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1.Kurzdarstellung PISUM 

Das PISUM-Projekt zielte darauf ab, Milchsäurebakterien aus Erbsenmaterial zu isolieren, diese zu 
charakterisieren und für die Entwicklung von Joghurtalternativen auf Erbsen- und Favabohnenbasis 
anzupassen. Es wird angenommen, dass Milchsäurebakterien, deren natürliche Umgebung diese 
Hülsenfrüchte sind, besonders gut deren spezifische Herausforderungen bewältigen können. 

Hierfür wurden verschiedene Erbsenmaterialien gesammelt, Mikroorganismen daraus isoliert und 
charakterisiert. Insgesamt konnten 13 Milchsäurebakterienstämme isoliert, genetisch bestimmt und 
hinsichtlich ihrer physiologischen Eigenschaften untersucht werden. Besonders XXX erwies sich als 
vielversprechend: Der Stamm XXX Molekularbiologische Analysen zeigten zudem, dass sich sein 
Stoffwechsel je nach XXX in Richtung XXX steuern lässt, was für die gezielte Prozessführung in der 
Fermentation von Bedeutung ist. 

Ergänzend wurden Stämme aus der Stammsammlung der TU Berlin untersucht. Besonders XXX) zeichnete 
sich durch eine schnelle Ansäuerung und den Abbau von XXX aus. In Kombination mit XXX und teilweise 
auch mit XXX konnten Co-Kulturen gebildet werden, die sowohl technologisch stabile Fermentationen 
ermöglichten als auch sensorische Vorteile gegenüber kommerziellen Referenzen zeigten. 
Probefermentationen mit diesen Mischungen führten zu Erbsenjoghurtprototypen mit verbesserter XXX. 
In einem finalen Geschmackstest wurde die Kultur aus XXX einer kommerziellen Referenz bevorzugt. Sie 
erzeugte ein XXX, weniger intensives Aroma und übertraf damit die Vergleichskulturen. 

Backslopping-Experimente bestätigten die mikrobielle Stabilität der ausgewählten Kulturen über mehrere 
Generationen hinweg, und Skalierungstests bis 400 Milliliter zeigten keine Einschränkungen für eine 
industrielle Umsetzung. Auch die XXX der Starterkultur erwies sich in initialen Tests zur XXX als 
unproblematisch. 

Ein Patent für die Nutzung der Stämme XXX wurde eingereicht, die zudem XXX. Ein Folgeprojekt mit dem 
Ziel, diese Kulturen für die industrielle Anwendung nutzbar zu machen und Parameter wie XXX unter 
diesen Bedingungen zu optimieren, wurde bewilligt. 

Insgesamt konnte das Projekt zeigen, dass die Kombination aus XXX  eine leistungsstarke, robuste und 
sensorisch vorteilhafte Starterkultur für fermentierte Erbsenprodukte darstellt. Damit ist ein 
entscheidender Schritt zur Entwicklung industriell einsetzbarer Joghurtalternativen auf Basis von 
Hülsenfrüchten gelungen, die eine gesteigerte Konsumentenakzeptanz haben. 

2.Ausgangssituation und Aufgabenstellung 

Die Nachfrage nach pflanzenbasierten Lebensmitteln hat in den letzten Jahren deutlich zugenommen. 
Verbraucher:innen wünschen sich zunehmend Alternativen zu tierischen Produkten, die nicht nur 
ernährungsphysiologisch hochwertig und nachhaltig hergestellt, sondern auch sensorisch attraktiv sind 
(PBFA Team, 2024). Besonders im Segment der pflanzlichen Joghurtalternativen zeigt sich, dass der Markt 
derzeit stark von Sojaprodukten dominiert wird (Grand View Research, 2023), deren ökologische Bilanz 
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kritisch diskutiert wird. Andere pflanzliche Ausgangsstoffe wie Mandel, Kokos oder Hafer werden zwar 
zunehmend genutzt, bieten aber im Hinblick auf Nachhaltigkeit, Proteingehalt und landwirtschaftliche 
Anbaubedingungen keine umfassende Lösung (Pointke et al., 2022). 

Die gelbe Spalterbse (Pisum sativum L.) stellt dagegen einen besonders geeigneten Rohstoff dar. Sie 
zeichnet sich durch einen hohen Proteingehalt, einen geringen Fettanteil sowie wertvolle Aminosäuren, 
Vitamine und komplexe Kohlenhydrate aus (García Arteaga et al., 2021; Urbano et al., 2003). Darüber 
hinaus erbringt sie wichtige agrarökologische Leistungen: Stickstofffixierung, Verbesserung der 
Bodenfruchtbarkeit, Reduktion von Treibhausgasen und Förderung der Biodiversität (Loveday, 2019). 
Damit vereint die Erbse sowohl ernährungsphysiologische als auch ökologische Vorteile. 

Trotz dieser Potenziale gibt es bislang wenige marktfähige erbsenbasierte Joghurtalternativen. Ein 
wesentlicher Grund liegt in technologischen und sensorischen Herausforderungen: Produkte aus 
Erbsenprotein weisen häufig eine unerwünschte „Bohnigkeit“, Bitterkeit oder grasige Off-Flavours auf 
(Trindler et al., 2022). Zudem gelingt es herkömmlichen Starterkulturen, die auf Milchsubstraten optimiert 
sind, nur unzureichend, die spezifische Matrix der Erbse zu verwerten und ein für Joghurt typisches 
Aroma- und Texturprofil zu erzeugen. Somit besteht eine klare Lücke zwischen dem Potenzial der Erbse 
und der tatsächlichen Verfügbarkeit qualitativ hochwertiger erbsenbasierter Fermentprodukte. 

Vor diesem Hintergrund entstand die Aufgabenstellung des Projekts PISUM: Es sollte eine 
maßgeschneiderte Starter-Co-Kultur entwickelt werden, die in der Lage ist, Erbsen- oder 
Ackerbohnenbiomasse effizient zu fermentieren und gleichzeitig sensorische Schwächen zu überwinden. 
Der Ansatz bestand darin, endogene Mikroorganismen – also solche, die natürlicherweise auf Erbsen 
vorkommen – mit etablierten Starterstämmen aus der Milchwirtschaft zu kombinieren. So sollte eine 
Plattformtechnologie geschaffen werden, die die gesamte Wertschöpfungskette vom Rohstoff bis zum 
marktfähigen Produkt adressiert. 

Die Aufgabenstellung gliederte sich dabei in mehrere wissenschaftlichen und technologischen Ebenen: 

1. Identifizierung geeigneter Mikroorganismen 
Zunächst sollten erbseneigene Mikroorganismen isoliert und genetisch charakterisiert werden. Die 
Hypothese war, dass endogene Stämme eine bessere Anpassung an die Erbsenmatrix besitzen und 
dadurch Stoffwechselwege aktivieren, die sowohl antinutritive Faktoren abbauen als auch 
sensorische Verbesserungen bewirken. 
 
 
2. Entwicklung einer Co-Kultur 
Parallel dazu sollten klassische Milchsäurebakterien wie XXX hinsichtlich ihres Wachstums auf 
erbsenbasierten Substraten getestet werden. Die zentrale Aufgabe war es, durch gezielte 
Kombination eine Co-Kultur zu entwickeln, die sowohl eine schnelle Ansäuerung für die 
Produktsicherheit gewährleistet als auch ein mildes, angenehmes Aromaprofil erzeugt. 
 
3. Bewältigung sensorischer Hürden 
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Ein zentrales Problem war die Reduktion unerwünschter Aromastoffe wie XXX, das für den grasig-
bohnigen Geschmack verantwortlich ist. Gleichzeitig sollten positive Aromakomponenten und eine 
joghurtähnliche Textur gefördert werden. Die Aufgabe bestand darin, Mikroorganismen zu finden, die 
gezielt in diesen Bereichen wirken und deren Kombination synergetische Effekte entfaltet. 
 
4. Industrielle Anschlussfähigkeit 
 Neben der wissenschaftlichen Untersuchung musste von Beginn an berücksichtigt werden, dass die 
entwickelte Kultur auf bestehende Produktionsprozesse der Milchindustrie übertragbar ist. 
Fermentationszeiten von XXX Stunden, wie sie in der Kuhmilchjoghurtproduktion üblich sind, sollten 
auch für erbsenbasierte Produkte erreicht werden. 
 

3. Abweichungen vom Projektplan 

Das Projekt verzögerte sich um drei Monate gegenüber dem ursprünglich geplanten 
Abgabetermin. Aufgrund einer lang andauernden Reparatur des Gaschromatographen sowie des 
unerwarteten Einflusses einiger Fermentationsbehälter auf die Sensorik des Endprodukts 
verzögerte sich die Fertigstellung von Arbeitspaket 4 (AP4). Eine Projektverlängerung wurde am 
29.10.2024 beantragt und bewilligt, mit einem überarbeiteten Projektabschluss bis April 2025. 

Unterarbeitspakete 3.4 und 3.5 wurden nicht verfolgt – die beiden Arbeitspakete umfassten die Erstellung 
metabolischer Modelle auf Basis der Genomsequenz eines aus Erbsenmaterial isolierten 
Milchsäurebakterienstamms. Im Verlauf des Projekts zeigte sich jedoch, dass alleine die genetischen 
Daten die komplexen Umgebungsbedingungen, wie a) die spezifische Zusammensetzung des Substrats 
oder b) Abweichungen technischer Parameter (chemisch, biologisch etc.) während des 
Produktionsprozesses, nicht ausreichend widerspiegeln. Insbesondere das Fehlen einer regulatorischen 
Ebene, sowie die Wechselwirkungen zwischen Mikroorganismen in einer Co-kultur erschweren die 
Anwendbarkeit solcher Modelle erheblich (Kabara et al. 2025). 
Daher wurde der Fokus der Entwicklung auf Probefermentationen und XXX verlagert, um die 
Anpassung der Kulturen an das Nährmedium zu verbessern. Ursprünglich war diese Arbeit im 
Rahmen von Arbeitspaket (AP) 5.3 vorgesehen, das die Untersuchung der Populationsdynamik 
und Stabilität der Kulturen zum Ziel hatte. Der Umfang wurde jedoch erweitert: XXX, speziell mit 
Hinblick auf off-flavour Abbau und Aromaproduktion. Dadurch konnten trotz des Wegfalls der 
ursprünglich geplanten Genombasierten Modellierungen wertvolle Erkenntnisse über das 
Verhalten und die Optimierung der untersuchten Milchsäurebakterien gewonnen werden. 
Im Verlauf dieser Arbeiten analysierte die TU Berlin regelmäßig die Entwicklung des Aromaprofils 
und des Metabolismus, einschließlich des Abbaus unerwünschter Geschmacksstoffe (Off-
Flavours) und der Bildung erwünschter Aromakomponenten. Zudem wurden die XXX 
quantifiziert.  
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Zusammenfassend wurden die Modellierungsaufgaben durch umfangreiche experimentelle 
Arbeiten im Rahmen des XXX ersetzt, das über einen Zeitraum von zehn Monaten und XXX 
durchgeführt wurde. Dieser alternative Ansatz diente nicht nur der Überprüfung der 
Populationsstabilität, sondern führte auch zu einer verbesserten Leistungsfähigkeit der 
Starterkulturen und zu einem tieferen Verständnis der Anpassungsprozesse von 
Milchsäurebakterien. 
 

4. Durchgeführte Arbeiten und erzielte Ergebnisse 

AP1 Auswahl geeigneter Erbsensamen und Bestimmung des 
Erbsensamenmikrobioms 

1.1 Regionale Auswahl von gelben Spalterbsen 

Im Arbeitspaket 1.1 wurde Erbsenmaterial aus insgesamt sieben verschiedenen Quellen gesammelt. 
Zwischen den Proben unterscheiden sich Herkunft und Kultivar (gelbe vs grüne Erbse) sowie Bestandteil 
der Erbse und Verarbeitung des Materials (frisch, getrocknet, gefroren) (s. Tabelle 1 & Abbildung 1) 
 
Tabelle 1: Proben, die im Rahmen dieses Projekts gesammelt wurden. 

XXX    

    

    

    

    

    

    

    

 
XXX 

1.2 Entwicklung geeigneter erbsenproteinhaltiger Nährmedien und Bestimmung 
hochauflösender genetischer Marker 

Im Arbeitspaket 1.2 wurden pflanzenbasierte Nährmedien auf Basis von Erbsenproteinisolat entwickelt, 
um das Wachstum von Milchsäurebakterien zu ermöglichen. Ein Teil der Rezepturen für die Medien wurde 
neu erstellt, andere basierten auf Labormedien wie XXX, die üblicherweise für die Kultivierung von 
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Milchsäurebakterien genutzt werden. Ziel war es, tierische Bestandteile für die Kultivierung von 
Mikroorganismen in veganen Lebensmitteln durch XXX zu ersetzen. Die entwickelten Medien zeigten sich 
geeignet für das Wachstum verschiedener Milchsäurebakterienarten wie XXX oder XXX, unter anderem 
aus der TU Berlin Stammsammlung. Dabei traten sichtbare Unterschiede in der Kolonienmorphologie auf. 
 

1.3 Bestimmung isolierter endo- und epiphytischer “Erbsenmikroorganismen” 

Im Rahmen von Arbeitspaket 1.3 wurden Mikroorganismen aus Erbsensamen auf verschiedenen 
Nährmedien – darunter Standardmedien XXX sowie die in AP 1.2 entwickelten erbsenproteinhaltigen 
Varianten – unter anaeroben Bedingungen angereichert. Ziel war die Isolierung endo- und epiphytischer 
Milchsäurebakterien. Um Kontaminationen zu umgehen und gezielt Milchsäurebakterien zu isolieren, 
wurden die Medien mit 50 µg/ml XXX versetzt, einem Antibiotikum, das selektiv gegen XXX wirkt. 
Die 16S-rRNA wurde mittels PCR amplifiziert und anschließend sequenziert. Über einen 
Datenbankabgleich mit bereits sequenzierten und identifizierten Spezies wurden die isolierten 
Bakterien einer Spezies zugeordnet. Die Zuordnung zu Subspezies wurde mit spezifischen Primern 
vorgenommen. Wenn mehrere Stämme der gleichen Spezies isoliert wurden, wurden Fingerprints mit 
einem Universalprimer XXX erstellt. Anhand der entstehenden Bandenmuster konnten diese voneinander 
unterschieden werden. 
Insgesamt wurden 13 Stämme isoliert (s. Tabelle 2). 
 

 
Tabelle 2: Auflistung der isolierten und identifizierten Stämme aus Erbsenmaterial. 

XXX 

AP2 Untersuchung von kommerziell erhältlichem Erbsensubstrat 

2.1 Untersuchung der Erbsenproteinkomposition und -qualität mit lebensmittelchemischen 
und sensorischen Methoden 

Dieses Arbeitspaket wird von der Gruppe von Prof. Sascha Rohn bearbeitet. 

2.2 Untersuchung der initialen Menge an pflanzlichen Sekundärmetaboliten mit 
antinutritiven Eigenschaften und Evaluierung von Vorbehandlungen zu deren Reduktion 

Dieses Arbeitspaket wird von der Gruppe von Prof. Sascha Rohn bearbeitet.  

AP3 Phänotypische Charakterisierung und Generierung von metabolischen 
Modellen der “Erbsenmikroorganismen” 

Im Arbeitspaket 3.1 wurde die physiologische und enzymatische Charakterisierung von aus Erbsen 
isolierten Mikroorganismen vertieft untersucht. Im Fokus stand dabei die Fähigkeit dieser sogenannten 
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„Erbsenmikroorganismen“, pflanzliche Bestandteile wie Kohlenhydrate, Proteine und Lipide zu verwerten 
sowie potenziell geschmacks- und gesundheitsrelevante Stoffe wie XXX abzubauen. 

3.1.1 Untersuchung der Verwertung von Kohlenhydratquellen und extrazellulären 
Enzymaktivitäten 

Wachstumsversuche und Kohlenhydratverwertung (3.1.1): 
Zunächst wurden Wachstumskurven mit ausgewählten Stämmen erstellt, jedoch aufgrund des langsamen 
Wachstums unter anaeroben Bedingungen als unpraktikabel bewertet. Stattdessen wurde die 
Verwertung von Kohlenhydraten (Glukose, Fruktose, Saccharose) auf erbsen- und ackerbohnenbasierten 
Agarplatten untersucht. Dabei zeigte sich, dass Ackerbohnenprotein ohne den Zusatz von Zuckern ein 
besseres Medium für das Wachstum der isolierten Bakterien ist. Bei vier den Stämmen wurde EPS-
Produktion beobachtet, allerdings nur auf saccharosehaltigem Medium. 
 
Extrazelluläre Enzymaktivität: 
Weder proteolytische noch lipolytische Aktivitäten konnten auf den eingesetzten Nährmedien detektiert 
werden. Ein alternativer Assay – die „Tilting-Methode“ – wurde erfolgreich zur Beurteilung der 
Matrixverdickung (durch Säure- und EPS-Produktion) in 96-Well-Platten angewandt (s. Abbildung 2). Hier 
zeigte sich, dass nur bei Zusatz von Zucker Verdickung auftrat. Diese konnte in zwei Typen unterschieden 
werden: joghurtartig (cremig) und quarkartig (stichfest). Besonders XXX  führten zur Verdickung, XXX 
hingegen seltener. 

 

Abb. 2: Repräsentatives Beispiel der Tilting Methode zur Veranschaulichung. 

 
Reduktion von XXX: 
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XXXl trägt zu unerwünschtem „grünen“ Off-Flavour in pflanzlichen Produkten bei (Trindler et al., 2022). In 
fermentierten Medien mit XXX konnten einige Stämme – insbesondere XXX – eine signifikante Reduktion 
von XXX nachweisen (s. Abbildung 3). Dies korrelierte mit einer erhöhten optischen Dichte, was auf aktives 
Wachstum hinweist. Ob das Wachstum die XXX förderte oder umgekehrt, bleibt offen, ist jedoch 
vielversprechend für die Anwendung dieser Stämme. 

XXX 
Abb. 3: XXX in MRS durch Erbsenmikroorganismen. Dem Medium wurden 0.2 g/L XXX zugesetzt. (A): 
Zeitlicher Verlauf der XXXkonzentration. (B): Boxplots zur Veranschaulichung der XXXkonzentration nach 
6 h im Medium. Statistisch signifikante Unterschiede zur Kontrolle XXX sind mit * und dem 
entsprechenden p- Wert gekennzeichnet. 
 

3.1.2 Entwicklung eines molekularbiologischen Verfahrens zur Detektion von XXX-positiven 
Mikroorganismen 

Da XXX ein antinutritiver Faktor in Hülsenfrüchten ist, wurde der Abbau mittels eines Agar-basierten 
Assays untersucht (s. Abbildung 4). Nur wenige Stämme zeigten sichtbaren XXXabbau, darunter XXX, der 
in allen Wiederholungen positiv reagierte. Eine parallel verfolgte PCR-basierte Methode zur Detektion 
XXXkodierender Gene schlug fehl, vermutlich aufgrund unzureichender Sequenzinformationen. Die Agar-
basierte Methode bleibt somit vorerst das Mittel der Wahl. 

 

Abb. 4: Repräsentative Agarplatte zur Detektion von XXXaktivität. Die Platte wurde drei Wochen lang 
unter anaeroben Bedingungen bei 40°C inkubiert und anschließend eingefärbt. Helle Bereiche (mit 
Kreisen und Pfeilen markiert) um Kolonien signalisieren einen Abbau von XXX im Agar. 
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Gesamtbewertung AP 3.1: 
Zur vergleichenden Bewertung der Stämme wurde ein Punktesystem eingeführt, das Kriterien wie XXX 
berücksichtigt (s. Tabelle 3). XXX erhielt die höchste Punktzahl und wird daher für weitere Arbeiten 
priorisiert. 
 
Tabelle 3: Bewertungssystem zur Auswahl von Erbsenmikroorganismen für Probefermentationen. 

XXX 

Fazit: 
Das Arbeitspaket 3.1 hat wesentliche Erkenntnisse über das Stoffwechselprofil und die funktionellen 
Eigenschaften der „Erbsenmikroorganismen“ geliefert. Besonders XXX zeigte vielversprechende 
Merkmale wie XXX – entscheidende Voraussetzungen für eine spätere Anwendung als Starterkultur in 
fermentierten, pflanzlichen Lebensmitteln. 

3.2 Untersuchung aktiver intrazellulärer Stoffwechselwege der “Erbsenmikroorganismen” 

Im Arbeitspaket 3.2 wurde die intrazelluläre Stoffwechselaktivität von XXX untersucht, einem 
vielversprechenden Stamm aus vorangegangenen Analysen. Ziel war es, durch Analyse der Genexpression 
zentraler Stoffwechselgene Rückschlüsse auf die Kohlenhydratverwertung und die Bildung 
geschmacksrelevanter Metabolite zu ziehen. 

Mittels reverser Transkriptase-PCR (RT-PCR) wurde die Expression der Gene XXX analysiert. Diese Enzyme 
konkurrieren um das gemeinsame Substrat XXX, wobei XXX für XXX, XXX für Aromastoffvorstufen (XXX) 
und XXX für XXX verantwortlich sind (s. Abbildung 5). 

XXX 

Abb. 5: Schematische Darstellung der Stoffwechselwege zur XXX. XXX 

Zunächst wurde bestätigt, dass die verwendeten Primer spezifisch für die gewünschten Gene sind. In einer 
ersten Versuchsreihe wurde XXX in erbsenproteinhaltigem Minimalmedium ohne Zuckerzusatz (PPM) mit 
XXX (PPMX), mit XXX (PPMX) oder  XXX(PPMX) kultiviert. Nach 24 Stunden zeigte sich, dass XXX in allen 
Medien stärker exprimiert wurde als XXX, wobei der Ausdruck in XXXhaltigem Medium signifikant geringer 
war. XXX konnte in diesem Versuch nicht amplifiziert werden. 

In einer zweiten Versuchsreihe wurde die Genexpression zeitlich verfolgt (alle 2 Stunden). Dabei zeigte 
sich, dass als Transkriptlevel in Medien mit zugesetzter XXX deutlich niedriger sind (s. Abbildung 6). Dies 
ganz beispielsweise durch Katabolitenrepression bedingt sein, die in anderen Milchsäurebakterien wie L. 
plantarum und L. casei gut dokumentiert ist (Gosalbes et al., 1999). 

Spannend ist die Erkenntnis, dass PPMX trotz schlechterem Wachstum auf Festmedium eine höhere XXX-
Expression begünstigt – möglicherweise zugunsten der Bildung von XXX, jedoch zu Lasten der 
XXXproduktion und somit der XXX. Diese Hypothese könnte erklären, warum XXX in XXXhaltigem Medium 
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keine Matrixverdickung zeigte: Ein Großteil des XXX wurde womöglich nicht in XXX, sondern in 
XXXvorstufen umgewandelt. 

XXX 

Abb. 6: Relative Transkriptionslevel von XXX und XXX von XXX in Erbsenmedium mit verschiedenen 
Zuckerquellen. A: Erbsenmedium ohne Zuckerzusatz (PPM); B: Erbsenmedium mit 1% XXX (PPMX); C: 
Erbsenmedium mit 1% XXX (PPMX); D: Erbsenmedium mit 2% XXX (PPMX). Statistisch signifikante 
Unterschiede (p<0.5) sind mit * gekennzeichnet.  

Das bessere Wachstum in XXXhaltigem Medium bestätigte sich auch in der Zählung koloniebildender 
Einheiten (KBE/ml) nach acht Stunden. Zwar wurde im Referenzmedium XXX die höchste KBE-Zahl 
erreicht, doch war XXXhaltiges Medium auf Erbsenproteinbasis unter den pflanzenbasierten Medien am 
effektivsten. Statistische Signifikanz wurde aufgrund der Datenstreuung nicht erreicht. 

Fazit 
Die Experimente in Arbeitspaket 3.2 haben gezeigt, wie der Stoffwechsel von Milchsäurebakterien durch 
Auswahl der Kohlenhydrathquelle gesteuert werden kann. Dies wurde durch die Messung der 
Transkriptionslevel von XXX und XXX untersucht. Während die Transkription beider Gene in XXXhaltigen 
Medien verringert war, hat sich der Zusatz dieses Zuckers besonders auf XXX Transkription negativ 
ausgewirkt. In XXXhaltigem Medium hingegen ist das Transkriptionslevel von XXX im Vergleich zu XXX 
erhöht. Dies lässt eine stärkere Tendenz zu XXXproduktion in XXX- und XXXproduktion in XXXhaltigem 
Medium vermuten.  

3.3 Auswahl von Mikroorganismen für und Durchführung von Genomsequenzierung 

Für die Genomsequenzierung und weitere Versuche in den folgenden Arbeitspaketen wurde der Strang 
XXX ausgewählt. Maßgeblich dafür waren Wachstum bei für die Joghurtproduktion üblichen XXX 

3.4 Entwicklung von genombasierten metabolischen Modellen der “Erbsenmikroorganismen” 

Nicht durchgeführt, siehe Abschnitt 3 für Erläuterung.  

3.5 Verifizierung der in silico generierten metabolischen Modelle durch Untersuchung der 
Genexpression 

Nicht durchgeführt, siehe Abschnitt 3 für Erläuterung.  
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AP4 Evaluierung der Eignung von Milchsäurebakterien aus der TU Berlin 
Stammsammlung für die Starter- Co-Kultur 

4.1 Analyse der Eignung von Mikroorganismen der TUB-Stammsammlung für die Ansäuerung 
eines erbsenbasierten Mediums 

Im Rahmen von Arbeitspaket 4.1 wurden Milchsäurebakterien aus der Stammsammlung der TU Berlin 
hinsichtlich ihrer Eignung für den Einsatz in fermentationsbasierten Prozessen mit Erbsensubstrat 
charakterisiert. Ziel war es, insbesondere das Verhalten von XXX. im Kontext der Ansäuerung und des 
Aromaverhaltens zu untersuchen. Damit sollte ein besseres Verständnis ihrer potenziellen Rolle in einer 
Co-Kultur mit „Erbsenmikroorganismen“ geschaffen werden, wie sie in nachfolgenden Arbeitspaketen 
weiter analysiert werden. 

Die Auswahl und Anzüchtung der zu untersuchenden Stämme erfolgte durch die Arbeitsgruppe um Prof. 
Brian Gibson an der TU Berlin, während die experimentelle Charakterisierung im Wesentlichen durch VF 
Nutrition durchgeführt wurde. Aufbauend auf Empfehlungen aus der wissenschaftlichen Begleitung 
wurde der Stamm XXX für vertiefte Untersuchungen ausgewählt.  

Die Ergebnisse der Fermentation zeigten, dass XXX in der Lage ist, das Medium effektiv zu ansäuern. 
Innerhalb der ersten 6 Stunden wurde ein pH-Wert von unter 5 erreicht, wobei der tiefste gemessene pH-
Wert nach 16 Stunden bei 4,66 lag (s. Abbildung 7). Trotz der erfolgreichen pH-Absenkung wurde damit 
der Ziel-pH von 4,5 nicht vollständig erreicht. Dennoch lässt sich festhalten, dass der untersuchte Stamm 
über ein hohes Ansäuerungspotenzial verfügt und für eine fermentative Nutzung in erbsenbasierten 
Produkten grundsätzlich geeignet erscheint. Die Fähigkeit zur schnellen pH-Absenkung ist insbesondere 
für die mikrobielle Stabilität und sensorische Qualität fermentierter Produkte von Bedeutung. 

XXX 

Abb. 7: Ansäuerung von Erbsen- und Favamedium durch XXX, XXX sowie einer Co-Kultur (1:1).  

Ergänzend zur pH-Dynamik wurde der Abbau von XXX durch XXX untersucht. Die Experimente zeigten, 
dass bei einer initialen XXXkonzentration von 0,7 g/L etwa 85 % der Verbindung innerhalb der ersten 4 
Stunden abgebaut wurden. Interessanterweise stieg die XXXkonzentration anschließend wieder leicht an. 
Die niedrigste Konzentration wurde in einem Zeitraum gemessen, der dem Übergang von der 
exponentiellen in die stationäre Wachstumsphase entsprach. Dies legt nahe, dass XXX vor allem während 
des aktiven Wachstums abgebaut und möglicherweise XXX. 

Die Erkenntnisse aus diesem Arbeitspaket liefern wertvolle Informationen für die Zusammensetzung und 
Optimierung von Starterkulturen zur Fermentation pflanzenbasierter Substrate. Die Fähigkeit von XXX, 
sowohl zur effektiven XXX als auch zum Abbau unerwünschter XXX beizutragen, unterstreicht das 
Potenzial dieses Stammes für Anwendungen in innovativen, sensorisch optimierten fermentierten 
Lebensmitteln auf Basis von Hülsenfrüchten wie Erbsen. 
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4.2 Durchführung von Probefermentationen mit ausgewählten Stämmen aus der TUB-
Stammsammlung und sensorische Evaluierung der fermentierten Probe 

Im Arbeitspaket 4.2 wurden ausgewählte Milchsäurebakterienstämme, die in AP 4.1 hinsichtlich ihres 
Wachstums in erbsenbasierten Medien charakterisiert wurden, für die Herstellung von erbsenbasierten 
Joghurtalternativen (im Folgenden „Erbsenjoghurtproben“) eingesetzt. Ziel war die Bewertung der 
XXXeffizienz und des sensorischen Potenzials einzelner Stämme sowie von ausgewählten Co-Kulturen 
unter fermentativen Bedingungen (XXX). 

Neben Stämmen aus der TU Berlin Stammsammlung wurde zunächst auch ein kommerzieller XXX in 
Kombination mit erbsenisolierten Stämmen getestet (Fermentationsversuch 1). Trotz guter XXX-reduktion 
führte unzureichende XXXbildung zum Ausschluss dieser Kombinationen aus weiteren Untersuchungen. 

Im darauffolgenden Fermentationsversuch wurden Kombinationen aus XXX und verschiedenen aus 
Erbsen isolierten Milchsäurebakterien fermentiert. Alle getesteten Kombinationen erreichten innerhalb 
von XX Stunden eine pH-Absenkung unter den Zielwert von XXX. Sensorisch wurden die Produkte durch 
ein geschultes Panel bewertet. Besonders hervorzuheben sind die Stämme  XXX, die im Vergleich zur 
kommerziellen Referenzprobe mit geringerer XXX und insgesamt positiveren sensorischen Eigenschaften 
überzeugten. 

Eine detaillierte Betrachtung der XXXkinetik zeigte, dass sowohl XXX als auch der Stamm XXX alleine eine 
zu langsame und unzureichende XXX bewirkten (XXX). Die Kombination von XXX  im Verhältnis XXX führte 
jedoch zu einer verbesserten XXXbildung, wobei ein minimaler pH-Wert von XXX erreicht wurde. Diese 
Co-Kultur zeigte bis zur X. Stunde ein XXXverhalten vergleichbar mit XXX allein, anschließend jedoch eine 
fortgesetzte XX-Absenkung, vermutlich bedingt durch die metabolische Aktivität von XXX in der späten 
Fermentationsphase. 

Insgesamt bestätigt dieses Arbeitspaket das Potenzial spezifischer Co-Kulturen zur Herstellung 
fermentierter erbsenbasierter Produkte mit verbesserten sensorischen Eigenschaften. Die Kombination 
aus XXX zeigt sowohl technologisch als auch geschmacklich Vorteile gegenüber der eingesetzten 
Referenzkultur. 

4.3 Analyse der Biosynthese von erwünschten Metaboliten und aromaaktiven Substanzen 

Dieses Unterarbeitspaket wurde von der TUB-Gruppe von Prof. Sascha Rohn bearbeitet.  

4.4 Untersuchung der Expression für die Metabolitenbiosynthese relevanten Gene 

Dieses Unterarbeitspaket wurde von der TUB-Gruppe von Prof. Sascha Rohn bearbeitet. 
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AP5 Finale Analysen und Herstellung der Erbsenjoghurtalternative-
Entwicklungsmuster 

5.1 Auswahl optimaler Starter- Co-Kulturen und Herstellung von Joghurtalternative- 
Entwicklungsmuster 

Basierend auf den Ergebnissen der vorangegangenen Arbeitspakete wurden drei ausgewählte Starter-Co-
Kulturen für die Herstellung fermentierter Erbsenjoghurtalternativen zusammengestellt und untersucht. 
Ziel war die Kombination aus XXX. Die Auswahlkriterien umfassten die Verwertung von 
Erbsenkomponenten, XXX. 

Alle getesteten Starterkulturen enthielten XXX als Basisstamm, der für eine schnelle und stabile XXX sorgt. 
Dieser wurde jeweils mit XXX kombiniert. XXX wurde aufgrund seiner XXXeigenschaften und positiven XXX 
Ergebnisse aus AP4 gewählt. XXX wurde ergänzt, da XXX Stämme für eine ausgeprägte XXX bekannt sind. 

Die Entwicklungsmuster wurden im etablierten Erbsenjoghurtmedium fermentiert und hinsichtlich 
XXXgeschwindigkeit, XXX bewertet. Alle Kulturen erreichten die Ziel-pH-Werte innerhalb von XXX 
Stunden. Besonders die Kombination aus XXX zeigte ein gutes Gleichgewicht zwischen XXX. 

5.2 Bio-/chemische und sensorische Analyse der Entwicklungsmuster 

Zur Bewertung der fermentativen Stabilität und Anpassung der Starter-Co-Kulturen an die Erbsenbasis 
wurden XXX-Experimente über mehrere Monate durchgeführt. XXX. pH-Werte, Zellzahlen, sowie 
chemische (HPLC, GC-MS) und sensorische Analysen wurden regelmäßig erhoben. Die chemischen 
Analysen erfolgten in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Sascha Rohn (TUB). 

Der pH-Wert der Fermentationen entwickelte sich für Proben mit einer Kombination aus XXX positiv. Eine 
Absenkung von durchschnittlich XXX wurde erreicht. Besonders die geringere Standardabweichung ist 
hervorzuheben, da dies auf eine erhöhte Stabilität der Fermentation durch die ausgewählte Starterkultur 
hindeutet. Aufgrund dieser Ergebnisse wird eine Verkürzung der Fermentationszeit möglich, die 
besonders im Hinblick auf die industrielle Anwendbarkeit von großem Vorteil ist. 

Obwohl chemisch vielversprechend (z. B. stabile pH-Absenkung auf XXX), zeigten sensorische Tests 
zunächst keine klare Verbesserung gegenüber kommerziellen Kulturen. Mögliche Gründe sind XXX. Ein 
vergleichbarer pH-Wert aller Proben wurde in bisherigen Tests nicht berücksichtigt. 

Nach detaillierter Analyse der XXX durch die XXX Kulturen wurden sensorische Tests so angepasst, dass 
alle Proben vergleichbare pH-Werte aufweisen, um die sensorische Wirkung der Kulturen objektiver 
bewerten zu können. Die Ergebnisse sind in AP 6.2 beschrieben. 
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5.3 Analyse der Populationsdynamik und -stabilität 

Im Rahmen dieses Arbeitspakets wurde die Zusammensetzung und Stabilität der Starter-Co-Kulturen 
während wiederholter Fermentationszyklen (XXX) untersucht. Ziel war es, die Populationsdynamik 
einzelner Mikroorganismen über mehrere Generationen hinweg zu beobachten, mögliche mikrobielle 
Interaktionen zu identifizieren und Hinweise auf genetische oder physiologische Veränderungen zu 
erhalten. Die Analysen erfolgten mittels Koloniemorphologie sowie stichprobenartiger Sequenzierung der 
ausplattierten Fermentationsproben. 

In der ersten Runde des XXX konnten in Erbsenprotein-basierten Proben mit Zwei-Komponenten-Kulturen 
XXX alle eingesetzten Stämme nachgewiesen werden. In der XXX hingegen wurde XXX nicht 
nachgewiesen, was auf eine mögliche Verdrängung durch XXX hindeutet. In Proben mit XXX-Protein als 
Fermentationsbasis fiel die Nachweisrate geringer aus. XXX wurde dort nur in einem Drittel der Proben 
eindeutig identifiziert, wenngleich Koloniemorphologie auf seine Präsenz in allen Proben hindeutet. XXX 
war in zwei von sechs Proben, XXX nur in einer nachweisbar. 

Die Fermentationen führten in allen Medien zu einer signifikanten pH-Absenkung. In Runde 3 
unterschritten nahezu alle Proben (über 300 Fermentationen) den Ziel-pH von XXX. Auffällig war, dass 
XXX-basierte Fermente im Schnitt stärkere pH-Absenkungen als XXX-basierte zeigten. Gleichzeitig stiegen 
die Gesamtzellzahlen in beiden Medien über die Zeit an. Besonders in XXX-Medium verdoppelte sich die 
KBE-Zahl auf bis zu XXX KBE/g (s. Abbildung 8). Ausnahmen bildeten Fermentationen mit XXX allein – diese 
zeigten geringe Zellzahlen und blieben in ihrer Leistung stabil schwach, weshalb sie nach Runde 2 aus dem 
Versuchsprogramm genommen wurden. 

Die Ergebnisse zeigen, dass bestimmte Co-Kulturen über mehrere Generationen hinweg stabil bleiben und 
XXX erzeugen können. Die Kombination aus XXX erwies sich dabei als besonders robust. In der nächsten 
Projektphase sollen spezifische Interaktionen weiter charakterisiert und die Fermentationsdauer 
optimiert werden, um die sensorische Qualität weiter zu verbessern. 

XXX 

Abb. 8: Koloniebildende Einheiten im Verlauf des Backslopping Experimentes. Daten sind nach Medium 
(XXX) sowie Co-Kultur mit XXX getrennt. Werte sind Mittelwerte einer Runde, die über 4-10 Wochen lief. 

 

5.4 Untersuchung der veränderten Genexpression in der Starter-Co-Kultur 

AP5.4 wurde nicht analog zu AP3.2 behandelt wie geplant. Die Isolation von RNA aus dem erbsen- und 
favabasiertem Medium hat sich als schwierig erwiesen, wahrscheinlich durch die Erhöhte Pufferkapazität 
der darin enthaltenen Proteine bei einem sauren pH. 
Um die Stoffwechselwege trotzdem in der Co-Kultur untersuchen zu können, wurden XXX und XXX durch 
die TU Berlin in Fermentationsprodukten gemessen. Dies wurde mit der Analyse des Backslopping 
Prozesses kombiniert. 
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AP6 Nährwertanalysen der Erbsenjoghurt- Entwicklungsmuster und 
KonsumentInnenbewertungen 

6.1 Nährwertanalyse der Joghurtalternative- Entwicklungsmuster 

Dieses Unterarbeitspaket wurde von der TUB Gruppe von Prof. Sascha Rohn bearbeitet.  

6.2 KonsumentInnenbewertung der neuen Erbsenjoghurtalternativen und Bestimmung der 
finalen Starter-Co-Kultur 

Basierend auf AP 5 wurde eine Co-Kultur aus XXX  als finale Starterkultur ausgewählt. Die verwendete 
Kultur wurde über Monate durch seriellen Transfer an Erbsenbasis angepasst. 
Ein Sensoriktest mit 16 Teilnehmern hat gezeigt, dass die ausgewählte Co-Kultur die Referenzkultur, die 
momentan zu Herstellung der Joghurtalternative genutzt wird, in mehreren Aspekten übertrifft (s. 
Abbildung 9). Besonders hervorzuheben sind XXX. Das XXX sollen durch Anpassungen der Rezeptur und 
des Prozesses in einem Folgeprojekt optimiert werden. 

XXX 
Abb. 9: Ergebnisse der sensorischen Analyse. Die Intensitäten der Attribute wurden von einem Panel 
bestehend aus 11 Probanden bewertet. Die PISUM Kulturen (bestehend aus XXX) wurden gegen 
kommerzielle Kulturen getestet, die derzeit in der Herstellung von XXXbasiertem Joghurt verwendet 
wird. 

AP 7 Vorbereitung für Upscalingprozesse 

Für eine industrielle Umsetzung fermentierter XXX- und XXXprodukte wurde die Hochskalierbarkeit der 
ausgewählten Starter-Co-Kulturen geprüft. Dabei lag der Fokus auf der Übertragbarkeit der 
Fermentationsbedingungen vom Labormaßstab auf größere Produktionsvolumina. Um kritische 
Einflussfaktoren wie Fermentationsvolumen, Füllstand und Sauerstoffeintrag zu untersuchen, wurden 
Fermentationen in Reaktionsgefäßen mit 50, 100 und 400 mL angesetzt, jeweils vollständig und halb 
gefüllt. 

Die Ergebnisse zeigten Unterschiede in den erreichten pH-Werten zwischen den Gefäßgrößen und 
Füllständen (s. Abbildung 10). Allerdings ließ sich kein systematischer Zusammenhang feststellen. Daraus 
ergibt sich, dass die getesteten Faktoren – insbesondere Sauerstoffeintrag und lokale 
Temperaturunterschiede – in dem untersuchten Maßstabsbereich keinen signifikanten Einfluss auf die 
Fermentationsleistung und Produktqualität hatten. Dies spricht für eine gute Übertragbarkeit der 
Bedingungen in größere Maßstäbe. 
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Abb. 10: Ansäuerung von Ebsenmedium durch Co-Kultur aus XXX. Die Inkubation fand bei 40°C parallel in 50 und 
500 mL Gefäßen statt. 

Für die Verwendbarkeit als Starterkultur ist auch die Haltbarkeit der Kulturen wichtig. Gängige Methoden 
zur Lagerung von Mikroorganismen sind Gefriertrocknung und Einfrieren von Mischungen mit Glycerol. 
Während der Versuchsreihe zum XXX wurden die Kulturen mehrmals in Glycerol eingefroren und über 
einen kurzen Zeitraum (bis zu XX Tage) bei XXX°C eingefroren. In der darauf folgenden Fermentation 
waren die pH-Werte ebenso niedrig wie in den vorangegangenen Fermentationen, in denen die Kultur 
nicht eingefroren wurde. Basierend hierauf sind Komplikationen bei der Haltbarmachung für die 
industrielle Nutzung nicht zu erwarten. 

Parallel wurde ein Patent für die Verwendung der Stämme XXX eingereicht; beide wurden bei der DSMZ 
hinterlegt. Zukünftige Versuche im Technikumsmaßstab sowie Produktionsläufe mit bis zu 200 kg 
Volumen sind in Zusammenarbeit mit XXX. 

7. Nutzen 

Das Projekt PISUM hat gezeigt, dass die gezielte Nutzung endogener Mikroorganismen aus der Erbse einen 
entscheidenden Beitrag zur Weiterentwicklung pflanzlicher Joghurtalternativen leisten kann. Während 
herkömmliche Starterkulturen, die ursprünglich für Milchsubstrate entwickelt wurden, nur begrenzt in 
der Lage sind, pflanzenbasierte Substrate zu verwerten, erwiesen sich die isolierten 
„Erbsenmikroorganismen“ als deutlich besser an die spezifische Matrix angepasst. Diese Anpassung zeigte 
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sich insbesondere in drei zentralen Eigenschaften: dem effizienten Abbau XXX, der schnelleren 
Ansäuerung des Erbsensubstrates sowie einer ausgeprägten XXX. 

Der Abbau von XXX ist von besonderer Bedeutung, da dieser XXX für den typischen XXX verantwortlich ist, 
der Konsument:innen bislang häufig von pflanzenbasierten Joghurtalternativen auf Erbsen- oder 
Favabohnenbasis abschreckte. Durch die Aktivität der erbseneigenen Mikroorganismen konnte der Gehalt 
an XXX signifikant reduziert werden, was in sensorischen Tests zu einem milderen, angenehmeren 
Geschmack führte. Damit wurde ein wesentliches Akzeptanzhindernis überwunden. 

Parallel dazu gelang es, eine beschleunigte XXX des Substrats zu erreichen. Dies verbessert nicht nur die 
mikrobiologische Stabilität und Produktsicherheit, sondern verkürzt auch die Fermentationszeiten und 
erleichtert damit die Übertragbarkeit in industrielle Produktionsprozesse. Die Kombination von 
erbseneigenen Stämmen mit klassischen Milchsäurebakterien wie XXX erwies sich dabei als besonders 
effektiv: Während die traditionellen Starterkulturen für eine verlässliche XXX sorgen, verstärken die 
erbseneigenen Isolate die sensorische Qualität und tragen zur Entstehung XXX bei. 

Mithilfe der durchgeführten Untersuchungen wurde eine vielverprechende StarterCoKultur ausgewählt, 
die aus dem in diesem Projekt isoliertem XXX und einem XXX Strang besteht. Das eingereichte Patent und 
die bisher durchgeführten Untersuchungen werden die industrielle Nutzbarmachung der Stränge in einem 
Folgeprojekt erleichtern. 

Im größeren Zusammenhang eröffnet das Projekt damit neue Perspektiven für den Markt pflanzlicher 
Milchalternativen. Gelingt es, Produkte auf Basis von Erbsen und Favabohnen geschmacklich attraktiver 
zu gestalten, kann dies die Akzeptanz bei Konsument:innen wesentlich erhöhen. Angesichts der positiven 
Umwelt- und Gesundheitseigenschaften dieser Rohstoffe – wie Stickstofffixierung, Ressourcenschonung, 
geringer Fettgehalt und hoher Proteingehalt – bedeutet ein höherer Konsum nicht nur eine Bereicherung 
des Produktportfolios, sondern auch einen Beitrag zu einer nachhaltigeren und gesünderen Ernährung. 

Das Projekt hat somit den Weg für eine neue Generation pflanzlicher Joghurtalternativen geebnet, die 
sowohl sensorisch überzeugen als auch ökologisch und gesundheitlich sinnvoll sind. 

8. Patente 

Für die Produktion von erbsen- und favabasierten Joghurtalternativen mit den in diesem Projekt isolierten 
und charakterisierten Mikroorganismen wurde am 13.12.2024 ein Patentantrag von VF Nutrition GmbH 
gestellt. Dieser hat den Titel Starterkultur für die Fermentation einer pflanzlichen Milchalternative. 

9. Fazit und Ausblick 

Das Projekt hat eindrücklich das Potenzial endogener Mikroorganismen gezeigt, die auf die spezifischen 
Herausforderungen des Erbsensubstrats angepasst sind. Im Vergleich zu klassischen Milchkulturen 
erwiesen sich diese Stämme als besonders geeignet, da sie nicht nur eine verbesserte Sensorik 
ermöglichten – besonders durch den Abbau von XXX, eine schnellere Ansäuerung und die Steigerung der 
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Nährstoffverfügbarkeit über XXX – sondern auch genetisch stabil blieben. Zudem reagierte die Kultur 
positiv auf XXX, was ein starkes Signal für die Übertragbarkeit in industrielle Anwendungen darstellt. 
Damit liegt eine solide Grundlage für die Entwicklung robuster, sensorisch attraktiver und industriell 
einsetzbarer Starterkulturen für pflanzliche Joghurtalternativen vor. 

Ein Anschlussprojekt soll nun die industrielle Nutzbarmachung in den Fokus stellen. Dieses trägt den Titel 
„Erforschung und Entwicklung eines Fermentationsprozesses zur Produktion pflanzenbasierter 
Milchproduktalternativen“ und wird durch die IBB im Rahmen des ProFIT Programms gefördert. Ziel ist 
es, die entwickelte Starter-Co-Kultur so weiterzuentwickeln, dass sie im industriellen Maßstab analog zu 
etablierten kommerziellen Kulturen eingesetzt werden kann. Dabei gilt es, die Robustheit und 
Funktionalität in großvolumigen Fermentationsprozessen zu prüfen und zu sichern. Gleichzeitig können 
die gewonnenen Erkenntnisse gezielt genutzt werden, um für die Produktqualität entscheidende 
Eigenschaften – insbesondere die Geschwindigkeit der Ansäuerung sowie das Aromaprofil – weiter zu 
optimieren. Auf diese Weise können pflanzliche Joghurtalternativen nicht nur technologisch 
konkurrenzfähig, sondern auch sensorisch überzeugend und breit am Markt etabliert werden. 
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