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Abstract

To determine the deacidification factor during carbonic maceration (CM), different temperature conditions were 
studied. The pH was higher in CM-35℃ and CM-25℃ and was lower in CM-45℃. The total acid was inversely 
related to the pH. The malic-acid level decreased much more in CM-35℃ than in CM-45℃ while the lactic-acid 
level increased much more in CM-35℃. The activity of the NADP-malic enzyme, which catalyzes the oxidative 
decarboxylation of L-malate into pyruvate, CO2, and NADPH, was higher in CM-25℃ and CM-35℃ while CM-45℃ 
showed no NADP-malic enzyme activity. The malic-dehydrogenase (MDH) activity was higher in CM-25℃ and 
CM-35℃ while CM-45℃ showed no MDH activity. The oxalacetate decarboxylase activity was similar to the 
NADP-malic-enzyme and MDH activities. Pyruvate decarboxylase activity was shown in all the CM treatments. 
The L-lactic dehydrogenase (LDH) activity was not explored in the fermentation of pyruvate to lactate via LDH 
in the grapes during CM. In this study, it was confirmed that carbonic maceration reduced the malic acid during 
fermentation and was affected by the temperature. Moreover, it was assumed that the deacidification during the 
carbonic maceration of the grapes was probably correlated with the degradation enzyme activity of malic acid.
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서 론
1)

포도주에 있어 적당한 산미는 포도주의 풍미를 나타내는

데 바람직하다. 포도주에 있어 산미에 관여하는 주요 유기

산은 주석산과 사과산으로 알려져 있으며 이런 유기산 함량

은 포도재배 지역이나 계절에 따라 다르므로 사용된 포도의

품질에 따라 포도주의 산도도 달라진다. 포도주와 같은 과

실주의 산미를 감소시키기 위한 방법 중 화학적 방법으로는

희석법(1), 탄산칼슘(2), 복합염에 의한 침전처리법(3), 이온
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교환수지법(4)을 이용한 방법 등이 있고, 미생물학적 방법

으로는 젖산균에 의해 malic acid를 lactic acid로 전환시키는

malo-lactic fermentation (MLF)(5)과 효모에 의하여 malic

acid를 alcohol로전환시키는 malo-alcoholic fermentation (MAF)

(6)이 있다. 특히, MAF는 Schizosaccharomyces pombe와 같

은 분열 효모가 혐기적 조건하에서 사과산이 효모중의

NAD-dependent L-malate dehydrogenase의작용으로 oxaloacetate

로 산화되어 phosphoenolpyruvate로 탈탄산되고 pyruvate

kinase에 의해 pyruvate를 경유하여 alcohol로 분해되는 경

로, 사과산이 oxaloacetate, pyruvate를 거쳐 알코올로 분해

되는 경로, 사과산이 malic dehydrogenase에 의해 직접
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pyruvate가 되어 대사되는 경로, 사과산이 탈탄산되어 직접

알코올과 CO2로 분해하는 경로 등 4가지 경로가 보고되었

다(7). Carbonic maceration (CM)은 파쇄 되지 않은 온전한

포도송이를 밀폐용기에 담아 2주 혹은 그 이상 CO2를 유지

하며 혐기적 조건하에서 각각의 포도 알맹이가 자체적으로

발효하는 것을 이용한 방법으로, 이전 연구를 통해 CM처리

포도주가 감산, 특히 사과산 함량의 감소에 효과적이란 것

과 CM처리 온도가 높을수록 사과산 함량이 많이 감소된다

는 것을 밝힌바 있다.(8) 그러나 CM처리 시 사과산 감소의

원인에 대해 구체적으로 밝힌 연구가 미비한 실정이다.

본 연구에서는 국산 포도주의 가장 큰 문제점인 높은

산 함량을 감소시키기 위해 산 함량을 감소시키는 방법

중 CM처리를 이용해 감산의 정도와 감산을 시키는 주요

원인을 밝히고자 사과산 대사에 관여하는 효소활성을 중심

으로 실험을 수행하였다.

재료 및 방법

재료 및 사용 효모

포도주 제조에 사용된 포도는 2009년 김천시 구성면 하

강리에서 생산된 캠벨얼리(Campbell Early)품종이었고 효

모는 Saccharomyces cerevisiae(Fermivin 7013, DSM Food

specialties BV, Delft)을 사용하였다.

포도주 제조방법

적포도주 제조에 있어 대조구와 carbonic maceration

(CM) 방법은 장 등(9)의 방법에 따라 실시하였다. CM처리

는 온도별로 25℃, 35℃, 45℃에서 2주간 행하고 CM처리

중 산 함량의 감소에 있어 사과산 감소의 원인을 구명하기

위해 처리 중 0, 3, 6, 10, 14일에 포도알맹이를 취해 유기산

함량 및 효소활성을 분석하였다.

pH 및 총산

pH 및 총산 분석용 시료는 포도주 원액 속에 녹아있는

이산화탄소를 제거하기위하여 상온에서 세차게 흔든 후

정치시킨 시료를 사용하였다. pH는 원액 그대로 pH meter

(Model 115PD, Istek, Korea)를 이용하여 측정하였다. 총산

은 포도주 시료 5 mL에 증류수 20 mL를 넣은 다음 0.1

N NaOH로 pH 8.2까지 적정한 다음 들어간 0.1 N NaOH

용량에 상당하는 샘플 내 총산을 포도주의 주된 산인 주석

산(tartaric acid)으로 환산하였다.

유기산 함량

유기산 함량은 포도주를 3배 정도 희석한 후 HPLC용

메탄올과 3차 증류수로 활성화 한 Sep-pak C18 cartridge로

처리하고 0.45 μm membrane filter로 여과한 후 HPLC

(Agilent 1100 HPLC Chemstation, Youngin)로 분석하였다

(10). HPLC의 조건은 다음과 같이 column은 Zorbax SB-Aq

(4.6×250 mm, 5 μm, Agilent, USA)이었고, 이동상은 20 mM

phosphate buffer (pH 2.0)와 acetonitrile을 97:3의 비율로

0.4 mL/min의 속도로 흘러주었다. Detecter는 variable

wavelength detecter이었고 검출파장은 210 nm로 설정하였

으며 injection volume은 10 μL이었다. 유기산 함량은 농도

별 표준물질을 이용해 환산하여 나타내었다.

효소 추출액 제조

CM처리 포도의 다양한 효소활성 측정을 위한 효소 추출

은 Angleon 등(11)의 방법에 따라 추출하였다. 먼저 시료

100 g에 시료의 1.5배 되는 cold 아세톤과 아세톤에 대하여

5% polyethylene glycol 6000 (Hayashi pure chemical Ind,

Japan)을 첨가해 1분간 마쇄시킨 후 여과하였다. 여과지

위의 잔여물에 cold 아세톤을 더 첨가해 다시 한 번 갈아주

고 여과한 후 cold 아세톤으로 여러 번 씻어주었다. 여과지

위에 생성된 aceton powder를 수시간 실온에 방치하여 말리

고 사용할 때까지 -20℃에 저장하였다. 이렇게 준비된

powder 0.5 g에 5 mM mercaptoethanol과 2 mM EDTA가

함유된 차가운 0.1M sodium phosphate buffer (pH 7.5) 20

mL를 넣고 상온에서 30분간 교반한 후 4℃ 15,000 rpm에서

15분간 원심분리를 한 후 상등액을 취해 효소활성 측정에

사용하였다.

Malic enzyme활성 측정

Malic enzyme (EC 1.1.1.40)활성은 Geer 등(12)의 방법에

따라 수행하였다. 즉 L-malate와 β-NADP의 존재하에 malic

enzyme이 관여해 pyruvate와 CO2, β-NADPH를 생성시키는

원리를 이용한다. 효소활성 반응액은 100 mM Tris/HCl

buffer (pH 7.4) 2 mL에 100 mM L-malic acid 0.1 mL, 20

mM β-NADP 0.05 mL, 20 mM MnCl2 0.75 mL를 넣어 섞은

후 분광광도계를 이용하여 25℃에서 안정화된 기질용액에

enzyme extract 0.1 mL를 넣어 최종 3 mL가 되게 한 후

분광광도계를 이용하여 340 nm에서 5-10분 정도 β

-NADPH 증가률을 측정하였다. Blank는 enzyme extract 대

신 증류수 0.1 mL를 넣어 측정한 뒤 아래의 식으로 계산하

여 효소활성을 나타내었다. 효소활성 1 unit는 25℃ pH 7.4

에서 분당 1.0 μmole L-malate와 β-NADP가 pyruvate와 CO2,

β-NADPH로 전환하는 효소의 양으로 하였다.

Units/mL enzyme =

3 = Total volume of assay

df = Dilution factor
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6.22 = Millimolar extinction coefficient of β-NADPH at

340 nm

0.1 = Volume of enzyme used

Malic dehydrogenase활성 측정

Malic dehydrogenase (EC 1.1.1.37)활성은 Bergmeyer 등

(13)의 방법에 따라 수행하였다. 즉, oxaloacetate와 β

-NADH의 존재하에 malic dehydrogenase가 관여해 malic

acid와 β-NAD를 생성시키는 원리를 이용한다. 효소활성

반응액은 100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.5)에

녹인 0.14 mM β-NADH (β-nicotinamide adenine

dinucleotide, reduced form disodium salt) 2.8 mL를 light path

1cm cuvettes에 넣고 25℃에서 안정시킨 후 동일한 buffer에

녹인 7.6 mM oxaloacetic acid (OAA) 0.1 mL와 효소추출액

0.1 mL를 넣어 즉시 섞은 후 분광광도계 340 nm에서 2분

동안 β-NADH의 감소 정도를 측정하였다. Blank는 enzyme

extract 대신 buffer 0.1 mL를 넣어 동일하게 측정한 뒤 malic

enzyme에서와 같은 식으로 계산하여 나타내었다. 효소활

성 1 unit는 25℃ pH 7.5에서 분당 1.0 μmole oxalacetate와

β-NADH가 L-malate와 β-NAD로 전환하는 효소의 양으로

하였다.

Oxalacetate decarboxylase활성 측정

Oxalacetate decarboxylase (EC 4.1.1.3)활성은 oxalacetic

acid가 oxalacetate decarboxylase의 작용으로 pyruvic acid와

CO2를 생성하고 생성된 pyruvic acid가 β-NADH와 H
+
의

존재하에 lactic dehydrogenase의 작용으로 lactic acid와 β

-NAD+를 생성시키는 원리를 이용해 측정한다. 효소활성

반응액은 100 mM triethanolamine HCl (pH 8.0) 0.9 mL에

10 mM MnCl2 0.1 mL, 6.5 mM β-NADH 0.1 mL, deionized

water 0.9 mL, 차가운 10 mM Tris HCl (pH 8.0)에 희석한

550 units/mL lactic dehydrogenase solution 0.02 mL와 효소

추출액 0.05 mL를 넣어 분광광도계 340 nm 25℃에서 흡광

도를 측정하여 혼합액이 안정될 때까지 둔 후 차가운 200

mM Tris HCl (pH9.0)에 녹인 50 mM oxalacetic acid 0.1

mL를 넣어 바로 섞어준 뒤 10분 동안 흡광도를 측정하였다.

Blank는 효소추출액 대신 10 mM Tris HCl (pH 8.0) 용액

0.05 mL를 넣어 동일하게 10분 동안 흡광도를 측정한 뒤

다음의 식으로 계산하여 나타내었다. 효소활성 1 unit는

25℃ pH 8.0에서 분당 1.0 μmole oxalacetate가 pyruvate와

CO2로 전환하는 효소의 양으로 하였다.

Units/mL enzyme =

2.17 = Total volume of enzyme assay

df = Dilution factor

6.22 = Millimolar extinction coefficient of β-NADH at

340 nm

0.05 = Volume of enzyme used

Pyruvate decarboxylase활성 측정

Pyruvate decarboxylase (EC 4.1.1.1)활성은 Gounaris 등

(14)의 방법에 따라 수행하였다. 즉, pyruvate가 pyruvate

decarboxylase의 작용으로 acetaldehyde와 CO2로 전환되고

생성된 acetaldehyde가 β-NADH의 존재하에 alcohol

dehydrogenase의 작용을 받아 ethanol과 β-NAD로 전환되

는 원리를 이용한다. 효소활성 반응액은 200 mM citrate

buffer 2.7 mL에 1 M sodium pyruvate 0.1 mL, β-NADH

0.05 mL, 차가운 증류수에 희석한 200 units/mL alcohol

dehydrogenase 0.05 mL를 넣어 혼합하고 분광광도계 340

nm 25℃에서 흡광도를 측정하여 혼합액이 안정될 때까지

둔 후 효소추출액 0.1 mL를 넣어 즉시 혼합하고 5분 정도

흡광도를 측정하였다. Blank는 200 mM citrate buffer 2.9

mL에 1 M sodium pyruvate 0.1 mL를 혼합해 동일하게 5분

정도 흡광도를 측정한 뒤 malic enzyme에서와 같은 식으로

계산하여 효소활성을 나타내었다. 효소활성 1 unit는 25℃

pH 6.0에서 분당 1.0 μmole pyruvate가 acetaldehyde로 전환

하는 효소의 양으로 하였다.

L-Lactic dehydrogenase활성 측정

L-Lactic dehydrogenase (EC 1.1.1.27)활성은 Bergmeyer

등(13)의 방법에 따라 수행하였다. 즉, pyruvate와 β-NADH

의 존재하에 L-lactic dehydrogenase가 관여해 L-lactate와

β-NAD를 생성시키는 원리를 이용한다. 효소활성 반응액

은 100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.5)에 녹인 0.13

mM β-NADH (β-nicotinamide adenine dinucleotide, reduced

form disodium salt) 2.8 mL와 동일한 buffer에 녹인 69 mM

sodium pyruvate solution (pyruvate) 0.1 mL를 light path 1cm

cuvettes에 넣고 37℃에서 안정시킨 후 효소추출액 0.1 mL

를 넣어 즉시 섞은 후 분광광도계 340 nm에서 5분 동안

감소 정도를 측정하였다. Blank는 효소추출액 대신 상기

buffer에 녹인 1.0% bovine serum albumin solution 0.1 mL를

넣어 동일하게 측정한 뒤 malic enzyme에서와 같은 식으로

계산하여 나타내었다. 효소활성 1 unit는 37℃ pH 7.5에서

분당 1.0 μmole pyruvate가 L-lactate로 전환하는 효소의 양

으로 하였다.

통계처리

실험결과 통계처리는 The R-Commander: A Basic-Statistics

GUI for R (Current version : 2.13.0)을 이용하여 유의차를

검정하였다.
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결과 및 고찰

Carbonic maceration처리 시 용기 내 가스 조성

CM처리 시 밀폐 용기 내부의 가스조성을 알아보기 위하

여 시간별 산소 농도와 이산화탄소의 농도를 확인한 결과

Fig. 1에서와 같이 처리 24시간이 되기 전에 용기 내부의

산소 농도는 0%를, 이산화탄소 농도는 100% 가까이 변화

되어 완전히 혐기 조건이 되는 것을 알 수 있었다.

Fig. 1. Changes in the O2 and CO2 concentrations based on the
temperature during Carbonic Maceration process of Campbell
Early grapes.

O2 concentration at 25℃(◆), 35℃(■), and 45℃(●) as well as CO2 concentration
at 25℃(◇), 35℃(□) and 45℃(⃝) were determined.

Carbonic maceration처리 포도의 pH 및 총산

CM처리 포도의 사과산 함량 감소에영향을 미치는 요인

을찾고자 포도를 2주 동안 온도별 CM처리를 한 후 시기별

로 포도의 pH를 측정한 결과는 Table 1과 같다. pH는 25℃와

35℃에서 가장 많이 증가하였고 대조구와 45℃는 초기와

비슷하거나 조금 증가하여 25℃와 35℃보다 더 낮은 pH

값을 나타내었다. 총산함량은 25℃와 35℃에서 처리시간이

경과할수록 함량이 많이 감소하는 것으로 나타났으며 35℃

는 처리 6일 이후 총산 함량이 조금씩 증가하는 경향을

보였다. 반면 45℃는 초기와 비슷한 총산함량을 나타내었

다. 위와 같은 결과로볼때 CM처리 시 적정의 온도 증가가

포도의 pH 증가 및 총산 함량 감소에 영향을 주는 것으로

나타났으며 총산 함량을 감소시키는 요인들이 온도에영향

을 받는 것으로 생각된다.

Carbonic maceration처리 포도의 유기산 함량

CM처리 포도의 사과산 함량 감소에영향을 미치는 요인

을찾고자 포도를 2주 동안 온도별 CM처리 한 후 시기별로

유기산 함량을 측정한 결과를 Table 1에 나타내었다.

사과산은 35℃와 25℃에서 가장 많이 감소되었으며 특히

35℃는 처리 6일까지 급격히 감소되어 초기보다 50% 이상

의 감소율을 보였다가 이후 감소율이 서서히줄어들었지만

25℃는 14일까지 일정하게 감소하는 것으로 나타났다. 반

면 45℃에서는 사과산 함량이 초기에 조금 감소한 후 거의

변화 없이 일정한 함량을 나타내었으며, 대조구에서는 발

효 중 사과산이 거의 감소하지 않는 것으로 나타났다. 사과

산의 감소는 포도의 물질대사 중 사과산이 포도 자체의

효소반응에 의해 분해되어 pyruvate와 같은 물질로 변화된

후 알코올을 생성하는 발효대사로 산함량이 감소하거나

(15,16), 미생물학적으로 Saccharomyces 속의 효모나

malo-ethanolic 발효를 일으키는 일부 Schizosaccharomyces

와 같은 효모의 효소(17-20)에 의해 분해되거나, 또는 사과

산을 이용해 젖산을 생성시키는 젖산균에 의해 사과산이

분해된다고 알려져 있다.

젖산은 초기에 498 mg/L의 함량을 나타내었는데 대조구

에서는 3일에 905 mg/L를 나타내었다가 6일에좀더 증가한

후 발효 완료일까지 비슷한 함량을 유지하였다. CM처리

중 25℃에서는 함량이 증가하였지만다른처리에 비해낮은

함량을 나타내었다. 45℃에서도 처리 중 함량이 증가하였

지만 대조구보다 낮은 함량을 나타내었고, 반면 35℃는 처

리 6일까지 함량이급격히 증가한 후 처리완료일까지 비슷

한 함량을 나타내어 초기의 3배 이상의 함량을 나타내었으

며 다른 처리에 비해 가장 높은 젖산 함량을 나타내었다.

일반적으로 발효 중 젖산은 젖산균에 의해 생성하게 되는데

혐기적 상태에서 당이나 사과산을 이용해 젖산을 생성하는

젖산균의 활성이 높은 것이 원인으로 생각되며, 포도 껍질

에 존재하는 젖산균의 유무나 성장 속도가 젖산 함량에

영향을 미쳤을 것이라 생각된다. 보통 포도 껍질에 존재하

는 미생물은 포도 껍질의 특성상 포도 내부로 침투하기가

힘들지만껍질이 약해져찢어지거나 상처를입으면 내부로

쉽게 침투할 수 있게 된다. 혐기처리나 CM처리의 경우에도

온도가 높으면 포도껍질이약해져쉽게찢어지고 대기환경

이 미생물 특히 통성혐기성 미생물들이 생육하기에 적당하

게 되어 자연적인 malo-lactic 발효가 일어나 포도의 사과산

을 소비해 젖산 생성에 영향을 미치지 않았을까 생각된다.

특히 CM35℃에서 젖산 함량이 많이 증가되었다는 것은

젖산균의 성장에 온도가크게영향을 미쳤을 것으로 생각된

다. Spranger 등(21)의 실험에서 사과산 함량의 감소와 젖산

함량의 증가가 malo-lactic 발효와 유사한 반응에 의한 결과

라는 보고와 같이 CM처리 포도주가 다른 처리의 포도주에

비해 사과산의 함량은 감소하고 젖산의 함량은 증가하였으

며, 장 등(8)과 이 등(22)의 실험에서도 비슷한 경향을 나타

내었다.

Carbonic maceration처리 포도의 malic enzyme 활성

Malic enzyme은 L-malic acid를 탈탄산화시켜 pyruvate,

CO2 및 NADPH를 생성한다. malic enzyme 활성은 Fig. 2에
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Table 1. Changes in the pH, total acid, malic acid and lactic acid based on the temperature during carbonic maceration process of Campbell
Early grapes.

Treatments
Treatments days

0 3 6 10 14

Control

pH

3.89a 3.82c 3.97c 4.04b

CM25 3.89a 4.06ab 4.11b 4.20ab 4.28ab

CM35 3.89
a

4.15
a

4.25
a

4.22
a

4.37
a

CM45 3.89
a

4.00
b

4.01
bc

4.03
b

4.04
b

Control

Total acid
(%, w/v)

0.63
a

0.67
c

0.62
b

0.61
b

CM25 0.63
a

0.55
ab

0.54
c

0.52
a

0.49
a

CM35 0.63
a

0.52
a

0.49
a

0.51
a

0.53
a

CM45 0.63
a

0.65
bc

0.65
b

0.64
b

0.61
b

Control

Malic acid
(mg/L)

2191a 2193b 2264c 2311c

CM25 2191a 1812ab 1610b 1350b 1042c

CM35 2191a 1496a 867a 695a 655a

CM45 2191a 1823ab 1723b 1717b 1722b

Control

Lactic acid
(mg/L)

498a 905a 1055b 1056c

CM25 498a 556a 692b 716b 726b

CM35 498
a

879
a

1514
a

1614
a

1599
a

CM45 498
a

697
a

846
b

844
bc

925
b

Fig. 2. Changes in the malic enzyme activity based on the
temperature during carbonic maceration process of Campbell Early
grapes.

Control(◆) and carbonic maceration at 25℃(■), 35℃(▲) and 45℃(●).

서와 같이 25℃에서는 초기부터 처리 완료시까지 활성이

높게 나타났으며 35℃에서는 초기에 활성이 높다가 처리

시간이 경과할수록 활성이 낮아졌으며 대조구에서는 초기

부터 CM처리에 비해 활성이낮게 나타나다가 발효 시급격

히 떨어지는 것으로 나타났다. 반면 45℃에서는 초기부터

효소활성이 나타나지 않았다. 특히 25℃와 35℃의 처리온도

에 있어서 초기에는 온도가 높을수록 활성도 크지만 처리

시간이 경과할수록 온도가 높으면 활성이 빨리 감소하는

것으로 나타났다. 이와 같은 malic enzyme 활성의 결과를

Table 1의 포도의 유기산 중 사과산 함량의 감소와 비교해

보면 35℃와 25℃에서 가장 많은 사과산 함량이 감소되었고

대조구와 45℃에서 감소가 적은 것으로 나타났다. Marr(23)

는 단세포 생물에서 malic enzyme에 의한 aerobic

fermentation 조절에 관한 실험에서 aerobic fermentation 과

정 중 malic enzyme은 oxalacetate와 acetyl-coenzyme A에

의해 저해되어 pyruvate로 전환되지 않고, fumarase를 통해

oxalacetate로부터 succinate까지 전환되는 mechanism이 나타

난다고보고하였다. Redzepovic 등(24)의다양한 Saccharomyces

종에 의한 사과산 감산 실험에서 사과산이 발효 초기에는

fumarase에 의해 succinate로 전환될 수 있지만, 대부분 발효

중 malic enzyme에 의해 pyruvate를 거쳐 에탄올로 전환된

다고 보고하였다. 따라서 malic enzyme의 활성을 나타내기

위해서는 호기적 조건보다 혐기적 조건에서 활성이 강하게

나타나며 본 실험에서의 CM은 완전 혐기적인 조건이기

때문에 malic enzyme의 영향으로 사과산이 pyruvate로 거쳐

에탄올로 전환되어 사과산 함량이 감소되었을 것으로 판단

된다.

Carbonic maceration처리 포도의 malic acid dehydrogenase

활성

Malic acid dehydrogenase는 malic acid와 β-NAD+의 존재

하에 oxaloacetate, β-NADH 및 H
+
를 생성시키거나 반대로

oxaloacetate와 β-NADH의 존재하에 malic acid와 β-NAD
+
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를 생성시키는 효소이다. 효소활성을 측정한 결과 Fig. 3에

서와 같이 25℃에서는 초기부터 처리 완료시까지 활성이

높게 나타났으며 35℃에서는 초기에 활성이 높다가 처리

시간이 경과할수록 활성이 낮아졌으며 대조구에서는 초기

부터 CM처리에 비해 활성이낮게 나타나다가 발효 시급격

히 떨어지는 것으로 나타났다. 반면 45℃에서는 초기부터

효소활성이 나타나지 않았다. 특히 대조구의 경우 초기부

터 효소활성이 낮은 것은 포도주 제조 시 첨가하는 메타아

황산칼륨이 효소의 활성에 영향을 미쳤기 때문에 CM처리

보다 초기 활성이 낮게 나타나는 것이라 판단된다. 45℃의

경우 활성이 나타나지 않는 것은 보통 효소활성에 있어

온도와 반응속도 사이에서 온도가 40℃를 넘으면 활성이

저하된다는 사실에 미루어 45℃는 효소의 활성을 저해시키

는 온도라 판단된다.

Fig. 3. Changes in the malic acid dehydrogenase activity based on
the temperature during carbonic maceration process of Campbell
Early grapes.

Control(◆) and carbonic maceration at 25℃(■), 35℃(▲) and 45℃(●).

Carbonic maceration처리 포도의 oxalacetate

decarboxylase 활성

Oxalacetate decarboxylase활성 측정은 Fig. 4에 나타낸

것과 같이 전반적으로 모든 CM처리에서 처리 초기에는

활성이 높다가 처리 기간이 지날수록 효소활성이낮아지는

것으로 나타났다. 처리 중 35℃와 25℃의 활성이 높은 것으

로 나타났고 처리 3일에 최고 활성을 보이다가 서서히낮아

지는 것으로 나타났다. 반면 45℃에서는 활성이 없는 것으

로 나타나 malic enzyme나 malic acid dehydrogenase와 비슷

한 결과를 보였다. Pablo 등(25)은 malic enzyme family에

속하는 oxalacetate decarboxylase의 특성을 조사하는 실험

에서 malate, oxalacetate, succinat와 같은 C4 compounds로부

터 phosphoenolpyruvate를 합성시키는 mechanism 중 C4

compounds를 이용할 수 없는 변종 E. coli strain을 malate와

succinate를 첨가한 minimal midium에서 배양 시 변종 strain

이 C4 compound를 C3 compound로 전환시킬수없기 때문에

medium에서 성장하지못하였지만, oxalacetate decarboxylase

gene이 변종 strain에 존재할 때 succinate가 첨가된 medium

에서 성장하여 oxalacetate decarboxylase가 oxalacetic acid

로부터 pyruvate를 합성시킬 수 있음을 밝혔다. 따라서

malic enzyme과 oxalacetate decarboxylase 두 효소 모두

malic acid나 oxalacetic acid로부터 pyruvate를 합성시킬 수

있으며, CM처리 포도에는두효소 모두존재함으로 사과산

감소에 영향을 미쳤을 것으로 판단된다.

Fig. 4. Changes in the oxalacetate decarboxylase activity based on
the temperature during carbonic maceration process of Campbell
Early grapes.

Control(◆) and carbonic maceration at 25℃(■), 35℃(▲) and 45℃(●).

Carbonic maceration처리 포도의 pyruvate decarboxylase

활성

Pyruvic acid는 당의 해당경로의 1단계 마지막 대사산물

로 생성되거나 malate가 NADP-malic enzyme의 영향을 받

아 생성되는 물질이다. 포도의 당이나 malate가 pyruvate로

전환된 뒤 혐기적 조건에 의해 pyruvate가 TCA cycle로 넘

어가지 않고 ethanol로 전환될 때 중간산물로 아세트알데하

이드가 생성하게 된다. Pyruvate decarboxylase(PDC)는

pyruvate를 아세트알데하이드로 전환시키는 효소로 이 효

소의 활성은 Fig. 5에서와 같이 대조구를 제외한 모든 CM처

리에서 처리 3일에 활성이급격히 증가한 후 일정하게 활성

이 유지되다가 처리 10일 이후급격히 감소하였다. CM처리

는 혐기적 조건이기 때문에 과실에 알코올이축적하게 되며

대부분 당이나 일부 사과산이 알코올과 CO2로 전환하게

된다. CM 45℃처리 포도 알맹이 내에도 알코올과 CO2가

생성되는 사실에 미루어 다른 효소활성과 달리 pyruvate

decarboxylase는 높은 온도에서도 활성을 나타내는 것으로

나타났다. Yang 등(26)은 CM처리 중 포도 알맹이 내의 알코

올 생성량이 보통 0.5-2.2%의범위라고 보고하였다. 그러나

pyruvate decarboxylase의 활성은 다른 효소에 비해 활성이
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크지 않은 것으로 나타났는데, Bruemmer 등(27)의 실험에

서도 pyruvate decarboxylase의 활성은 다른 효소활성에 비

해 활성이 낮은 것으로 보고되었다.

Fig. 5. Changes in the pyruvate decarboxylase activity based on the
temperature during carbonic maceration process of Campbell Early
grapes.

Control(◆) and carbonic maceration at 25℃(■), 35℃(▲) and 45℃(●).

Carbonic maceration처리 포도의 L-Lactic dehydrogenase

활성

Lactic acid 축적은 pyruvate까지의 급격한 당분해와 동시

에 succinate dehydrogenase 활성의 감소에 의한 더딘 호기

적 호흡률에 의해 일어난다고 알려져 있다(28). 본 실험에서

는 젖산을 생성시킬때 관여하는 효소 L-lactic dehydrogenase

(EC 1.1.1.27)의 활성이 포도 자체에 있는 지 알아보기 위해

CM처리 중 효소활성을 측정한 결과 포도에서는 이 효소의

활성이 나타나지 않았다(자료 미제시). 이와 같은 결과로

보았을 때 CM처리 중 젖산의 증가는 젖산균이 관여했기

때문이라 판단된다. 또한 CM처리 온도별로 젖산 함량에

차이가 나는 것으로 보아 젖산균의 생육에 온도가 큰 영향

을 미치는 것으로 보인다. 대부분의 과일에서 pyruvate가

lactate dehydrogenase의 작용으로 lactate까지 발효되는 과

정은 거의 없다. 대부분의 과일은 O2가 제한되어 있거나

O2 소비율이 높은 반응에서는 lactate를 축적시키는 대신

발효와 관련된 물질대사를 더 활발하게 일으킨다고 알려져

있는데, Borsani 등(29)의 복숭아 실험에서 수확 후 성숙

중 LDH의 활성은 없었지만 PDC와 alcohol dehydrogenase

(ADH)의 활성은 증가되었다고 보고하였고, Germain 등

(30)은 토마토에서 LDH genes을 확인하였지만산소스트레

스에 따른 반응에서 LDH 활성이 기저 수준 정도라고 보고

하여 LDH 활성이 거의 없음을 알 수 있었다. 이와 같은

결과로부터 CM처리 시 사과산의 감소는 사과산 대사관련

효소 작용의 영향을 받는 것으로 판단되었으며, 젖산의 증

가는 포도 자체의 효소작용에 의하여 생성되는 것이 아

닌 젖산균과 같은 다른 요인에 의해 발생될 것으로 판단

되었다.

요 약

Carbonic maceration처리 포도주에 있어 유기산 특히 사

과산 함량을 감소시키는 주요 원인을 찾고자 포도를 2주

동안 온도별 carbonic maceration 처리하며 시기별로 산함량

및 사과산대사 관련 효소활성을 측정하였다. 온도별

carbonic maceration 처리 포도의 pH는 CM-25℃와 CM-3

5℃에서 처리 시간이 경과할수록 가장 높았으며, 총산은

초기에는 CM-35℃에서 가장 낮은 함량을 나타내었지만

처리 6일 이후 서서히 증가하였고, CM-25℃는 처리완료일

까지 꾸준히 감소하는 것으로 나타났다. CM-45℃는초기와

비슷한 함량을 나타내어 다른 처리보다 높은 총산 함량을

나타내었다. 유기산 함량에 있어 사과산 함량은 CM-35℃에

서 가장 많이 감소하였고, 젖산 함량은 CM-35℃에서 가장

높게 나타났다. 사과산 대사과련 효소활성을 살펴본 결과,

malic enzyme과 malic dehydrogenase는 CM-25℃와 CM-3

5℃에서 가장 높은 효소활성을 나타내었지만 CM-45℃에서

는 초기부터 효소활성이 나타나지 않았다. oxalacetate

decarboxylase 활성도 malic dehydrogenase 활성과 비슷한

경향을 나타내었다. pyruvate decarboxylase 활성은 다른 효

소활성에 비해 활성이 낮았지만, CM-45℃에서도 활성을

나타내었다. 반면 L-lactic dehydrogenase 활성은 어떤 처리

구에서도 나타나지 않았다. 이와 같은 결과로부터 온도와

효소활성과의 관계에 있어 온도가 40℃ 이상에서는 사과산

대사관련효소가 활성을 나타내지 않는 것을 알 수 있었고,

carbonic maceration 처리에서 사과산 감소가 효소의 작용에

크게영향받는 것을확인할 수 있었지만, 젖산 생성에 대해

서는 효소작용 외에 사과산 대사 미생물과 같은 다른 요인

들에 대해 좀 더 깊이 있는 연구가 필요하다.
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