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Abstract
Lignocellulosic biomass represents an abundant renewable resource for sustainable production of 
fuels and commodity chemicals. Its main constituent cellulose is a water-insoluble linear 
polysaccharide composed of several hundred or more β-1,4-linked D-glucosyl units. Multiple chains 
are organized spatially into a densely packed material referred as crystalline cellulose and more 
disordered parts are usually called amorphous cellulose. In contrast to amorphous regions, 
crystalline cellulose is highly recalcitrant to depolymerization. Thus, complete deconstruction of 
cellulose to fermentable sugars requires the cooperative action of various cellulolytic enzymes and 
remains up to the present day a major obstacle for an economically viable process. 
A key feature of the enzymatic deconstruction of cellulose is the interdependence of physical 
cellulose disruption and hydrolysis kinetics. This markedly dynamic process occurs on various 
scales but is yet poorly understood. We prepared a mixed amorphous-crystalline cellulosic model 
substrate (MACS), which exposes a completely smooth surface and applied it for kinetic analysis of 
cellulase action. Employing a complete Trichoderma sp. cellulase system and its main cellulolytic 
components (CBH I, CBH II, EG) combined kinetic and atomic force microscopy (AFM) studies 
were used to examine surface structural dynamics and key determinates of the overall efficiency 
were identified. Later on the dynamic features of cellulose surface degradation by cellulases acting 
in synergy were reproduced in a spatiotemporal stochastic model in good agreement with evidence 
from previously obtained visualization experiments. 
In recent years, the reinforcement of existing cellulase preparations by auxiliary activities and 
accessory proteins has attracted considerable attention. 
Most prominent auxiliary activity is the lytic polysaccharide monooxygenase (LPMO), which 
employs a unique principle of cellulose degradation through O2 dependent oxidative polysaccharide 
chain cleavage. When applied in combination with cellulases, LPMO appears to constitute an 
important factor of the efficiency of enzymatic lignocellulose deconstruction. Using AFM, we 
analyzed in real time dynamic features of the interaction of a C1' oxidizing LPMO from 
Neurospora crassa with the surface of a crystalline cellulose substrate and its impact on hydrolytic 
enzymes. Activity and fibrillation on crystalline cellulose was shown and critical features of surface 
morphology for LPMO/cellulase synergy were recognized. 
A well-known accessory protein is Trichoderma reesei swollenin (TrSwo1). TrSwo1 is thought to 
induce structural changes in the substrate via physical interactions with the cellulosic surface and 
therefore believed to facilitate the enzymatic hydrolysis by cellulases. We obtained TrSwo1 through 
overexpression in the native host. Its binding to cellulose, hemicellulose and lignin was 
characterized; AFM and WAXS were used to analyze results of action of swollenin on different 
cellulosic materials. Thus, direct insights into the interaction and impact of TrSwo1 on the 
cellulosic surface were obtained. 
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Zusammenfassung
Lignocellulose ist ein häufig vorkommender und erneuerbare Rohstoff, welcher für die Produktion 
von nachhaltigen Treibstoffen und Plattformchemikalien genutzt werden kann. Der 
Hauptbestandteil, Cellulose, ist ein lineares wasserunlösliches Polysacharid, welches aus hunderten 
β-1,4-verknüfpten D-glucosyl Einheiten besteht. Oft sind mehrere Polysacharidketten räumlich in 
dicht gepackten kristallinen Bündeln organisiert, welche hochresistent gegenüber 
Depolymerisierung sind. Bereiche mit reduzierter Ordnung werden üblicherweise als „amorph“ 
bezeichnet und sind, im Vergleich dazu, leichter abbaubar. Daher verlangt die komplette 
Depolymerisierung von Cellulose zu fermentierbaren Zuckern, eine kooperative Interaktion von 
zahlreichen cellulolytischen Enzymen. Dieser Prozess ist bis zum heutigen Tage nicht ökonomisch 
gewinnbringend durchführbar. 
Ein Schlüsselcharakteristikum der enzymatischen Cellulosehydrolyse ist die wechselseitige 
Abhängigkeit des physischen Zusammenbruchs der Cellulose und der Hydrolysekinetik. Dieser 
bedeutende und bemerkenswert dynamische Prozess ist auf mehreren Größenordnung zu 
beobachten, aber nach wie vor schlecht verstanden. Wir stellten ein gemischt kristallin-amorphes 
Modelsubstrat (MACS) her, welches eine nanoflache Oberfläche besitzt und nutzten es für die 
kinetische Analyse der Cellulosehydrolyse. Wir untersuchten ein typisches Cellulasesystem (von 
Trichoderma sp.) sowie dessen isolierte Hauptaktivitäten (CBH, CBH II, EG). Eine Kombination 
aus Hydrolysestudien und Rasterkraftmikroskopie (AFM) erlaubte es Schlüsselparameter für die 
Effizienz des kompletten Cellulasesystems zu bestimmen. Später wurden die dynamischen 
Elemente des beobachteten Prozesses durch ein spatiotemporales Model, im guten Einklang mit den 
vorher erhaltenen Daten von AFM Experimenten, rekonstruiert. 
In den letzten Jahren haben sogenannte „auxiliary activities“ und „accessory proteins“, als Zusatz in 
Cellulasepräparationen, an großer Bedeutung gewonnen. Das wohl bekannteste Beispiel ist die 
lytische Polysacharidmonooxygenase (LPMO), welche Polysacharidketten in Gegenwart von O2

oxidativ spalten kann. In Kombination mit hydrolytischen Cellulasen, scheinen LPMOs ein 
integraler Faktor für die effiziente Depolymerisierung von Cellulose zu sein. Wir untersuchten eine 
C1‘ oxidierende LPMO von Neurospora crassa und deren Einfluss auf die Celluloseoberfläche und 
Cellulasen mittels AFM. Dabei konnte LPMO – Aktivität auf kristalliner Cellulose sowie die daraus 
resultierende Fibrillierung beobachtet werden. Diese Erkenntnisse erlaubten uns essentielle 
strukturelle Elemente, an Celluloseoberflächen, für die synergistische Interaktion zwischen 
Hydrolasen und LPMOs zu identifizieren. 
Ein weiteres bekanntes Beispiel ist das „accessory protein“ Swollenin (TrSwo1), welches aus 
Trichoderma reesei stammt. Es wird angenommen, dass TrSwo1via physischer Interaktion mit der 
Celluloseoberfläche in der Lage ist strukturelle Veränderungen herbeizuführen, welche wiederrum 
die enzymatische Depolymerisation von Cellulose erleichtern. Wir produzierten TrSwo1 in seinem 
nativen Wirt und charakterisierten seine Bindung an Cellulose, Lignin und Hemicellulose. Darüber 
hinaus wurden AFM und WAXS Messungen durchgeführt um die Wirkung von TrSwo1 auf 
verschiedenen Cellulosen zu analysieren. So konnten Erkenntnisse über die direkte Interaktion 
sowie den Effekt von TrSwo1 auf die Celluloseoberfläche gewonnen werden. 
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