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腐殖酸三维荧光光谱特性研究 
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摘 要 ：腐殖质的荧光特性被广泛用来解析其 各种天然环境中的来源及分布。由于荧光光谱分析具有灵敏度高 ， 

选择性好，且不破坏样品结构的优点，非常适合用来研究腐殖质的结构和官能团等特征。利用三维荧光激发一发射 

光谱研究了 Fluka腐殖酸的荧光光谱特性 ，结果显示，离子强 度 (0～0．05 mo1／L KC|O )对 F1uka腐殖酸的三维荧光 

光谱特性影响非常小 ，而腐殖酸的浓度(5～100 mg／[ )和溶液 pH(2～I2)对其三维荧光光谱特性影响显著。当腐殖 

酸浓度增大时 ，荧光峰出现明显红移现象。荧光强度 一般随着 pH的升高而增大，当 pH大于 10后呈下降趋势，我们 

从垃圾渗滤液溶解有机质的实验结果中也得到相同结论；在浓度为50 mg／L和 100 mg／L的 F1uka腐殖酸中，荧光峰 

B(fulvic—like)的荧光强度却在 pH=5．0左右时达到最大值，与前人报道的土壤富里酸的行为一致，质子化常数 lg 

分别为3．57和 3．I3，与二羧基化合物接近，说明荧光峰B可能与Fluka腐殖酸结构中的羧基有关；荧光峰 A与荧光 

峰 B的荧光强度 比值 r{、一 在0 6I～2．59之间 ，并且在 pH：2～I I范围内，r{l、 与 pH具有较好的线性相关关系 ， 

表明荧光峰A和荧光峰 B随着pH值的改变有着相同的变化趋势。 
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中图分类号：P593；0657．39 文献标识码 ：A 

0 引 言 

腐殖质(humic substances：HS)作为自然界中最 

丰富的有机质，普遍存在于土壤 、水体 (如湖泊 、河 

流 、海洋和地下水等)以及沉积物中”。 。在水环境 

中，腐殖质是溶解有机质 (dissolved organic matter； 

DOM)的主要组分。由于腐殖质所带的配位基团能 

够强烈络合金属离子，对有毒重金属元素的浓度、化 

学形态和生物有效性、以及营养元素的循环过程起 

着极其重要的作用，并且腐殖质还能通过其官能团 

键合离子性或极性有机化合物、通过分子间的范德 

华力与疏水有机物结合 ，所以对腐殖质结构和官能 

团特征的研究显得非常重要 · 。这些研究有助于我 

们更好地了解它们与重金属离子 、放射性核素之间 

的配位作用、氧化还原作用、沉降作用等内在机理， 

以及对污染金属离子 、营养元素和有机污染物的地 

球化学行为的影响。 

随 着分 析化 学 的 进 展 ，尤 其 是 核 磁 共 振 

(NMR) 、红外光谱 ( ．IR)̈o．⋯、固定金 离子 

亲合色谱 (IMAC)̈ ‘和高效 体积 排阻色谱 

(HPSEC)̈ 等仪器分析方法及手段的发展 ，人们 

对腐殖质的化学结构以及各种环境行为有了更多的 

了解。而应用荧光光谱技术研究腐殖质是基于其结 

构中含有大量带有各种官能团的芳香环结构以及未 

饱和脂肪链 (物质之所以具有荧光是由于其结构中 

具有低能量 1T一 1T 跃迁 的芳香结构或共轭生色 

团)。并且由于荧光光谱技术具有灵敏度高(10I9数 

量级)，选择性好，且不破坏样品结构的优点，非常适 

合用来研究腐殖质的化学和物理性质 ，̈ 。目前 

各种荧光光谱技术如荧光激发光谱、荧光发射光谱 、 

同步荧光光谱(synchronous fluorescence spectroscopy； 

SFS)以及三维荧光光谱 (亦称总发光光谱或激发 ． 

发射矩 阵 图，three．dimensional excitation emission 

matrix fluorescence spectroscopy；3DEEM)被广泛用 

于 定 性 或 定 量 描 述 腐 殖 质 的 物 理 化 学 特 

性 ，e 14,21 。腐殖质内含有几种不同的荧光基 

团 其荧光特性包含了与结构、官能团、构型、非均质 
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性 、分子 内与分 子 间的动力 学特征 等有关 的信 

息 ’̈22,23]。3DEEM能够获得激发波长和发射波长同 

时变化时的荧光强度信息，并且可对多组分复杂体 

系中荧光光谱 (激发／发射 ，Ex／Em)重叠的对象进 

行光谱识别和表征 ，是一种很有用 的光谱指纹技 

术 l。本文拟通过研究 Fluka腐殖酸 (Fluka HA)的 

3DEEM特性及其与浓度、离子强度、pH值之间的关 

系，为准确描述腐殖质这一 自然界最为复杂的天然 

有机物提供有用的结构和官能团特征，以期揭示其 

在环境中的各种地球化学行为。 

1 实验样品与仪器 

本实验所用腐殖酸为 Fluka humic acid (Sigma— 

Aldrich)，样品在使用前未加提纯 (因为提纯过程会 

影响其固有的荧光特性)，使用 0．0l mol／L KOH溶 

解，再用 GF／F玻璃纤维滤膜 (Whatman，U．K．)(预 

先于 450℃灼烧 5 min)过滤后测定荧光强度。所用 

化学试剂均为优级纯或分析纯。配制溶剂等所有实 

验用水均为 Milli．Q超纯水 (Millipore，18．2 MQ · 

cm)。 

本文主要进行 pH值 、离子强度和腐殖酸浓度 

效应的研究。浓度及 pH值效应：配制 4种浓度 (5 

mg／L、10 mg／L、50 mg／L和 100 mg／L)的 Fluka HA 

溶液(离子强度 0．01 mol／L KC10 )，分别测定 pH= 

2～12之间 (间隔为 1)的 3DEEMs，．离子强度效应： 

配制浓度为 50 mg／L的 Fluka HA溶液(离子强度分 

另U为 0 mol／L、0．005 tool／L、0．01 mol／L和 0．05 

mol／L)，测定 其在 pH约 为 2、5、8和 l 1时 的 

3DEEMs。样品 pH值均使用0．1 mol／L、1．0 tool／L 

KOH和 0．1 mol／L、1．0 mol／L HC10 溶液 ，并采用 

10 L色谱进样器 (最小刻度 0．2 IxL)调节。pH从 2 

调节到 12左右 ，总共在 20 mL HA溶液中加入酸碱 

的量不超过 100 L，以便减小浓度稀释效应。使用 

奥立龙 818型 pH计 (每次使用前均用 pH=4．00、 

6．86和 9．18标准缓冲溶液进行两点校正)测定 pH 

值。 

3DEEM测定在 Hitachi F．4500型荧光光谱分析 

仪上完成。使用 150．W 氙弧灯为激发光源 ，PMT电 

压 ：700 V；带通 (bandpass)：Ex=5 nIll，Em=l0 

nm；扫描波长范围：Ex=280～480 nm，Em=370～ 

570 nm；响应时间：自动 ；扫描速度：1 200 nm／rain； 

扫描光谱进行仪器自动校正。样品在装入 l cnl石英 

荧光样 品池测定前保持温度恒定 【恒温水浴 (20± 

1)oC]。使用 SigmaPlot软件进行 3DEEM数据处理。 

2 实验结果与讨论 

最早，土壤学家应用传统荧光光谱技术区分不 

同来源腐殖酸，但腐殖酸的荧光激发或发射光谱通 

常表现为宽而无特征的荧光峰 】̈。近十几年来，海洋 

化学家 ， ，” 首先应用 3DEEM分析海洋溶解有机 

质的组成 ，发现其中含有几种不同荧光基团。另外 ， 

人们对河流、湖泊 、湿地及沼泽中的溶解有机质 ，土 

壤腐殖质，洞穴滴水、珊瑚礁中有机质等的研究表 

明，不同来源的溶解有机质或腐殖质具有不同的荧 

光基团，并且荧光峰的位置和荧光强度也不尽相 

同 ， ： 34, I。一般而言，天然环境中各种溶解有 

机质的 Ex／Em荧光峰位置可概述如下 ：Class I(Ex 

约为 350～440 nm，Em约为 430～510 nm)：ClassⅡ 

(Ex约为 310～360 nm，Em约 为 370～450 nm)； 

Class111(Ex约为 260～290 nm，Em约为 300～350 

nm)；ClassIV(Ex约为 240～270 nm，Em约为 370～ 

440 nm)。其中 Class I为类腐殖酸荧光(humic．1ike)， 

ClassⅡ与 Class1V为类富里酸荧光 (分别称为 visible 

fulvic．1ike and UV fulvic．1ike)，Classm为类蛋白荧光 

(protein．1ike) · ·“瑚-361。由于微生物来源的 DOM具 

有强烈的类蛋白荧光，而陆源腐殖酸的荧光峰主要 

出现在 Class I和 ClassⅡ位置，这样我们就可利用 

3DEEM区分 DOM的来源及组成。 

本文对 Fluka HA的3DEEM表征主要基于等高 

线 图 、荧光峰数 目、Ex／Em峰位置及荧光强度 、 

Class I与 ClassⅡ荧光峰的荧光强度比值 r(A／B)等。 

2．1 腐殖酸荧光光谱特性的浓度效应 

Mobed et a1． 报道 ，水体富里酸 (fulvic acid； 

FA)浓度在 5 mol／L、50 mol／L和 100 mg／L时 (离 

子强度 0．01 mol／L KC1)的荧光特性并没有显著差 

别 ，认为这种现象可能是 由于相对较低的离子强度 

所造成，也可能是不同来源的腐殖质对于腐殖质分 

子之间的聚集作用 (aggregation)表现出不同的光谱 

效应。之前 Lochmiiller et a1．[371发现商品富里酸在高 

浓度时可能发生聚集作用使光谱特性发生改变。 

为了充分检验 Fluka HA的荧光光谱特性与浓 

度之间的关系，我们配制 4种浓度 (5 mg／L、10 mg／ 

L、50 mg／L和 100 mg／L)的腐殖酸溶液，pH分别为 

6．0和 10，离子强度均为 0．01 mol／L KC10 (图 1)。 

当腐殖酸浓度为 5 mg／L时，最大的 Ex／Em都出现 
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图 1 不同浓度 Fluka HA的 3DEEMs 

Fig．1 3DEEMs of Fluka humic acid at different concentrations 

pH =6．0 and 10：0．01 tool／L KCIO4． 

在 310／415 nm。随着腐殖酸浓度增大，最大Ex／Em 

峰位置红移至 460／540 nm。进一步分析这些谱图可 

以发现 ，其实每个谱 图都有一些 肩峰 (shoulder 

peaks)存在。不难理解，肩峰是由于腐殖酸分子中含 

有多种荧光基团造成的。腐殖酸浓度发生变化时， 

将导致腐殖质的荧光内滤效应，荧光猝灭及能量转 

换等过程的差异 131，在三维荧光光谱图上就表现为 

Ex／Em峰的红移 (或蓝移)现象。从图 1还可以看 

出，同一浓度腐殖酸在 pH=10时比pH=6．0时的 

Ex／Em值略微红移。腐殖酸浓度为 10 mg／L时，碱 

性条件下明显 出现 Ex／Em=460／550 nm荧光峰 ， 

而在酸性条件下时不明显。 

2．2 离子强度对荧光光谱的影响 

关于离子强度对腐殖质荧光光谱影响的报道并 

不多。Ghosh et a1．1381指出，土壤富里酸的荧光激发 

光谱强度在离子强度为 0．001～0．1 mol／L NaC1范 

围内随离子强度增大而减小。在本实验中，离子强 

度范围在0～0．05 mol／L KC10 之间，pH值分别为 

2．0、5．0、8．0和 11时 ，离子强度对 Fluka HA的 

3DEEM影响并不大(见图2)。从图2我们还发现 ，当 

pH=2．0，离子强度为 0 mol／L KC104时 ，Ex／Em= 

325／450 nm。而增大到 0．05 mol／L KC104时 ，Ex／ 

Em=330／460 nnl。而在 pH=5．0、8．0和 1 1时，没 

有发现荧光峰位置红移现象。所以，我们可以得出 

结论 ：腐殖质的 3DEEM特性与离子强度关系不 

450 

百400 

∞ 350 

大。这与Senesi⋯ 的报道相吻合：在pH>4．5时， 

离子强度对富里酸的荧光特性没有影响。Mobed et 

0f．。’ 也指出，离子强度(0～1 mol／L KC1)对水体腐 

殖酸和土壤来源腐殖酸的 3DEEM没有显著影响， 

只观察到水体富里酸有一个小的荧光峰随着离子强 

度增大，峰位置略微红移。 

2．3 溶液 pH值对腐殖酸荧光特性的影响 

研究 ·̈ · ， 表明，溶解有机质 (包括腐殖质)的 

荧光强度随着 pH值升高而增大。荧光光谱的这种 

变化与有机大分子结构中的酸性基团(如苯酚基团) 

以及 自身的分子构型随着 pH的改变有关 ， o- 。酚 

羟基浓度越高，pH值对荧光强度的影响越大。Ghosh 

et a1．13引认为在高 pH时腐殖质分子呈线性结构，当 

pH下降时分子发生卷曲。Au et a1．̈ 通过实验证 

实，在中性和碱性 pH条件下，由于腐殖质分子之间 

的排斥作用其构型拉伸为线性。这样就有更多的荧 

光基团裸露到溶液中，使荧光强度增强。 

图 3显示 ，当 Fluka HA浓度为 5 mg／L和 lO 

mg／L等低浓度时，pH值的变化没有引起 Ex／Em 

峰位置的显著改变，只是荧光强度随着 pH值的升 

高而增大(图 4a)，当 pH>10时，浓度为 5 mg／L的 

Fluka HA荧光强度随之下降，而浓度为 10 mg／L的 

F1uka HA荧光强度变化不大。从整个 pH范围来看 ， 

低浓度腐殖酸的荧光强度在 pH=4～10区间内保 

持相对稳定 。前人对湖泊 DOM (图 4c)、海洋 
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图 2 小同离子强度和 pH条件下 

Fig．2 3DEEMs of lquka htuni~‘a(_id t1l diff~rellt ic 

D0M l、标准腐殖质 、珊瑚有机质和 Aldrich 

HAI I的研究也得到类似的实验结果。我们使用垃圾 

渗滤液 DOM研究其荧光强度与 pH值关系时，也可 

以看到荧光强度随着 pH升高而逐渐增大，到 pH> 

l0以后又呈下降趋势 (图4c)，只是垃圾渗滤液中 

DOC含量很高 (为 85．5 mg／L)，稀释 5倍后其荧光 

强度依旧达到河流或湖泊溶解有机质荧光强度的 

l0倍以上(图4c)。 

当 Fluka HA浓度为50 mg／L(图2)，pH=2．0 

时只有一个明显的荧光峰，其 Ex／Em=330／450 

nnl。随着 pH值升高，逐渐出现三个明显的荧光峰： 

Ex／Em=470／540 nm、 370／470 nm 和 290／500 

nm。而且不难发现 ，Ex／Em=470／540 nm的峰位置 

Em(nm) 

目 
8 

【 

目 

一  

【 

冒 

【 

目 
8 

【 

Em(nm) 

Em (nm) 

Em(nm) 

HA的3DEEMs(50 mg／L) 

fie strengths and different pHs(50 mg／L) 

Em(nm) 

随着 pH值升高发生明显红移。当 Fluka HA浓度为 

100 mg／L时，在 pH=2．0～10范围内，只出现一个 

明显的荧光峰。随着 pH值升高，其荧光峰位置逐渐 

红移。前人在对 IHSS标准腐殖质的研究中也发现这 

种红移现象”·19,20, 。 

我们以荧光峰 A和荧光峰 B(A：Ex／Em：470／ 

540 nm；B：Ex／Em=340／460 nm)来描述高浓度腐 

殖酸荧光强度与 pH值的关系，可以看到(图 4b)，在 

酸性条件下，峰 B的荧光强度略大于峰 A；而在碱性 

条件时，峰 A的荧光强度明显大于峰 B，这种情形表 

现在 3DEEM中，荧光峰 A就把荧光峰 B给掩盖住 ， 

似乎只有一个荧光峰存在。有趣的是，我们可以看到 

荧光峰 B在 Fluka HA浓度为 50 mg／L和 100 mg／L 
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Fig．4 Effect of pH(Jfj／]uores~ CII( e af differ( 【jf【 ‘II1(entrations of Fluka humic acid f0．Ol tool／L KCIO,) 

图 4b中：50B表示 50 rag／Ell{1：50A表 5O mg／L( l：100B表示 100 rag／L(B)；100A表示 100 mg／L(A)。 

图 4c中：M表示 Marv湖 DOM：I 表示垃圾渗滤液 DOM 

时，其荧光强度最大值出现在 pH约为 5．0处，而不 

像其他溶解有机质的荧光强度最大值出现在 pH： 

10左右 ，这与 Saar et a1．[44I的研究相吻合。他们在研 

究 pH值对水体富里酸和土壤富里酸的荧光发射光 

谱影响时发现，其最大荧光强度值也出现在pH= 

5．0。而在本文中，荧光峰 B(Ex／Era=340／460 11In) 

恰好属于类富里酸荧光。而且，在 pH=5．0～12范 

围内，荧光峰 B的荧光强度呈略微下降趋势 有报 

道 说土壤富里酸的同步荧光光谱在 pH=4．5～10 

范围内也呈下降趋势 ，而河流富里酸和泥炭富里酸 

的荧光强度则呈略微上升趋势。这种情况表明，可 

以利用荧光峰 B的荧光强度随 pH值的变化规律来 

判断腐殖质的来源。Mobed et a1．I2 则通过实验指 

出，可以用 pH：10时的 3DEEM来区分不同来源的 

富里酸；而区分水体和土壤腐殖酸的最佳 pH值为 

6．0 

此外 ，吴丰昌等 -． 1为表征荧光峰与官能团之间 

的联系 ，研究了 日本琵琶湖支流水体中铜有机配位 
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体荧光强度与 pH之间的关系。实验结果显示，荧光 

峰 A(Ex／Em=320／444 nm)和荧光峰 B(Ex／Em= 

235／434 nm)的荧光强度最大值也出现在 pH=5左 

右，在 pH≤5区间内，荧光强度随着 pH值降低而降 

低，说明酸性基团在起作用。并且，在低 pH值区间， 

荧光强度随着 pH降低而减小这种现象可以用于 

计 算 某 种 官 能 团 的 质 子 化 常 数 (protonation 

constant、lgK HL‘ · ‘： 

lg[(FL．． n—FL)／(FL—FL, n)】= 

lgK Hll—pH (1) 

式中：FLn_pH为低 pH值区间最高pH时的荧光强度， 

F Lll_ 为低 pH值区间最低 pH时的荧光强度。根据 

式 (1)和图4b，可以算出 Fluka HA浓度分别为 50 

mg／L和 100 mg／L时，其荧光峰 B的质子化常数 

lgK 分别为 3．57和 3．13，与通常二羧基化合物的 

lgK 值(2．5～4．3)相接近⋯1，表明荧光峰 B可能 

与 Fluka HA结构中的羧基有关。 

2．4 荧光峰 A和荧光峰 B比值 rt 

在图 4b中，荧光峰 A和荧光峰 B的荧光强度 

以 ， 和 ，R表示 ，定义 rI =， ／，l{ 由于 被认 

为是一个有机质结构和成熟度的指标 ，并且 与分 

子大小 、溶液 pH等有关 ，我们也对 Fluka HA的 

r『 值感兴趣。从实验结果得出，当 Fluka HA浓度 

为 50 mg／L时，r{l̂／B)在 0．6l～1．7l之间；当Fluka 

HA浓度为 100 mg／L时 ，r． 在 0．62～2．59之 

间，这些 r{A 值与其他研究者的结果 · 相接 

近。例如，据 Coble r I的研究 ，蛋白黑素(melanoidin) 

m 为 0．88，黑海水样 m l Hl为 1．74；据 De Souza 

Sierra et a1．【4 I的研究，滨海水体 r．、／Ij，为 1．8，公海 

水样 rIA／B】为 2．6，但是他们都没有研究 pH对 r． ， 

的影响。事实上，荧光强度以及 r 、 强烈依赖于 

pH，若要比较不同来源腐殖质的 m ，，必须在pH 

相等的条件下才能进行。 

Patel—Sorrentino et a1．I圳研究了 pH对河流有机 

质 rlA／Bl的影响 ，发现在 pH=2～l2范围内，pH与 

r(A／B)之间具有很好的线性关系。并且 r{l̂一在0．8l～ 

2．27之间。我们对 Fluka HA的研究结果也显示(图 

5)，当HA浓度为 50 mg／L时 ，R 为 0．98；当Fluka 

HA浓度为 100 rag／L时，R 为 0．91，说明 与 

pH之间韵确具有线性关系。从图5b还可以发现，当 

pH≤10时，这种线性相关性更好，当pH>10时，由 

于腐殖酸浓度较高，其荧光内滤效应造成了 rI “ 下 

降。上述结果表明，当 pH≤10时，荧光峰 A与荧光 

图 5 F(A／B)与 pH值的关系 

ng．5 Correlation between r q̂，B1 and pH 

a．50 mg／L：b．100 mg／L． 

峰 B随着 pH值的改变有着相同的变化趋势 ，可能 

预示着荧光峰 A与荧光峰 B具有某种类似的结构 

特征。 

3 结 语 

3DEEM能够获得腐殖酸中荧光基团完整的光 

谱信息，是一种很有价值的光谱指纹技术。本文对 

Fluka HA的 3DEEM特性进行了系统分析 ，实验结 

果显示，Fluka HA在低浓度(5 mg／L和 10 mg／L)时 

只有一个明显的荧光峰，高浓度 (50 mg／L和 100 

mg／L)时出现几个荧光峰，并且发生 Ex／Em红移现 

象。研究离子强度对 Fluka HA的 3DEEM影响时发 

现，离子强度对其 3DEEM影响很小。总体而言，pH 

(2～12)对腐殖酸荧光强度的影响显著，主要与其结 

构中酚羟基的电离作用有关。腐殖酸荧光强度随着 

pH升高呈增强趋势，在 pH=10时达到最大，但并 

没有线性关系，类富里酸荧光峰强度最大值则出现 

在 pH：5．0左右。Fluka HA浓度分别为 50 mg／L和 

l00 mg／L时，其荧光峰B的质子化常数lgK “ 分别 

为 3．57和 3．13，与某些二羧基化合物的 lgK 呲值 

(2．5 4．3)非常接近。说明荧光峰 B与腐殖酸结构 

中的羧基有关 ；rIA／B1分别在 0．61～1．71之间和 

0．62～2．59之间，并且在 pH=2～11范围内 T(A／B) 

与 pH之间具有 良好的线性相关关系 ，R 达 0．91以 

上，表明荧光峰 A和荧光峰 B随着 pH的变化有着 

相同的变化趋势，揭示了荧光峰 A与荧光峰 B具有 

某种类似的结构特征。 
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Characterization of humic acid by three．dimensional excitation emission matrix 

fluorescence spectroscopy 
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Abstract：The fluorescent sp( (’tl。OS{‘opy fs wi(h h
．

tl：4( 【l to t lu<~itlate th( t)l’)gin and structure of humic substances 

(HS)in natural environlnents。1)ue tt)its high seusili、itv．goo{l selectivity and nondestructive nature．fluorescence 

technique is suitable to the stud) ttS． In this stud
．

,
, ． three一(1imeilsional excitation emission matrix fluorescence 

spectroscopy(3DEEM)was applie{l to thai a【、tel iz( a(‘⋯1tlnel。( ial Fluka humic acid．The results show that 3DEEMs 

of HA have several Ex／Em peaks． Ionic stl。ength in the range()f 0～0．05 mol／L KCIO4 had little effect on the 

fluorescence spectra，while the coneentrations(5～l00 mg／I )()f HA and pH (2～12)had significant effect．A 

red shift in the longer wavelength peak region 、~as (it)ser'~ed when concentration or pH value increased．"The 

fluorescence intensity increased with increasing f)tt but slightly decreased when pH≥ 10．Similar changing trend 

was also observed for the sample(if landfilIlPa【 hate dissolve<l organic lnatter．For the fulvic—like peak B (HA：50 

mg／L or 100 mg／L)，the maximuln tluoresecn{ e()【’(’LI1 red at pH 5．0． The pr0t0nati0n constants (1g Hf )wefe 

calculated t0 be 3．57 and 3．13， iI1dicating fhat 1) ak B was ass()( iate(1 with carb0xyl gmups． The r(̂／B1 Values 

ranged flr0m 0．6 l t0 2．59． A str0ng liI1ear r lafi()【】sl1il)b fween r-、l̈ an【l pH was als0 0bsenre(1．This indicates that 

the nuoI．escent m0lecules of peak A al1(1 B seenl ft)I)t】fhe san1e sensitiVe to pH Variati0ns． 

Kev wOrds：Fluka humic aci(1： 【liss0lve(1()rgani 【】】aff r： thl℃e—dimensit)nal excitati0n emission matrix nu0rescence 

spectmsc0py(3DEEM)； nu0res ence pr0penies 
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