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ABSTRACT - Nuts are essential components of a healthy diet as they provide nutritional value and bioactive

components. Melatonin, is a hormone secreted from the pineal gland of the brain that prevents oxidative damage in

various tissues, and also found in plants. This study presents a validation method for extracting and quantitatively ana-

lyzing melatonin in nuts, seeds, and beans in Gyeonggi-do; the method utilized chromatographic techniques and opti-

mized extraction procedures, considering the high oil content of nuts. The average content of melatonin in nuts, seeds,

and beans was 1200.83 (409.76–2223.56), 934.83 (454.10–1736.60), and 616.46 (494.70–825.12) pg/g, respectively.

Melatonin content was higher in the kernel with pellicle than that in the kernel alone in walnuts and chestnuts. Fur-

thermore, the presence of melatonin was lower in newly harvested walnuts, chestnuts, and peanuts than in those stored

after being harvested the previous year.
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견과류는 일반적으로 냄새가 없고 껍질이 매우 견고하

며, 씨앗이 있는 말린 열매를 말한다1). 식품공전2)의 식품

원료 분류에 따르면 견과류는 견과종실류에 속하며, 땅콩

또는 견과류, 유지종실류, 음료 및 감미종실류로 분류할

수 있다. 땅콩 또는 견과류는 땅콩, 개암, 도토리, 밤, 브

라질넛, 아몬드, 은행, 잣, 캐슈너트, 피스타치오, 피칸, 호

두 등이 있고, 유지 종실류로는 들깨, 참깨, 해바라기씨,

호박씨, 홍화씨 등이 있으며, 음료 및 감미 종실류로는 커

피원두, 카카오원두 등이 있으며, 두류는 강낭콩, 녹두, 대

두, 렌즈콩, 완두, 팥 등이 있다(Table 1).

견과류는 주로 비타민 A, 비타민 C와 비타민 E, 식이섬

유, 마그네슘 및 셀레늄 등이 풍부하고3), 카로티노이드, 페

놀산 및 폴리페놀 등도 포함되어 있다4). 또한 견과류에는

비타민 E, 셀레늄과 같은 항산화제가 풍부하여 심혈관계

질환, 대사증후군, 당뇨병과 같은 여러 질병을 예방하는

효과가 있어 미국 FDA는 매일 28.35 g (1 oz)의 견과류

를 먹을 것을 제안하였다5-8).

멜라토닌(melatonin, N-acetyl-5-methoxytrptamine)은 척추동

물의 송과선에서 분비되어 동물의 일주기와 계절주기 조절,

수면 조절, 생식능력, 항암, 항염증 활성 등 작용을 하는 호

르몬으로9), 다양한 활성산소를 직접적으로 소거할 수 있을

뿐 아니라 간접적으로 생체 내의 항산화 효소 활성을 조절

하여 생체산화를 억제시킬 수 있는 강력한 항산화제이다10).

이처럼 멜라토닌은 강한 항산화력을 지니는 물질로 알려져

있으나, 노화에 따라 생체 내 분비가 점차 감소한다11,12). 그

러므로 부족해지는 멜라토닌을 보충하고 수면에 도움을 주

기 위한 목적으로 미국 등에서는 건강보조식품이 판매되고

있으나, 이들은 대부분 화학 합성제품이며 최근에는 천연소

재 유래 멜라토닌에 대한 관심이 증가하고 있다13).

멜라토닌은 동물뿐 아니라 거의 모든 생물계에서 확인

되고 있으며, 식물체의 경우 생장, 발생, 개화와 같은 식

물생리 현상에 관여하며 외부의 산화적 스트레스에 대한

보호물질로서의 기능이 보고된다14,15). 식용식물에서 멜라
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토닌은 모든 부위에 존재하며, 특히 종자, 뿌리, 잎, 꽃 및

열매에 가장 높은 함량을 보인다16,17). 멜라토닌은 아몬드,

피스타치오 및 호두 등 많은 견과류에서 발견되며 다른

식물과 마찬가지로 같은 종이더라도 일부 견과류에서 검

출되는 멜라토닌 함량은 연구방법에 따라 다르게 나타난

다. 이는 품종, 지역, 수확시기 및 성숙도와 같은 요인 뿐

만 아니라 조직이 복합적으로 구성되어 있어 분석에 어려

움이 존재하기 때문이다18).

따라서 본 연구에서는 견과종실류 및 두류에 최적화된

멜라토닌 추출방법을 마련하고 액체크로마토그래피를 이

용하여 경기도에서 유통되는 견과종실류 및 두류의 멜라

토닌을 확인하고 정량화하였다.

Materials and Methods

재료

본 연구에서는 2022년 6월부터 11월까지 경기도 내 대

형마트 및 백화점에서 판매되는 견과종실류 86건 및 두류

15건, 총 101건을 구입하였다. 구입한 모든 시료는 분쇄기

(OT-504, DAESUNG TECH, Kimpo, Korea)로 균질화 한

후 밀봉하여 냉동보관하면서 실험에 사용하였다.

표준물질 및 시약

표준품인 멜라토닌은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

USA)의 제품을 이용하였다. HPLC 분석 및 추출에 사용

된 유기용매는 모두 HPLC grade로 methanol, chloroform

은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 제품을

acetonitrile 및 hexane은 Merck (Darmstadt, Germany) 제

품을 이용하였고, 그 외에는 모두 특급 시약을 사용하였다.

시료의 추출 및 정제방법의 최적화

멜라토닌 함량은 Bligh-Dyer과 Kate 등의 방법 및 Luzia-

Jorge의 방법19-21)을 변형하여 Fig. 1과 같이 추출 및 정제하

여 측정하였다. 균질화한 시료 약 1 g을 취하여 hexane:

methanol:water (3:3:1 v/v) 7 mL를 가한 후 빛을 차단한 상

태로 혼합시키고, 10분간 균질화한 후 4oC, 4000×g에서 10

분 동안 원심분리(Mega 17R, Hanil Science Industry,

Incheon, Korea)하였다. 지질을 포함하는 상층액(hexane층)

은 제거하고, hydroalcoholic층 1 mL을 취하여 30oC에서 질

소 건고하였다. 잔류물은 0.1% formic acid를 포함하는 5%

acetonitrile 0.3 mL로 재용해시킨 후 1.2 mL chloroform을

첨가하여 2분간 vortexing하여 혼합시키고 4000×g에서 10

분 동안 원심분리하여 상등액을 얻었다. 수용액층은 제거

하고 유기용매층은 0.2 N NaOH 0.5 mL으로 1회 세척한

후 다시 원심분리하였다. 이 후 상부 수용액층을 제거하고

유기용매층은 30oC에서 질소 건고하였다. 최종 잔류물은

0.1% formic acid를 포함하는 5% acetonitrile 0.2 mL로 재

용해시킨 후 0.45 µm syringe filter (Whatman, International

Ltd., Maidstone, UK)로 여과하여 시험용액으로 사용하였다.

추출방법의 효율성은 멜라토닌이 검출되지 않은 시료에

최종농도를 150-1000 pg/mL의 범위로 첨가하여 회수율과

상대표준편차로 측정하였고, 일내(intra-day) 및 일간(inter-

day) 정밀성 및 정확성을 확인하기 위해 각각 하루 3회 및

3일간 반복하여 분석하였다. 또한, 온도가 미치는 영향을

확인하기 위해 저온(2-4oC), 상온(20-25oC) 및 고온(40-45oC)

조건에서 시료를 추출하였다.

Table 1. Classification of nuts groups by Food Code

Main category Sub category Commodity

Nuts and Seeds

Tree nuts
Peanut, Hazelnut, Acorn, Macadamia, Chestnut, Brazil nut, Almond, Pine nut, 

Cashew nut, Pistachio, Pecan, Walnut, etc.

Oilseeds
Hempseed, Ben Moringa seed, Perilla seed, Cotton seed, Sesame, Palm, Sunflower 

seed, Pumpkin seed, Safflower seed, etc.

Seed for beverage and sweets Senna seed, Guarana, Cacao bean, Coffee bean, Cola nut, etc.

Pulses -
Kidney bean, Mung bean, Soybean, Cowpea, Lentils, Lima bean, Pea, Cheakpeak, 

Sword bean, Fava bean, Hyacinth bean, Red bean, Pigeon pea, etc.

Fig. 1. Extraction process of HPLC method for melatonin analysis.
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기기분석 및 조건

시료의 멜라토닌의 정량 분석은 HPLC 1260 infinity

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)를 사용하였

고, 용매 및 분석조건은 Table 2과 같다. 또한, HPLC-FLD

분석법으로 멜라토닌이 확인된 시료는 Agilent LC 1260

infinityⅡ가 부착된 Agilent 6100 Series Single Quad LC/

MS System (Agilent Technologies)를 이용하였으며 확인시

험에 사용된 용매 및 기기조건은 Table 3와 같다.

통계분석

모든 결과는 3회 반복하고 평균±표준편차(mean±SD)로

나타내었다. SPSS 통계 분석 소프트웨어(Verision 22.0,

SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하여 분산분석(ANOVA)

과 다중범위검정(Duncan’s Multiple Range Test)을 실시하

여 시료간 유의차를 P<0.05 수준에서 검정하였다.

Results and Discussion

시료 전처리 및 분석법 확립

멜라토닌은 다양한 채소, 과일, 종자 및 약용식물에 존

재하며2), 이를 정량 분석하기 위해 효소면역분석법(enzyme-

linked immunosorbent assay, ELISA), 액체 및 기체 크로

마토그래피와 같은 방법이 이용되어 왔다. 특히 전기화학

검출기(electrochemical detector, ECD) 또는 형광검출기

(fluorimetric detector, FLD)와 결합된 HPLC 분석법은 감

도와 정확성이 높아 광범위한 생물학적 매트릭스에 적용

하기에 적합하여 많은 식물체의 멜라토닌 분석연구에 이

용되었다23,24).

견과종실류 등에 존재하는 멜라토닌을 정량하기 위해 본

연구는 HPLC-FLD를 이용하였다. 추출 및 분석방법의 효

율성 및 재현성은 멜라토닌이 검출되지 않는 시료 5개 품

목에 최종농도가 150-1000 pg/mL의 범위로 첨가하여 확

인하였다(Table 4). 멜라토닌의 회수율은 spiking 농도에

따라 85-93% 범위를 보였다. 일내 및 일간 계수는 농도에

따라 1.35-7.65% 및 2.46-3.45% 범위를 보였다. 검출한계

및 정량한계는 각각 33.85 pg/mL 및 129.93 pg/mL로 나타

Table 2. HPLC conditions for analysis of melatonin

Parameter Conditions

Column
Kinetex C-18 column (2.6 µm particles, 

150 mm × 4.6 mm, Phenomenex, USA)

Mobile phase
A: 60 % Acetonitrile (0.1 % Formic acid)

B: Water (0.1 % Formic acid)

Gradient
Time (min)  0 15 20 25

Solvent A (%) 15 60 90 15

Flow rate 1.0 mL/min

Injection volume 20 µL

Column Temp. 25oC

Detector
FLD (fluorescence detector)

Excitation 285 nm, Emission 345 nm

Table 3. LC-MS conditions for confirmation of melatonin

Parameter Conditions

Column

Poreshell 120 EC-C18 (2.7 µm particles, 

100 mm × 4.6 mm, Agilent, Santa Clara, 

CA, USA)

Mobile phase
A: Acetonitrile (0.1 % Formic acid)

B: Water (0.1 % Formic acid)

Gradient Time (min)  0 15 20 25

Solvent A (%) 15 60 90 15

Flow rate 0.4 mL/min

Injection volume 5 µL

Column Temp. 25oC

Polarity ESI +

Drying gas 7.0 L/min at 300oC

Nebulizer pressure 50 psi

Capillary 4.0 kV

Fragmentor 30 V

Acquisition mode SIM (single ion monitoring)

Mass
233.1 for [M+H]+, 255.1 for [M+Na]+, 

and 174.1 and 159.1 m/z

Table 4. Performance and reproducibility of the extraction method

Melatnonin added 

(pg/mL)

Mean values 

(pg/mL)

Recovery 

(%)

Repetitivity 

(% RSD, intra assay)

Reproducibility 

(% RSD, inter assay)
Linearity

LOD 

(pg/mL)

LOQ 

(pg/mL)

150 135.7 90.49 5.74 3.45
y = 0.6223x 

+ 0.2108

r
2=0.9988

33.85 129.93
250 219.9 87.97 7.65 3.26

500 428.9 85.78 3.46 2.46

1000 932 93.20 1.35 2.98

Different concentrations of melatonin were added at the beginning of the processing of the walnut samples. The yield values express the

percentage of the amount of melatonin measured in the sample with respect to that added. Variability (% RSD) is calculated as the per-

centage of the standard deviation in relation to the mean. 
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났다. 즉, 우수한 재현성 뿐만 아니라 멜라토닌 농도에 대

해 높은 직선성을 보여 분석에 적합하였다.

지질함량이 높은 호두는 시료 전처리 및 양친매적 특성

을 가진 멜라토닌 추출 자체에 어려움을 주었기 때문에

본 연구에서 호두를 시료의 대표로 선정한 것은 적합하다

고 여겨진다. 결과를 제시하지는 않았지만 멜라토닌 분석

을 위해 SPE 등 다양한 추출법을 비교한 결과, 회수율이

낮았고 추출 물질을 제대로 정제하지 못하여 적합하지 않

았다. Ethanol 및 methanol 등 유기용매가 미치는 영향을

확인하였다(Table 5). 그 중 methanol을 사용 시 ethanol

보다 호두에서 높은 회수율을 보였으나, 단독 사용 시 시

료 내 지질성분이 용해되어 이후 정제과정을 어렵게하여

적합하지 않았다. 또한, methanol과 같은 극성용매와 잘

혼합되는 비극성 용매인 hexane을 사용 시 지질 성분을

제거하기에 효과적이었으나, 휘발성이 높은 특성으로 인해

단독 사용은 적당하지 않았다. 따라서 지질추출방법을 기

반으로 물을 추가한 hexane:methanol:water (3:3:1, v/v) 용

액이 가장 적합하였는데, 이 혼합용액으로 추출 시 지질성

분을 용출한 hexane층과 멜라토닌이 용해된 hydroalcoholic

층의 두 개의 잘 분리된 층을 얻을 수 있었다. 이후

chloroform:water 혼합용액은 최종 분석 전 멜라토닌의 농

도를 높일 수 있었다.

또한, 본 연구에서는 온도가 추출 효율에 미치는 영향

을 확인하였다(Table 6). 고온(40-45oC)에서 추출 시 상온

(20-25oC)보다 회수율이 2배 이상 높았으며, 저온(2-4oC)의

경우 매우 낮은 회수율을 나타내었다. Pranil 등25)은 멜라

토닌 수용액과 과일 주스를 보관할 때 저온 조건(4oC)과

어둡고 산성의 용매 조건에서는 멜라토닌의 저장성이 향

상된 반면, 60-90oC의 높은 온도는 멜라토닌의 안정성을

저하시켜 온도는 멜라토닌의 저장에 중요한 요인임을 보

고하였다. 본 연구에서는 40-45oC 조건에서 멜라토닌 추

출 수율이 가장 높았는데 이는 고온에서 유기용매의 점도

가 감소하여 시료 조직에 쉽게 침투할 수 있기 때문으로

여겨진다. 또한 일반적으로 저온 환경에서는 분자를 보존

하고자 하기때문에 용매의 추출 수율이 낮아진다.

견과종실류 등의 멜라토닌 함량 조사

견과종실류 및 두류 총 101건에 대하여 HPLC-FLD를

이용하여 멜라토닌을 분석하였고, 그 결과 검출된 시료는

LC-MS로 확인시험을 하였다. 시료의 멜라토닌 확인을 위

해 m/z 159.1, 174.1, 233.1 및 255.1을 사용하였다. 분석

결과 멜라토닌과 동일한 분자분획 프로파일을 보이는 피

크가 발견되었다(Fig. 2). Kocada gil 등의 연구26)에 따르

면 호두에서 멜라토닌 외에 멜라토닌의 이성질체가 존재

한다고 보고하여, 몇 가지 멜라토닌 이성질체를 선별하여

분석한 결과 트립토판 에틸 에스테르로 확인되었다. 그러

나 정확한 이성질체의 확인을 위해서는 tandom mass

spectrometry (MS/MS) 분석한 연구가 필요할 것으로 여겨

진다. 유형별 평균 멜라토닌 함량은 견과종실류 중 땅콩

또는 견과류에서 1200.83 pg/g으 가장 높았고 유지종실류

934.83 pg/g 그리고 두류 616.46 pg/g 순으로 나타났다

(Table 7). 각 품목별 멜라토닌 함량은 호두에서 2223.56

pg/g으로 가장 높게 나타났고 밤, 참깨 및 잣에서 평균

1667.88 pg/g 이상, 피스타치오, 쿠민씨, 피칸, 들깨, 검은

참깨 및 헤이즐넛에서 평균 1236.87 pg/g 이상의 멜라토

닌이 검출되었다. 본 연구에서 호두의 멜라토닌 함량은 다

른 호두 품종에서 보고된 멜라토닌 함량과 비슷한 범위였

다21). 호두에는 산화되기 쉬운 다중 불포화 지방산이 풍부

한데 지방산이 높은 경우 특히 멜라토닌 함량이 높다고

보고된 바 있다27). 이는 멜라토닌이 항산화 활성이 높은

페놀과 같은 생리활성 역할을 하여 외부의 산화적 스트레

스로부터 세포 구성 요소를 보호하는데 기여한다고 여겨

진다28).

본 연구에서 분석된 호두 외에 견과류 및 두류의 멜라

토닌 함량도 다른 연구29)에서 보고된 것과 비슷한 범위로

나타났다. 다만 아몬드에서 HPLC-ECD 방법을 사용하여

측정한 연구결과30) 보다는 낮은 함량을 보였다. 반대로

LC/MSMS 분석을 사용한 연구결과31)는 본 연구와 유사한

Table 5. Melatonin levels in walnut samples extracted with different solvents

Extraction solvent Means (pg/g) Concentrations (pg/g)

Methanol 100% 823.47 798-1003

Ethanol 100% 73.32 82-120

Hexane:Methanol:Water (3:3:1) 2913.10 910-3139

Data are the mean values and the range of concentrations resulting from the independent analysis of five samples for each solvent

assessed.

Table 6. Effect temperature on the melatonin extraction yielding

in walnuts

Temperature

Low 

(2-4oC)

Standared

(20-25oC)

High 

(40-45oC)

Melatonin 

(pg/g FW)
253.93±12.56a 1125.01±212.43b 2151.03±561.35c

Results are means±SEM of five walnuts per group. Different let-

ters indicate statistical (P<0.05) differences.
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범위를 보였다. 이는 추출방법과 분석 기기 간의 차이로

인하여 멜라토닌 정량값의 차이를 유발한 것으로 보인다.

또한 분석방법 뿐 아니라 식물 자체의 성질, 수확시기 또

는 수확 후 경과 시간이나 저장 조건과 같은 다른 요인도

관련된 것으로 여겨진다.

호두와 밤의 경우 속껍질을 포함한 반탈각 상태와 과실

만 있는 경우의 멜라토닌 함량을 비교한 결과 반탈각 상

태에서 멜라토닌 함량이 유의적으로 높게 나타났다(Table

8). 성장단계에 따른 멜라토닌 함량 변화를 조사한 연구에

따르면 식물체의 종자 및 과실의 과피에서 상당한 멜라토

닌이 발견되었다. 이는 속껍질의 경우 외부의 산화적 스

트레스로부터 과실을 보호하기 위해서 항산화 역할을 하

는 멜라토닌 함량이 풍부한 것으로 여겨진다32).

저장과정에 따른 멜라토닌 함량변화를 확인하였다(Table

9). 호두, 밤, 땅콩의 경우 2021년 재배 후 저장된 견과

가 2022년 재배된 햇 견과보다 유의적으로 멜라토닌 함

량이 높게 나타났다. 숙성과정에 따른 멜라토닌 함량 변

화를 조사한 연구에 따르면33), 수확 후 건조된 열매에서

멜라토닌 농도가 극적으로 증가하였는데, 이는 수확 후

감소하는 페놀 항산화제의 손실로부터 조직의 품질 저

하를 막기위해 증가한 것으로 여겨진다. 따라서 멜라토

닌은 견과류가 익는 동안 관련된 항산화 성분이며, 수확

Fig. 2. (A) LC-MS total ion chromatogram obtained for the analysis of a walnut sample. MEL peak corresponds to the retention time of a

melatonin standard. Unknown Peak 1 was also run for mass spectrum analysis as explained in the M&M section. (B) SCAN MS data

with ion fragment structures for MEL and peak 1 in walnut extract ranged from the 100 to 300 m/z.
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후에는 과실을 유지시키는 역할을 할 수도 있음을 알 수

있었다.

본 연구에서는 견과종실류 중 호두에서 가장 많은 양의

멜라토닌이 존재하며, 멜라토닌의 함량은 견과류의 부위

및 저장에 따라 다름을 확인하였다. 이는 멜라토닌이 저

장 중에 항산화과정을 조절하여 수확 후 기간 동안 견과

류의 품질저하를 막는 것으로 여겨진다. 더불어 견과류 소

비를 증대시키기 위해서는 견과류의 영양학적 가치뿐만

아니라 멜라토닌을 포함한 생체 활성 성분의 함량에 초점

을 맞춘 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.

국문요약

견과류는 영양가가 우수하고 다양한 기능성 생리활성을

가져 건강한 식단에 중요한 요소이다. 멜라토닌은 뇌의 송

과선에서 분비되는 호르몬으로 각종 조직의 산화적 손상을

방지하는 것으로 알려져 있으며, 식물체에서도 중요한 역할

을 한다. 본 연구는 견과류의 멜라토닌 추출 및 정량을 위

한 분석법을 마련하였고, 견과류의 높은 지방함량을 고려한

최적화된 추출 절차를 이용하여 경기도에서 유통되는 견과

종실류 등의 멜라토닌 함량을 조사하였다. 땅콩 또는 견과

류, 유지종실류 및 두류의 평균 멜라토닌 함량은 각각 1200.83

(409.76-2223.56), 934.83 (454.10-1736.60), 616.46 (494.70-

825.12) pg/g으로 나타났다. 호두와 밤의 경우 속껍질을 포

함한 반탈각 상태와 과실만 있는 경우의 멜라토닌 함량을

비교한 결과, 반탈각 상태에서 멜라토닌 함량이 유의적으로

높았다. 또한 호두, 밤 및 땅콩의 경우 2022년 재배된 햇 견

과보다 2021년 재배 후 저장된 견과에서 멜라토닌 함량이

유의적으로 높았다. 이러한 결과는 견과종실류 등의 멜라토

닌 함량이 높아 우수한 기능성 식품임을 시사하였다.
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Table 8. Melatonin levels in walnuts and chestnut by parts

 Sample Means (pg/g, fw)

Walnut Kernel with pellicle 2123.56±58.22a

Kernel 1783.37±17.65b

Chestnut Kernel with pellicle 1987.11±87.22a

Kernel 1511.02±14.23b

Results are means±SEM. Different letters indicate statistical

(P<0.05) differences.

Table 9. Melatonin levels from harvest year

 Sample
Means (pg/g, fw)

2021 2022

Walnut 2369.87±14.11a 1921.15±55.11b

Chestnut 1687.12± 15.40a 1348.45±77.18b

Peanut 987.14±37.72a 781.11±17.23b

Pine nut 1378.45±63.44a 1812.10±13.03a

Results are means±SEM. Different letters indicate statistical

(P<0.05) differences.

Table 7. Melatonin content in nuts and beans

Group Sample Melatonin (pg/g, fw)

Nuts Tree nuts

Hazelnut 1085.52±88.11

Peanut  890.34±21.26

Macadamia  987.06±21.79

Chestnut 1752.45±88.70

Brazilian nut  570.71±20.66

Sacha inchi  409.76±88.33

Almond  682.72±54.26

Cashew nut  672.90±97.26

Pistachio 1489.23±21.23

Pecan 1185.77±56.36

Walnut 2223.56±55.69

Pine nut 1514.59±99.59

Means  1200.83

Oilseeds

Black sesame 1093.07±16.49

Perilla 1179.69±24.23

Hempseed  490.05±21.64

Faxseed  454.10±21.49

Sesame 1736.60±77.49

Cumin seed 1387.92±47.15

Sunflower seed  612.60±55.69

Pumpkin seed  524.61±68.23

Means  934.83

Beans

Mung bean  825.12±52.36

Lentil bean  512.78±55.79

Black turtle bean  494.70±21.79

Red bean  499.92±77.69

Black bean  750.57±120.99

Means  616.46

Results are means±SEM.
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