
CO2气体的13C含量计算方法如下[5, 6]：
13C- CO2 = [(Atom 13C%)L − (Atom 13C%)UL] × CCO2 / 100             （1）
式中，(Atom 13C%)L 和 (Atom 13C%)UL分别指土壤中加入标记和未标记葡萄糖产生CO2气体的丰度；CCO2为CO2气体的浓度，mg kg-1。
葡萄糖-C的累积矿化量是各取样点CO2生成量的总和，葡萄糖-C的矿化率用13C-CO2的量与加入土壤中葡萄糖-13C总量的比值表示。
激发效应（PE）计算公式为[6, 19]：
PE = CO2, SOC - CO2, CK                                （2）
式中， CO2, SOC表示添加葡萄糖处理中来源于土壤有机质（SOC）的CO2的量，mg kg-1；CO2, CK表示对照处理中（CK）CO2的量，mg kg-1。
所有测定结果均为4次重复的平均值，所得数据采用 Origin 8.5和SPSS 16. 0软件进行处理与统计分析。不同处理差异显著性用One-way ANOVA（单因素方差分析）检验，多重比较采用 Duncan 法。
2 结 果
2.1 不同元素计量比条件下土壤外源碳的矿化
土壤碳在模拟田间环境的培养过程中，分解矿化生成一定量的CO2，而养分元素的添加促进了CO2生成。相比不添加葡萄糖土壤（CK）矿化生成的CO2量（3 387 mg kg-1），添加葡萄糖和养分元素后CO2生成量提高1.5倍~1.6倍，而且N、P等养分元素添加比例越高，生成的CO2量越多（图1A）。同时，土壤中添加的葡萄糖快速矿化生成13CO2，60 d培养实验结束时，有138.6 mg kg-1的13CO2生成，而在处理2~6中，随着养分元素添加比例的依次增加，葡萄糖矿化生成13CO2的量提高了1.7%～8.3%（图1B）。



注：1-6代表养分添加水平，见表2。下同 Note: 1-6 represents six levels of nutrient addition (Table 2). The same below 
图1 不同元素计量比条件下葡萄糖矿化产生CO2 (A)和13CO2 (B)规律
Fig. 1 Cumulative CO2 (A) and 13CO2 (B) production from mineralization of glucose relative to stoichiometric ratio of nutrient elements
土壤中添加的葡萄糖快速分解，60 d培养实验结束时，有65.5%～74.6%的葡萄糖-C矿化，养分元素的加入提高了葡萄糖的矿化速率。相比处理1（不加NPS等养分元素），养分元素的加入使葡萄糖-C的矿化率提高了3.9%～12.5%（图2A）。同时，不同C/N/P/S计量比条件下，即随着C与养分元素的比值降低，葡萄糖-C矿化率逐渐增加，60 d培养实验后，葡萄糖-C的累积矿化率与养分元素添加量之间表现出显著的正相关关系（R2=0.83，p<0.05）（图2B）。



图2不同元素计量比条件下的葡萄糖-C矿化率(A)和葡萄糖60天累积矿化率与元素计量比之间的关系(B)
Fig. 2 Cumulative glucose mineralization rate at the end of 60 days incubation (A) and relationships of stoichiometric ratio of nutrient elements with cumulative glucose-C mineralization rate (B) 

2.2 不同元素计量比条件下土壤中葡萄糖碳库的分配 
养分元素的添加不仅改变葡萄糖的矿化率，而且还通过增加葡萄糖-C向微生物快速转化碳库的分配比例，加快葡萄糖的转化，从而改变葡萄糖的分解动态。利用一级动力学双指数模型拟合葡萄糖-C矿化率的动态变化[7]，由图3可知，随着养分元素添加量的增加，C与养分元素的比例降低，土壤中葡萄糖-C能够被微生物快速代谢的部分（称为葡萄糖-C快库，a1）分配的比例逐渐由58%增加至65%；与之相应的，葡萄糖-C被暂时固定于微生物体内以及被土壤矿物或团聚体稳定的部分，该部分葡萄糖-C的周转速率较慢，称为葡萄糖-C慢库（a2）[7]，这部分的比例则由42%逐渐降低至35%，土壤中葡萄糖-C快库、慢库的比例与养分元素添加梯度之间均表现出显著的线性关系（R2 = 0.63，p < 0.05和R2 = 0.61，p < 0.05）。


图3 不同元素计量比条件下土壤中葡萄糖-C快库（a1）与慢库（a2）的比例及其与元素计量比之间的关系
Fig. 3 Relationships of stoichiometric ratio of nutrient elements with the ratio of readily available C (a1) and slowly available C (a2) in 13C glucose

2.3 不同元素计量比条件下的激发效应
土壤中葡萄糖分解过程中，其累积激发效应总体上表现为负激发效应，且随时间负激发效应越来越强，累积负激发效应为-370～-570 mg kg-1（图4A）。在不加养分元素条件下（处理1），葡萄糖矿化的初始阶段（前10天）表现出正激发效应，此后表现为负激发效应，相对养分元素添加条件下，其正激发的时间持续更久；添加养分元素后（处理2～6），葡萄糖-C矿化过程中均表现出负激发效应，而且养分元素的添加比例越大，其负激发效应越强。在60 d的葡萄糖培养实验结束时，累积激发效应与养分元素计量比之间呈现显著的负相关关系（R2 = 0.66，p < 0.05）（图4B）。


		
图4 不同元素计量比条件下的累积激发效应（A）及60天时累积激发效应与元素计量比的关系（B）
Fig. 4 Cumulative priming effect of initial 60 days (A) and relationships of stoichiometric ratio of nutrient elements with cumulative priming effect (B)
3 讨 论
3.1 元素计量比对土壤外源碳矿化的影响
C、N、P等元素对生物个体、生态系统结构与功能均具有重要作用，而且C、N、P等元素的循环过程相互耦合[18,21]，土壤C的生物地球化学循环取决于其和N、P等养分元素间的平衡关系。基于生态化学计量学原理，土壤C周转取决于N和P对微生物的影响[17, 21]。土壤中的N、P是生态系统中最常见的限制性元素，是土壤有机碳矿化的主要限制因素[22-23]。美国明尼苏达州沼泽湿地的研究结果显示，施用N、P 肥料增加了土壤碳矿化[24]。Fisk等[25]通过培养实验表明，随着外源 P 输入量的增加，土壤有机碳的矿化速率和累积矿化量均增大。本研究也发现，在不同C/N/P/S计量比条件下，随着N、P、S添加量的增加，稻田土壤碳的矿化量逐渐增加，葡萄糖-C矿化率逐渐增加，且葡萄糖-C的累积矿化率与养分元素添加量之间表现出显著的相关性。表明在土壤碳含量一定的条件下，随着养分元素供应量的增加，微生物为了满足自身生长对碳源和能源的需求而不断提高对碳的利用转化[17, 21]；同时葡萄糖-C的累积矿化率与土壤中添加的元素计量比呈现出显著的相关性（R2 = 0.83，p < 0.05），表明养分元素的添加促进了微生物对碳源的利用，元素计量比调控葡萄糖的矿化。
土壤活性有机碳库通过调节土壤能源物质和微生物活性影响着土壤碳库的有效性，与土壤生态系统中有机碳的迁移、固持以及CO2、CH4的释放有密切联系，成为土壤有机碳分解矿化的动力和土壤质量演变的关键指标[26]。基于葡萄糖-C矿化率的一级双指数模型，得到土壤中葡萄糖-C主要是以微生物易利用态的快速转化碳库（a1）形式存在，其比例为60%左右；养分元素的添加改变了葡萄糖-C碳库的分配比例，随着N、P等养分元素的增加，葡萄糖-C向快速转化碳库分配的比例逐渐增加，慢速转化碳库的比例逐渐降低，且两种碳库的分配比例均与养分元素添加量表现出显著的线性关系（R2 = 0.63，p < 0.05和R2 = 0.61，p < 0.05），这表明，葡萄糖-C作为易利用态碳源在土壤碳周转过程中主要以快库形式存在。此外，在不同养分条件下土壤微生物群落结构可能不同[6, 8]，受元素计量比调控，在低养分元素添加条件下，微生物利用C的能力较弱，使得外源的葡萄糖-C转化速率降低，慢速转化的比例增加，反之，高养分元素添加条件下，微生物对碳的需求增加，会优先利用葡萄糖，满足微生物生长需要的元素计量比，使得葡萄糖-C快速转化部分的比例增加。
3.2 葡萄糖激发效应的计量学调控机制
土壤中新输入的有机碳能促进或阻碍土壤有机碳的矿化，引起正的或负的激发效应[20]。有机质的矿化分解主要在土壤微生物的作用下进行，当新鲜有机质添加到土壤中，土壤微生物种群结构立即发生变化，根据土壤微生物对不同有机物质的分解能力可将它们分为受C源限制和受N源限制的两大类微生物[6-7]。由于本研究中用的外源C是葡萄糖，所以在培养实验的初始阶段N、P等养分元素是微生物的主要限制元素。当只加入葡萄糖而不添加养分元素时（处理1），在大量葡萄糖-C的刺激下，微生物需要有足够的N、P、S等养分元素满足其生长对养分元素的计量比需求；而且，本实验用的土壤是采自长期定位试验田的低P水稻土（有效磷含量为2.7 mg kg-1（表1）），处于养分元素受限条件，因此，在培养实验初期（0～10 d），微生物需要通过分解土壤有机质获取N、P等养分元素，所以产生正激发效应；而在后期（10～60 d），随着外源碳的消耗、土壤中溶出的N、P等养分元素可以满足微生物需求，微生物不再处于养分受限环境，减弱对土壤原有有机质的分解，因而产生负激发效应。
在土壤中添加葡萄糖，并同时按照元素计量比添加养分元素时（处理2~6），在培养实验最初的1~2 d内，表现为正激发效应，这可能是因为在培养试验的初始阶段，外源养分元素的输入，刺激了处于养分元素受限条件下的土壤微生物，使其在利用外源葡萄糖-C的同时也加快了对土壤原有有机质的分解[6]；在短暂的正激发后，各养分元素添加水平下，均表现出了负激发效应，这可能是因为土壤中原有的或是外源添加的N、P、S养分元素能够满足微生物对养分元素的需求，而且葡萄糖-C也满足微生物需要的C量，使得微生物减弱对土壤原有有机质的分解，产生了负激发效应，保护了土壤原有有机碳[27]。
不同C/N/P/S计量比条件下，60 d时的累积激发效应与元素计量比呈现显著的线性关系（R2 = 0.66，p < 0.05），表明一定量的N、P、S养分元素供应使微生物对养分元素的需求减弱，降低土壤原有有机质的分解。葡萄糖-C的添加促使土壤微生物优先利用该易利用态C源以维持生长，养分元素越多负激发越强，可能因为较多的养分元素更易于满足微生物生长的需求，从而减弱对土壤中原有养分元素的依赖，降低土壤原有有机质的分解，进而增加土壤有机质的积累[13]。
4 结 论
稻田土壤中外源碳的矿化受养分元素的影响，高比例的N、P、S养分元素的添加，使土壤有机碳向易利用态碳库分配，进而促进土壤外源有机碳的矿化，增加土壤碳的负激发效应。在6个C/N/P/S元素计量比条件下，土壤碳的转化与养分元素添加水平表现出显著的线性关系，说明稻田土壤有机碳的转化受元素计量比调控。然而，本研究只选择了葡萄糖作为典型碳源，探讨了在6个养分元素梯度下矿化的计量学调控特征，而对于外源碳在土壤中的转化及其生态酶学与分子生物学机制方面的研究还需加强，从而能够在广度和深度上更好地阐释生态计量学的调控机制。
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Effect of Stoichiometric Ratio of Soil Nutrients on Mineralization and Priming Effect of Glucose in Paddy Soil
TANG Zhenzhu1,2   ZHU Zhenke2†  SHEN Bingjie2,3  HU Yajun2  WANG Juan2  PANG Jing1†  TONG Chengli2  GE Tida2  WU Jinshui2
(1 School of Resources and Environmental Science, Hubei University, Wuhan 430062, China)
(2 Key Laboratory of Agro Ecological Processes in Subtropical Region, Institute of Subtropical Agriculture, Chinese Academy of Sciences, Changsha 410125, China)
(3 College of Environmental Science and Technology, Central South University of Forestry and Technology, Changsha 410004, China)
Abstract 【Objective】The turnover of liable organic carbon (C) sources in soil is a key component of the cycle of soil carbon. Liable C sources (i.e. glucose), derived from C deposition in rhizosphere and other extraneous C inputs, are important sources of the C pool in the soil. Therefore, studying the turnover of liable C sources as affected by stoichiometric ratio of soil nutrients may help reveal mechanisms of the eco-stoichiometric regulation of the turnover of extraneous C in paddy soil. 【Method】In this study, an in-lab incubation experiment was conducted using 13C-glucose as extraneous organic C typical in paddy soil to explore quantitatively dynamics of decompositing mineralization and priming effect of glucose as affected by C/N/P/S stoichiometric ratio. 【Result】Results show that glucose was rapidly mineralized in the paddy soil so that 65.5% to 74.6% of the added glucose-C was mineralized after 60 d of incubation. The addition of nutrient elements not only increased glucose mineralization rate, but also raised the proportion of glucose-C available to soil microbes from 58% to 65%, thus accelerating glucose turnover rate in the soil. The amount of nutrient elements added was found significantly and positively related to both proportion of the microbe-available C pool in and mineralization rate (R2 = 0.63, p <0.05; R2 = 0.83, p < 0.05) of glucose C, which suggests that the addition of nutrient elements promoted the microbial utilization of extraneous C in the soil, and stoichiometric ratio of the nutrient elements regulated the dynamic of glucose mineralization. With the addition of glucose-C, the decomposition of the soil native organic matter was inhibited, and the cumulative negative priming effect was -370 to -570 mg kg-1. The higher the amount of nutrient elements added, the stronger the negative priming effect observed, and the two were obviously in negative correlation (R2 = 0.66, p < 0.05), indicating that the soil microbes preferentially utilize the added glucose-C to sustain their growth. The supply of N, P and S reduced the dependence of microbes on nutrient elements in the soil native organic matter, and thereby slow down the decomposition of soil organic matter. 【Conclusion】Mineralization of liable C in paddy soil is affected by C/N/P/S stoichiometric ratio. The addition of a high ratio of nutrient elements promotes mineralization of liable C in paddy soil, inhibits decomposition of native soil organic matter, and intensify negative priming effect. All the findings in this study demonstrate that application of liable C and fertilizers to paddy soils could effectively inhibit decomposition of soil native organic matter, and stimulate accumulation of soil organic matter, thus building up soil fertility.
Key words   Paddy soil; Organic carbon mineralization; Priming effect; Nutrient stoichiometry
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