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Izolat biatka serwatkowego (WPI), glukomannan z dziwidta, Amor-
phophallus konjac (KGM) oraz alginian sodu (SA) wykorzystano do
przygotowania kompozytowych mas drukarskich polisacharyd-biat-
ko metoda indukcji termicznej. Wptyw stosunku polisacharydow
(KGM:SA), zawartosci biatka oraz warunkéw indukcji termicznej na
wtasciwosci reologiczne (lepkos¢ pozorna, modut zachowawczy G',
modut strat G", granica plastycznosci) uktadu kompozytowego badano
za pomoca reometru rotacyjnego. Wtasciwosci druku 4D materiatu
kompozytowego oceniono z wykorzystaniem biurkowej drukarki 4D,
okreslajac doktadnos¢ wyttaczania, zdolnos¢ do zachowania ksztat-
tu oraz szybkosc¢ reakcji na bodzce. Najlepsze wyniki uzyskano przy
stezeniu WPI rownym 6,5 g/100 mL, stosunku KGM:SA wynoszacym
3,5:3,5 oraz czasie indukgji termicznej 12 min w temp. 85°C. Lepkos$¢
pozorna przy szybkosci $cinania 10 s wynosita 876,2+28,5 Pa's, G'
125804420 Pa, G" 1890465 Pa, a granica plastycznosci 32,8+1,2 Pa.
W tych warunkach wydrukowany produkt charakteryzowat sie duza
doktadnoscia wyttaczania (btad szerokosci linii ponizej 5%), dobra
zdolnoscig do zachowania ksztattu (24-godzinna deformacja ponizej
3%) oraz doskonata reakcja na bodzce termiczne i na pH. Wspétczynnik
odksztatcenia osiggnat wartos$¢ 45,2+2,1% po ogrzewaniu w temp.
70°C przez 12 min, a po zanurzeniu w roztworze buforowym o pH 7,5
wynidst 45,2+2,1%.

Stowa kluczowe: uktad kompozytowy polisacharydowo-biatkowy,
wtasciwosci reologiczne, drukowanie zywnosci w 4D, mechanizm for-
mowania, reakcja na bodzce, oddziatywania molekularne

Whey protein isolate (WPI), konjac glucomannan (KGM) and Na algi-
nate (SA) were used to prep. polysaccharide protein composite printing
materialsby using thermal induction method. The effects of polysac-
charide ratio (KGM:SA), protein concentration, and thermal induction
conditions on the rheol. properties (apparent viscosity, storage mod-
ulus G; loss modulus G’; yield stress) of the composite system were
studied by using a rotational rheometer system. The 4D printing per-
formance of the composite ink was evaluated by using a desktop 4D
printer to det. the extrusion accuracy, shape retention, and stimulus
response rate. The best results were achieved when the WPI concn.
was 6.5 g/100 mL, the KGM:SA ratio 3.5:3.5, and the thermal induction
time 12 min at 85°C. The apparent viscosity at a shear rate of 10 s™'
was 876.2+28.5 Pa-s, G’ was 12580+420 Pa, G” was 1890+65 Pa, and the
yield stress was 32.8+1.2 Pa. Under this condition, the printed product
had high extrusion accuracy (line width error below 5%), good shape
retention (24-hour deformation rate below 3%), and excellent thermal/
pH dual response performance. The shape deformation rate reached
45.2+2.1% when heated at 70°C for 12 min, and when immersed in a pH
7.5 buffer solution, it had a shape deformation rate of 45.2+2.1%.

Keywords: polysaccharide protein complex system, rheological prop-
erties, 4D food printing, forming mechanism, stimulus response, mo-
lecular interaction

Bialka i polisacharydy to dwa wazne rodzaje biomolekut
wystepujacych w zywnosci, ktore rdznia si¢ znacznie pod
wzgledem swej budowy chemicznej, whasciwosci fizycznych
i funkcji. Biatka charakteryzujg si¢ doskonalymi wtasciwo-
sciami funkcjonalnymi, takimi jak emulgacja, koagulacja,
pienienie oraz adsorpcja migdzyfazowa, dzigki czemu
moga by¢ wykorzystywane jako emulgatory i stabilizato-
ry. Z kolei polisacharydy charakteryzuja si¢ doskonatymi
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Proteins and polysaccharides are two important types of
biomolecules in food, with significant differences in chemical
structure, physical properties, and functions. Proteins have
excellent functional properties such as emulsification, coagu-
lation, foaming, and interfacial adsorption, and can be used
as emulsifiers and stabilizers. Polysaccharides, on the other
hand, have excellent rheological, water holding, and thicken-
ing properties, and are often used as texture modifiers in food
and have received widespread attention'. The mixture of
whey protein isolate and pectin can form a “water in water”
dispersion, and can also transform into a core-shell struc-
ture or form dense aggregates when the pH value changes.
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wlasciwosciami reologicznymi, zdolnoscig do wigzania
wody oraz wlasciwos$ciami zaggszczajacymi. Sg one czesto
stosowane jako modyfikatory tekstury w zywnosci i ciesza
si¢ duzym zainteresowaniem!®. Mieszanina izolatu biatka
serwatkowego 1 pektyny moze tworzy¢ dyspersje typu ,,woda
w wodzie”, a takze przeksztatca¢ si¢ w strukture rdzen-
-powtoka lub tworzy¢ geste agregaty w wyniku zmian pH.
Dlatego wykorzystanie oddziatywan migdzy naturalnymi
biatkami a polisacharydami do projektowania zlozonych
struktur stopniowo stawato si¢ popularnym tematem badan®.

Wzajemne oddziatywania miedzy czasteczkami biatek
i polisacharydow obejmuja wigzania kowalencyjne, oddzia-
lywania elektrostatyczne, oddziatywania hydrofobowe,
wigzania wodorowe, sity van der Waalsa oraz odpychanie
przestrzenne. Zjawiska wynikajace z tych oddziatywan
moga makroskopowo przejawiac si¢ tworzeniem uktadow
jednofazowych lub prowadzi¢ do rozdziatu faz migdzy
biatkami a polisacharydami, tworzac uktady dwufazowe .
Dogtebne zrozumienie mechanizméw oddziatywania miedzy
biatkami a polisacharydami w ré6znych warunkach, bada-
nie ich zlozonych zachowan agregacyjnych oraz tworzenia
kompleksow biatkowo-polisacharydowych o okreslonych
strukturach 1 funkcjach ma nie tylko ogromne znaczenie dla
rozwigzania problemu ograniczonego wyboru naturalnych
sktadnikow zywnosci, precyzyjnej regulacji jakosci zywno-
sci oraz ukierunkowanego projektowania i opracowywania
specjalistycznej zywnosci funkcjonalnej, ale takze wpisuje
si¢ w kierunek ekologicznego, zdrowego i zréwnowazonego
rozwoju przemystu spozywczego.

Wilasciwosci materiatu drukarskiego sa kluczowym
czynnikiem decydujacym o jakosci wydruku zywnosci 4D.
Material drukarski przeznaczony do kontaktu z zywnoscia
musi charakteryzowac si¢ dobrg przydatnoscia do druku
(ekstrudowalnos¢, plastyczno$é¢, samonosnosc), biokompa-
tybilnoscia, bezpieczenstwem oraz odpowiednimi wiasciwo-
sciami w zakresie reakcji na bodzce®.

Polisacharydy i biatka to naturalne biomolekuty powszech-
nie wystepujace w zywnosci, ktore charakteryzuja si¢ wielo-
ma zaletami: sa ekologiczne, bezpieczne, biokompatybilne
oraz daja mozliwos¢ regulacji wlasciwosci funkcjonalnych.
System kompozytowy na bazie polisacharydow i biatek taczy
wlasciwosci zageszczajace, zelujace 1 zatrzymujace wode,
charakterystyczne dla polisacharydéw, z wlasciwosciami
emulgujacymi, spieniajacymi i btonotwdrczymi biatek, sku-
tecznie niwelujac wady mas zawierajacych wylacznie polisa-

Therefore, the study of using the interaction between natural
proteins and polysaccharides to design complex structures
has gradually become a hot topic?.

The interactions between protein and polysaccharide
molecules include covalent interactions, electrostatic inter-
actions, hydrophobic interactions, hydrogen bonding, van
der Waals forces, and spatial repulsion. The macroscopic
phenomena of these interactions may manifest as the forma-
tion of single-phase systems, or lead to phase separation
between proteins and polysaccharides to form two-phase sys-
tems’”). A deep understanding of the interaction mechanisms
between proteins and polysaccharides under different condi-
tions, exploring their complex aggregation behavior, and
constructing protein polysaccharide complexes with specific
structures and functions are not only of great significance for
solving the narrow range of natural food ingredient selection,
precise regulation of food quality, and targeted design and
development of special functional foods, but also in line with
the direction of green, healthy, and sustainable development
of the food industry.

The performance of printing material is the core factor
determining the quality of 4D food printing. Food grade
printing material needs to have good printing adaptability
(extrusiveness, formability, self-supporting), biocompatibility,
safety, and stimulus response performance®. Polysaccharides
and proteins are natural biomolecules widely present in food,
with advantages such as being green, safe, biocompatible,
and having adjustable functional properties. The polysac-
charide protein composite system combines the thickening,
gelling, and water holding properties of polysaccharides
with the emulsifying, foaming, and film-forming properties
of proteins, effectively compensating for the shortcomings of
single polysaccharide or protein inks (such as poor extru-
sion stability, insufficient self-supporting properties, weak
stimulus responsiveness, etc.). For example, the composite
system of soy protein isolate and carboxymethyl cellulose can
significantly improve the molding stability of ink, while the
composite system of konjac glucomannan and whey protein
can endow ink with good temperature response performance.

Rheological properties are the core performance indica-
tors of food grade printing materials, which directly affect the
extrusion smoothness, printing accuracy, and self-supporting
ability of the ink after molding®. For 4D food printing, the
material not only needs to meet the rheological requirements
of 3D printing, but also needs to have controllable stimulus

Table 1. Effect of polysaccharide ratio on rheological properties of composite system

Tabela 1. Wptyw stosunku polisacharydéw na wtasciwosci reologiczne uktadu kompozytowego

KGM:SA ratio/

Apparent viscosity/ Lepkos¢

Storage modulus/ Modut | Loss modulus/ Modut strat

Yield stress/ Granica

Stosunek KGM:SA pozorna, 10 s'/Pa-s zachowawczy G’, Pa G”, Pa plastycznosci, Pa G
2:5 528.6+21.3 7850 + 350 1560 + 58 21.5+1.0 5.03
3:4 742.3 £25.7 10260 =+ 390 1720 + 62 27.9+1.1 5.97
3.5:3.5 876.2+28.5 12580 + 420 1890 + 65 32.8+1.2 6.66
4:3 798.5+26.3 11350 + 400 1810 + 63 302+1.2 6.27
5:2 685.4 +24.1 9620 + 380 1750 + 60 26.7+1.1 5.49
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charydy lub wylacznie bialka (takie jak m.in. staba stabilnos¢
podczas wytlaczania, niewystarczajgca samono$nos¢, staba
reaktywnos¢ na bodzce). Na przyktad uktad kompozytowy
izolatow biatka sojowego i karboksymetylocelulozy moze
znacznie poprawic stabilno$¢ formowania materiatu, a uktad
kompozytowy glukomannanu z dziwidta (Amorphophallus
konjac) 1 biatka serwatkowego moze zapewni¢ tu dobra
odpornos¢ na zmiany temperatury.

Wiasciwosci reologiczne stanowig podstawowe wskazniki
wydajnos$ci materiatow drukarskich przeznaczonych do kon-
taktu z zywnoscia, ktoére maja bezposredni wptyw na ptynnos¢
podczas wyttaczania, doktadno$¢ druku oraz zdolno$¢ mate-
riatu do samodzielnego utrzymywania si¢ po uformowaniu®.
W przypadku druku zywnosci w 4D materiat musi nie tylko
spelnia¢ wymagania reologiczne stawiane w druku 3D, ale
takze posiada¢ regulowane wiasciwosci reologiczne reagujace
na bodzce, aby umozliwi¢ programowalng zmian¢ ksztattu
po wydrukowaniu. Obecnie badania nad uktadami kompo-
zytowymi zawierajacymi polisacharydy i biatka skupiajg si¢
gléwnie na prostej charakterystyce reakcji na pojedyncze
bodzce (takie jak temperatura czy pH) lub na wtasciwosciach
reologicznych. Nadal jednak brakuje systematycznych badan
dotyczacych wilasciwosci reologicznych uktadow kompozy-
towych, zaleznosci miedzy wtasciwosciami reologicznymi
a parametrami druku 4D oraz mechanizméw powstawania
w warunkach reakcji na wiele bodzcow'?.

W badaniach wykorzystano izolat biatka serwatkowego
(WPI) jako matryce biatkowg oraz wybrano glukomannan
otrzymany z dziwidta (KGM, charakteryzujacy si¢ doskona-
tymi wlasciwosciami zelujgcymi i retencyjnymi) i alginian
sodu (SA, charakteryzujacy si¢ dobrg reaktywnoscig na pH
1 biokompatybilnoscia) jako polisacharydy kompozytowe
w celu stworzenia dwusktadnikowego systemu drukowa-
nia opartego na kompozycie biatkowo-polisacharydowym.
Wiasciwoscei reologiczne uktadu kompozytowego zoptyma-
lizowano poprzez dostosowanie proporcji polisacharydow,
stezenia biatka oraz warunkow indukcji termiczne;.

Czes¢ doswiadczalna

Materiaty

WPI (zawarto$¢ biatka > 90%) zakupiono w firmie Sigma
Aldrich w Stanach Zjednoczonych; KGM (masa czasteczko-
wa 1,5 - 10° Da) oraz SA (masa czgsteczkowa 2,0 - 10° Da)
zostaty zakupione w firmie Shanghai Yuanye Biotechnology
Co., Ltd.; kwas solny (HCI), wodorotlenek sodu (NaOH),
diwodorofosforan sodu (NaH,PO,) i wodorofosforan diso-
dowy (Na,HPO,), wszystkie w jako$ci analitycznej, zostaty
zakupione w firmie China National Pharmaceutical Group
Chemical Reagent Co., Ltd. W badaniach wykorzystano
wode ultraczysta (opornos¢ > 18,2 M Q-cm).

Aparatura
Stosowano: reometr rotacyjny (MCR 302, Anton Paar,
Austria) wyposazony w sonde stozkowa ($rednica 50 mm,
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responsive rheological properties to achieve programmable
shape transformation after printing. At present, research on
polysaccharide protein composite systems mainly focuses
on simple characterization of single stimulus response (such
as temperature, pH) or rheological properties. However,
there is still a lack of systematic regulation of the rheological
properties of composite systems, the correlation between
rheological properties and 4D printing performance, and
the formation mechanism under multi stimulus response'”.

This study used whey protein isolate (WPI) as the protein
matrix and selected konjac glucomannan (KGM, which has
excellent gelling and water holding properties) and sodium
alginate (SA, which has good pH responsiveness and bio-
compatibility) as composite polysaccharides to construct
a dual polysaccharide protein composite printing system.
Optimize the rheological properties of the composite system
by adjusting the polysaccharide ratio, protein concentration,
and thermal induction conditions.

Experimental

Materials

Whey protein isolate (WPI, protein content > 90%) was
purchased from Sigma Aldrich in the United States. Konjac
glucomannan (KGM, molecular weight 1.5 - 10° Da) and
sodium alginate (SA, molecular weight 2.0 x 10° Da) were
purchased from Shanghai Yuanye Biotechnology Co., Ltd.
Hydrochloric acid (HCI), sodium hydroxide (NaOH),
sodium dihydrogen phosphate (NaH,PO ), and disodium
hydrogen phosphate (Na,HPO ) all analytical grade were
purchased from China National Pharmaceutical Group
Chemical Reagent Co., Ltd. The experimental water used
was ultrapure water (resistivity > 18.2 M Q- cm).

Analytical and process instrumentation

Rotational rheometer (MCR 302, Anton Paar, Aus-
tria) equipped with a cone probe (diameter 50 mm, cone
angle 1°, gap 0.1 mm). Desktop 4D food printer (3D-
F400, Shenzhen Chuangxiang 3D Technology Co., Ltd.),
equipped with a 0.4 mm diameter extrusion nozzle. Scan-
ning electron microscope (SEM, SU8010, Hitachi, Japan).
Constant temperature water bath (HH-S4, Baita Xinbao
Instrument Factory, Jintan District). Electronic balance
(FA2004, Shanghai Precision Scientific Instrument Co.,
Ltd.). High speed shearing emulsifier (FJ200-S, Shanghai
Specimen Model Factory). Vacuum drying oven (DZF-
6050, Shanghai Boxun Industrial Co., Ltd. Medical Equip-
ment Factory).

Methods
Preparation of polysaccharide protein
composite printing material

To prepare a composite printing materialby thermal
induction method, a certain amount of KGM and SA were
weighed, mixed evenly according to the set ratio (KGM:SA
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kat stozka 1°, szczelina 0,1 mm); biurkowg drukarke 4D do
zywnosci (model 3D-F400, firma Shenzhen Chuangxiang 3D
Technology Co., Ltd.), wyposazong w dysze wytlaczajaca
o $rednicy 0,4 mm; skanujacy mikroskop elektronowy (SEM,
SU8010, Hitachi, Japonia); tazni¢ wodnag o stalej tempe-
raturze (HH-S4, Baita Xinbao Instrument Factory, Jintan);
wage elektroniczng (FA2004, Shanghai Precision Scientific
Instrument Co., Ltd.); szybkoobrotowy emulgator $cinajacy
(model FJ200-S, Shanghai Specimen Model Factory) oraz
suszarke prozniowa (model DZF-6050, fabryka sprzetu
medycznego Shanghai Boxun Industrial Co., Ltd.).

Metodyka badan
Przygotowanie materiatu drukarskiego

zawierajacego kompozyt polisacharydowo-biatkowy

Aby przygotowa¢ kompozytowy materiat drukarski metoda
indukcji termicznej, odwazono okreslong ilos¢ KGM i SA,
wymieszano je rOwnomiernie zgodnie z ustalonymi proporcjami
(KGM:SA2:5,3:4,3,5:3,5, 4:3, 5:2), rozcienczono wodg ultra-
czysta, wymieszano w {azni wodnej w temp. 60°C przez 30 min,
a nastgpnie pozostawiono na noc w celu pelnego specznienia
polisacharyddw i uzyskania roztworu polisacharydow. Nastepnie
przygotowano roztwory WPI o stezeniach 4,5; 5,5; 6,5; 7,5
18,5 g/100 mL, rozcienczono je wodg ultraczysta, wymiesza-
no w tazni wodnej w temp. 40°C przez 20 min, a nastgpnie
poddano dziataniu ultradzwickow przez 10 min (moc 200 W)
w celu catkowitego rozpuszczenia biatka i uzyskania roztworu
biatkowego. Roztwor polisacharydéw dodawano powoli do
roztworu biatka i emulgowano przy duzej predkosci obrotowe;j
(8000 rpm) przez 15 min, aby uzyska¢ jednorodng mieszaning.
Nastepnie mieszanka byta umieszczana w tazniach wodnych
o statej temperaturze (75, 80, 85, 90 lub 95°C) i podgrzewana
przez 6, 9, 12, 15 lub 18 min, a nastepnie schladzana do tem-
peratury pokojowej i odgazowywana w prozni przez 10 min.
Z uktadu usuwano pecherzyki powietrza, uzyskujac w ten spo-
s6b kompozytowy materiat drukarski na bazie polisacharydow
1 biatek, ktory nastgpnie szczelnie zamykano i przechowywano
w lodéwce do pdzniejszego wykorzystania.

Wyznaczanie wtasciwosci reologicznych

Wiasciwosci reologiczne uktadu kompozytowego mie-
rzono za pomocg reometru rotacyjnego. Wszystkie pomiary

2:5, 3:4, 3.5:3.5, 4:3, 5:2, resp.), diluted with ultrapure
water, stirred at 60°C on water bath for 30 min, let for stand-
ing overnight to fully swell the polysaccharides and obtain
a polysaccharide solution. Then WPI solutions were pre-
pared at concentrations 4.5, 5.5, 6.5, 7.5 and 8.5 g/100 mL,
diluted with ultrapure water, stirred at 40°C on water bath
for 20 min, dispersed by ultrasounds for 10 min (power
200 W) to fully dissolve the protein, and obtain protein
solution. The polysaccharide solution was slowly added to
the protein solution and emulsified at high rotation speed
(8000 rpm) for 15 min to obtain a uniform mixed system.
The mixed system was placed in constant temperature water
baths (75, 80, 85, 90 or 95°C) and heated for 6, 9, 12,
15 or 18 min, then cooled to room temperature, degassed
under vacuum for 10 min. The bubbles wereremove from
the system to obtain the polysaccharide protein composite
printing material, sealed and refrigerated for later use.

Determination of rheological properties

The rheological properties of the composite system were
measured by using a rotational rheometer. All measure-
ments were conducted at a constant temperature of 25°C
with the probe preheated for 10 min. Apparent viscosity was
measured at varying shear rates 0.1~100 s™ and presented
as respective curves. Dynamic rheological properties were
determined at the frequency range 0.1~100 Hz under strain
set to 1% (linear viscoelastic region, determined by strain
scanning experiment). The storage modulus (G’) and loss
modulus (G”) of the system were measured and the fre-
quency G’ and G’ curves were plotted. Yield stress was
determined under controlled shear rate mode gradually
increasing from 0.01 s™ to 10 s™. The yield stress of the
system was fitted by using the rheometer s built-in software.
Each sample was studied three times in parallel and the
average was taken as result.

4D Printing performance evaluation

A desktop 4D food printer was used for printing ex-
perimentswith printing nozzle temp. 25°C, printing speed
5 mm/s, extrusion pressure 0.3 MPa, layer thickness
0.2 mm, and printing model as a rectangular prism
(20x10%5 mm). A vernier caliper was used to measure the

Table 2. Effects of different thermal induction temperatures and times on the rheological properties of composite systems

Tabela 2. Wptyw réznych temperatur i czaséw indukcji termicznej na wtasciwosci reologiczne uktadéw kompozytowych

Thermally induced | Thermal induction time/

temperature/ Temper- | Czas indukcji termicznej,

Lepkos¢ pozorna

Apparent viscosity/

Storage modulus/
& Loss modulus/

Modut zachowawezy | 0% MOTES Yield stress/ Granica

plastycznosci, Pa

atura indukcji, °C min (10s™), Pas G’, Pa
75 12 692.5+24.8 9870 + 370 1680 + 61 253+1.1
80 12 785.4 £26.1 11230 £+ 390 1790 + 63 295+1.2
85 12 876.2 +£28.5 12580 £ 420 1890 £+ 65 328+1.2
90 12 821.7+£27.4 11860 + 400 1830 + 64 30.7£1.2
95 12 758.3+£25.9 10540 + 380 1750 + 62 28.3+1.1
85 6 701.4 +£25.2 9950 + 370 1690 + 60 258+1.1
85 9 792.6 +£26.5 11380 + 390 1800 + 63 30.1+£1.2
85 15 835.8£27.7 12030 £ 410 1850 + 64 31.5+1.2
85 18 789.5+£26.3 11420 + 390 1810 £ 63 29.8+1.2
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przeprowadzono w statej temp. 25°C, po uprzednim roz-
grzaniu sondy przez 10 min. Lepko$¢ pozorng mierzono
przy roznych predkosciach $cinania w zakresie 0,1-100 s™!
iprzedstawiono w postaci odpowiednich krzywych. Dynamiczne
wlasciwosci reologiczne okre§lano w zakresie czgstotliwosci
0,1-100 Hz przy odksztatceniu ustalonym na 1% (liniowy
obszar lepkosprezysty, wyznaczony w procesie skanowania
odksztatcenia). Zmierzono modut zachowawczy (G”) i modut
strat (G””) uktadu oraz sporzadzono wykresy czestotliwosciowe
G’1 G”; granicg plastycznosci okreslono w trybie kontrolowanej
szybkosci $cinania, stopniowo zwigkszajac ja z 0,01 s do 10
s7!. Granicg plastycznosci uktadu okreslono za pomocg wbu-
dowanego oprogramowania reometru. Kazda probke badano
trzykrotnie roéwnolegle, a jako wynik przyjeto $rednig.

Ocena wydajnosci drukowania 4D

Do doswiadczen z drukowaniem wykorzystano biur-
kowa drukarke 4D do zywnosci, przy temperaturze dyszy
wynoszacej 25°C, predkosci drukowania 5 mm/s, ciSnieniu
wytlaczania 0,3 MPa, grubosci warstwy 0,2 mm oraz modelu
w ksztatcie prostopadtoscianu (20x10%5 mm). Za pomoca
suwmiarki noniuszowej zmierzono rzeczywistg szerokos¢
linii na wydrukowanej probee (w 10 losowo wybranych punk-
tach pomiarowych) z odpowiednig doktadnoscia, a nastepnie
obliczono btad szerokosci linii. Aby okresli¢ wspotczynnik
zachowania ksztaltu, wydrukowang probke umieszczono
w $rodowisku o temp. 25°C 1 wilgotno$ci wzglednej 60%.
Wysokos¢, dtugosc i szerokos¢ probki mierzono po 0 h i 24
h, a nastepnie obliczono wspolczynnik zachowania ksztattu
wg wzoru (1):
vymiarpo 24h - oo
wymiar po 0 h )

oraz stopien deformacji wg wzoru (2):

wspotczynnik zachowania ksztaftu =

stopien deformacji = 1 — wspotczynnik zachowania ksztattu (2)

Wiasciwosci termiczne i wlasciwoscei zwigzane z reakcja
na pH zostaty okreslone oddzielnie. Aby okresli¢ odpowiedz
termiczng, wydrukowang probke umieszczono w tazni wodnej
o stalej temperaturze (70°C), a nastgpnie mierzono stopien
deformacji probki po 0, 3, 6,9, 121 15 min. W celu zmierzenia
reakcji na zmiany pH przygotowano roztwory buforowe o pH
2,5;4,5;6,5;,7,519,5. Wydrukowane probki zanurzano w roz-
tworach buforowych o r6znych wartos$ciach pH, inkubowano
w temp. 25°C przez 12 min, nastepnie trzykrotnie mierzono
stopien deformacji probek, a jako wynik przyjeto $rednig.

Projekt doswiadczenia i przetwarzanie danych

Przeprowadzono eksperymenty jednoczynnikowe w celu
zbadania wplywu stosunku polisacharydéw (KGM:SA), ste-
zenia WPI oraz warunkéw indukcji termicznej (temperatura,
czas) na wlasciwosci reologiczne oraz wydajnos¢ druku 4D
uktadu kompozytowego. Dla kazdego czynnika wyznaczo-
no 5 poziomow, a dla kazdego poziomu przeprowadzono 3
rownolegle pomiary. Do analizy statystycznej danych wyko-
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actual line width of the printed sample (randomly selected
10 measurement points) with respective accuracy and the
line width error was calculated. To determine the shape
retention rate, the printed sample was placed in an envi-
ronment with temp. 25°C and relative humidity 60%. The
height, length, and width of the sample were measured at ()
h and 24 h, respectively, and the shape retention rate was
calculated according to formula (1):

size at 24 h

-100% (1)

shape retention rate = ;
size at 0 h

and deformation rate according to formula (2):
deformation rate = 1 — shape retention rate (2)

The thermal response and pH response performance were
determined separately. To determine the thermal response,
the printed sample was placed in a constant temperature
water bath (70°C) and the shape deformation rate of the
sample was measured after 0, 3, 6, 9, 12 and 15 min, respec-
tively. To measure the pH response, a buffer solutions with
pH 2.5, 4.5, 6.5, 7.5, and 9.5, was prepared, the printed
samples was immersedin different pH buffer solutions,
incubated at 25°C for 12 min, and the shape deformation
rate of the samples was measured 3 times in parallel and
the average was taken.

Experimental design and data processing

Single factor experiments were conducted to investigate
the effects of polysaccharide ratio (KGM: SA), WPI con-
centration, and thermal induction conditions (temperature,
time) on the rheological properties and 4D printing per-
formance of the composite system. Five levels were set for
each factor, and 3 parallel measurements were taken for
each level. SPSS 26.0 software was used for data statistical
analysis, and Duncan’s new repolarization method was used
for significant difference analysis (P < 0.05 was considered
significant). The charts were drown by using Origin 2021
software.

Results and discussion
Effect of polysaccharide ratio on rheological
properties of composite system

The effect of different KGM:SA ratios on the rheological
properties of the composite system was investigated under
fixed WPI concentration of 6.5 g/100 mL and thermal induc-
tion conditions of 85°C x 12 min. The results are shown
in Table 1.

According to Table 1, as the proportion of KGM:SA
increased, the apparent viscosity, G ‘, G’ *, and yield stress
of the composite system showed a trend of first increasing
and then decreasing, reaching their maximum values at
KGM:SA = 3.5:3.5. This was because KGM had strong
gelling properties and could form a cross-linked network
with WPI, while SA had good water solubility and fluid-
ity, which could adjust the viscosity of the system. When
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rzystano oprogramowanie SPSS 26.0, a do oceny istotnosci
roéznic zastosowano nowg metode repolaryzacji Duncana (za
istotng uznano wartos¢ P < 0,05). Wykresy wykonano przy
uzyciu oprogramowania Origin 2021.

Wyniki badan i ich oméwienie
Wptyw stosunku polisacharydéw na wtasciwosci
reologiczne uktadu kompozytowego

Zbadano wplyw réznych stosunkéw KGM:SA na wia-
$ciwosci reologiczne uktadu kompozytowego przy statym
stezeniu WPI wynoszacym 6,5 g/100 mL oraz w warunkach
indukcji termicznej (85°C przez 12 min). Wyniki przedsta-
wiono w tabeli 1.

Wraz ze wzrostem proporcji KGM:SA lepkos$¢ pozorna,
G’, G” oraz granica plastycznosci uktadu kompozytowego
wykazywaty tendencj¢ najpierw do wzrostu, a nastepnie
do spadku, osiagajac wartoSci maksymalne przy KGM:SA
= 3,5:3,5 (tabela 1). Bylto to spowodowane tym, ze KGM
wykazuje silne wlasciwosci zelujace i moze tworzy¢ usiecio-
wang strukture z WPI, natomiast SA charakteryzuje si¢ dobra
rozpuszczalno$cia w wodzie i ptynnoscia, co pozwala regulo-
wac lepkos$¢ uktadu. Gdy stosunek KGM:SA byt zbyt niski,
stopien usieciowania ukfadu byl niewystarczajacy, struktura
sieci byta luzna, a parametry reologiczne niskie. Gdy proporcja
KGM:SA byla zbyt wysoka, czasteczki KGM miaty sktonnos¢
do agregacji, co mogto zaktdcaé jednorodnos¢ uktadu, prowa-
dzac do spadku stabilnosci struktury sieciowej i pogorszenia
parametrow reologicznych. Ponadto wspotczynnik G’/G”
uktadu byt wigkszy od 1 w catym zakresie, co wskazuje, ze
uktad kompozytowy miat charakter gtdwnie sprezysty i wyka-
zywat typowe wilasciwosci zelu, dzigki czemu mogt spetniad
wymagania dotyczace samono$nosci w druku 4D. Gdy stosu-
nek KGM:SA wynosit 3,5:3,5, warto$¢ G’/G” byta najwigksza
(6,60), a uktad wykazywat najwigksza elastycznos¢.

Wptyw warunkow indukcji termicznej
na wtasciwosci reologiczne uktadéw kompozytowych

W celu zbadania wptywu temperatury i czasu indukcji ter-
micznej na wlasciwosci reologiczne uktadu kompozytowego
zastosowano state stezenie WPI wynoszace 6,5 g/100 mL
oraz stosunek KGM:SA wynoszacy 3,5:3,5. Wyniki zesta-
wiono w tabeli 2.

Zaroéwno temperatura indukcji termicznej, jak i czas miaty
istotny wptyw na wiasciwosci reologiczne uktadu kompozy-
towego (tabela 2). Gdy czas indukcji termicznej ustalono na
12 min, wraz ze wzrostem temperatury indukcji termicznej
lepko$¢ pozorna, wspotczynniki G* 1 G” oraz granica pla-
stycznos$ci uktadu wykazywaty tendencje najpierw do wzrostu,
a nastepnie do spadku, osiggajac warto$¢ maksymalng w temp.
85°C. Wynikato to z faktu, ze indukcja termiczna mogta sprzy-
ja¢ denaturacji WPIL, odstaniajac grupy hydrofobowe i miejsca
aktywne czasteczek bialka, ktore nastepnie ulegaty reakcjom
sieciowania z czasteczkami polisacharydow, tworzac trojwy-
miarowg strukture sieciowa. Gdy temperatura byta zbyt niska
(75 lub 80°C), denaturacja biatka WPI byta niewystarczajaca,
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the KGM:SA ratio was too low, the cross-linking degree
of the system was insufficient, the network structure was
loose, and the rheological parameters were low. When the
proportion of KGM:SA was too high, KGM molecules were
prone to aggregation, which could disrupt the uniformity
of the system, leading to a decrease in network structure
stability and rheological parameters. In addition, the
G’/Gratio of the system was higher than 1 in the whole
range, indicating that the composite system was mainly
elastic, showing typical gel characteristics, which could
meet the self-supporting requirements of 4D printing.
When the KGM:SA ratio was 3.5:3.5, the G'/G” ratio
war the largest (6.66), and the system had the strongest
elasticity.

Effect of thermal induction conditions
on the rheological properties of composite
systems

A fixed WPI concentration of 6.5 g/100 mL and KGM:SA
= 3.5:3.5 were used to study the effects of different ther-
mal induction temperatures and times on the rheological
properties of the composite system. The results are shown
in Table 2.

According to Table 2, both the thermal induction tem-
perature and time had a significant impact on the rheologi-
cal properties of the composite system. When the thermal
induction time was fixed at 12 min, with the increase of
thermal induction temperature, the apparent viscosity, G’
G, and yield stress of the system showed a trend of first
increasing and then decreasing, reaching the maximum
value at 85°C. This was because thermal induction could
promote the denaturation of WPI, exposing hydrophobic
groups and active sites of protein molecules, which then
underwent cross-linking reactions with polysaccharide mol-
ecules to form a 3-dimensional network structure. When the
temperature was too low (75 or 80°C), WPI denaturation
was insufficient, cross-linking reaction was incomplete,
and the network structure was loose. When the temperature
was too high (90 or 95°C), excessively denatured WPI mol-
ecules aggregated, disrupting the uniformity of the system
and leading to a decrease in the stability of the network
structure.

When the thermal induction temperature was fixed at
85°C with the extension of thermal induction time, the
rheological parameters of the system also showed a trend
of first increasing and then decreasing, reaching the maxi-
mum value at 12 min. When the thermal induction time
was too short (6 or 9 min), the WPI denaturation and
cross-linking reactions were insufficient, and the system
network structure was incomplete. Excessive heat induc-
tion time (15 or 18 min) and cross-linking could lead to
network densification and even molecular aggregation,
which in turn reduced the rheological stability of the sys-
tem. Therefore, the optimal thermal induction condition
was 85°C for 12 min.

325




Table 3. 4D Printing performance of polysaccharide protein composite ink

Tabela 3. Wydajnos¢ druku 4D kompozytowego materiatu polisacharydowo-biatkowego

Thermal response

Formulation
parameters/

24-h deformation
rate/ Stopien
deformacji
po 24 h, %

Line width error/
Btad szerokosci
Parametry linii. %
formuty o

deformation rate/
Wspotczynnik
odksztatcenia

w reakcji na tem-

perature (70°C-12

PH Response defor-
mation rate/ Stopien
deformacji
w reakcji na pH
(pH 7.5-12 min), %

Printing effect evaluation/ Ocena
efektu drukowania

min), %
smooth extrusion, uniform lines,

. complete shape, no collapse, ra-
Optimal formulal 32405 21403 452+2.1 523+24 pid responsel ptynne wytlaczanie,
Formuta optymalna . e

rowne linie, kompletny ksztatt, brak
zapadania sig, szybka reakcja
smooth extrusion, uneven lines,
slight collapse, slow response/
KGM:SA=2:5 6.8+0.8 7.5+0.9 32.6+1.8 41.5+2.1 plynne wyciskanie, nieréwne linie,
niewielkie zapadanie si¢, powolna
reakcja
smooth extrusion, loose lines, seve-
WPI =4.5g/100 mL 82+1.0 103+1.2 289+ 1.6 37.8+1.9 re collapse, slow response/ ptynne
wyciskanie, luzne linie, znaczne
zapadanie si¢, powolna reakcja
Thermal induction smooth extrusion, uneven lines,
at 75°C for 12 min/ slight collapse, slow response/
Indukcja termiczna 7.5+£0.9 8.6+1.0 353+1.9 43.7+22 ptynne wyciskanie, nierowne linie,
w temp. 75°C przez niewielkie zapadanie si¢, powolna
12 min reakcja

reakcja sieciowania byla nieckompletna, a struktura sieciowa
byta luzna. Gdy temperatura byta zbyt wysoka (90 Iub 95°C),
nadmiernie zdenaturowane czasteczki WPI ulegaly agregacji,
co zakldcalo jednorodnos¢ uktadu i prowadzito do spadku
stabilnosci struktury sieciowe;.

Gdy temperature indukcji termicznej ustalono na 85°C
przy wydhuzonym czasie indukcji termicznej, parametry
reologiczne uktadu réwniez wykazywatly tendencje do
poczatkowego wzrostu, a nastepnie spadku, osiagajac war-
to$§¢ maksymalng po 12 min. Gdy czas indukcji termiczne;
byt zbyt krotki (6 lub 9 min), reakcje denaturacji i sieciowania
WPI byly niewystarczajace, a struktura sieciowa uktadu byta
niekompletna. Zbyt dlugi czas indukcji termicznej (15 Iub 18
min) oraz sieciowanie mogtyby doprowadzi¢ do zageszcze-
nia sieci, a nawet do agregacji czasteczek, co z kolei spowo-
dowatoby spadek stabilnosci reologicznej uktadu. W zwigzku
z tym ustalono, ze optymalne warunki indukcji termicznej to
temp. 85°C i czas 12 min.

Ocena wydajnosci drukowania 4D przy uzyciu
materiatu kompozytowego na bazie
polisacharydow i biatek

Na podstawie wynikow optymalizacji wlasciwosci reolo-
gicznych jako material do zbadania wydajno$ci drukowania
4D wybrano kompozycj¢ przygotowana w nastgpujacych
warunkach: stezenie WPI 6,5 g/100 mL, stosuneck KGM:SA
3,5:3,5 oraz obrobka termiczna przez 12 min w temp. 85°C.
Jednoczesnie preparat ten porownano z innymi preparatami,
a wyniki przedstawiono w tabeli 3.

Jak wynika z tabeli 3, materiat kompozytowy przygotowa-
ny wg optymalnej receptury charakteryzowat si¢ doskonalg
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Evaluation of 4D printing performance
of polysaccharide protein composite material

Based on the optimization results of rheological proper-
ties, the composite ink prepared at WPI concentration of 6.5
g/100 mL, KGM:SA = 3.5:3.5, and at 85°C for 12 min of
thermal induction was selected as the optimal formulation
to investigate its 4D printing performance. At the same time,
it was compared with other formulations, and the results
are shown in Table 3.

According to Table 3, the composite material prepared
with the optimal formula had excellent 4D printing perfor-
mance. The line width error was only 3.2+0.5%, indicating
high extrusion accuracy and uniform lines. The 24-h defor-
mation rate was 2.1+0.3%, indicating good shape retention
and no obvious collapse, which could meet the storage
requirements of printed products. The thermal response
deformation rate and pH response deformation rate reached
45.2+2.1% and 52.3+2.4%, respectively, indicating good
dual stimulus response performance and the ability to
achieve programmable shape transformation after printing.

Compared with other formulations, deviations in poly-
saccharide ratio, WPI concentration, and thermal induc-
tion conditions could all lead to a decrease in printing
performance. When the KGM:SA ratio was too low, the
WPI concentration was too low, or the thermal induction
temperature was too low, the rheological properties of the
composite system were poor, the network structure was
loose, resulting in reduced extrusion accuracy, decreased
shape retention, and weakened stimulus response per-
formance. This was because the cross-linking degree of
the system was insufficient, making it difficult to achieve

them ":y
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wydajno$cig w druku 4D. Btad szerokosci linii wyniost zale-
dwie 3,2+0,5%, co $wiadczy o duzej doktadnosci wytlaczania
i rownomiernosci linii. Wspotczynnik odksztalcenia w ciagu
24 h wynio6st 2,1+£0,3%, co wskazuje na dobra stabilnos¢
ksztattu 1 brak widocznego zapadania si¢ i pozwala spehnic¢
wymagania dotyczace przechowywania wydrukowanych
produktow; wspotczynnik odksztatcenia w reakcji na tem-
perature oraz wspdtczynnik odksztatcenia w reakceji na pH
wyniosty odpowiednio 45,242,1% i 52,3+2,4%, co wskazuje
na dobrg reakcje na podwojny bodziec oraz zdolnos¢ do
programowalnej zmiany ksztattu po wydrukowaniu.

Wszelkie odchylenia od ustalonych optymalnych warun-
kéw otrzymywania uktadu kompozytowego (w stosunku
polisacharydow, stezeniu WPI oraz warunkéw induke;ji ter-
micznej) mogg prowadzi¢ do pogorszenia jakosci wydruku.
Gdy warto$¢ stosunku KGM:SA byla zbyt mata, st¢zenie
WPI zbyt niskie lub zbyt niska temperatura indukcji termicz-
nej, wlasciwosci reologiczne uktadu kompozytowego byty
stabe, a struktura sieci luzna, co skutkowato zmniejszong
doktadnoscig wyttaczania, gorszym zachowaniem ksztattu
oraz ostabiong reakcja na bodzce. Wynikato to z faktu, ze sto-
pien usieciowania uktadu byl niewystarczajacy, co utrudniato
osiggniecie skutecznej reorganizacji struktury sieciowej pod
wpltywem bodzcow zewnetrznych. Mozna byto zauwazy¢, ze
wlasciwosci reologiczne uktadu kompozytowego byty $cisle
powiazane z wydajnoscig drukowania 4D, a optymalizacja
wiasciwosci reologicznych byta kluczem do poprawy wydaj-
nosci drukowania 4D.

Whioski

W badaniach wykorzystano izolat biatka serwatko-
wego jako matryce biatkows, a glukomannan z dziwidta
(Amorphophallus konjac) 1 alginian sodu jako polisacharydy
kompozytowe w celu stworzenia systemu kompozytowego
zawierajgcego zarowno biatko, jak i polisacharydy, ktory
nastepnie zastosowano jako materiat do drukowania zyw-
no$ci w technologii 4D.

Uktad kompozytowy ztozony z polisacharydow i biatek
wykazuje typowe wlasciwosci rozrzedzania przy $cinaniu
oraz wilasciwosci elastycznego zelu, co ma kluczowe zna-
czenie dla zapewnienia mu dobrego wyttaczania i samono-
$nosci. Dzigki eksperymentom z jednym czynnikiem mozna
uzyskaé precyzyjna regulacje wtasciwosci reologicznych.
Wiasciwosci reologiczne uktadu kompozytowego wyka-
zujq istotng dodatnig korelacj¢ z wydajnoscia drukowania
4D. Material o optymalnym sktadzie charakteryzuje si¢
doskonatymi parametrami w drukowaniu 4D, z odchyle-
niem szerokosci linii wynoszgcym zaledwie 3,2+0,5% oraz
24-godzinnym wspotczynnikiem odksztatcenia ksztattu na
poziomie 2,1+0,3%. Dodatkowo wykazuje reakcj¢ na bodzce
termiczne i pH, osiagajac stopien deformacji 45,2+2,1% po
12 min ogrzewania w temp. 70°C oraz 52,3+2,4% po 12 min
w roztworze buforowym o pH 7,5.
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effective network structure rearrangement under external
stimuli. It could be seen that the rheological properties of
the composite system were closely related to the 4D printing
performance, and optimizing the rheological properties was
the key to improving the 4D printing performance.

Conclusion

This study used whey protein isolate (WPI) as the protein
matrix, konjac glucomannan (KGM) and sodium alginate
(SA) as composite polysaccharides, to construct a dual
polysaccharide protein composite system and use it as a 4D
food printing material.

The polysaccharide protein composite system presents
typical shear thinning behavior and elastic gel properties,
which is the core to ensure good extrudability and self-
supporting of ink. Through single factor experiments, pre-
cise regulation of rheological properties can be achieved.
The rheological properties of the composite system are
significantly positively correlated with the 4D printing
performance. The ink prepared with the optimal formula
has excellent 4D printing performance, with a line width
error of only 3.2+0.5% and a 24-h shape deformation rate
of 2.1+0.3%. It also achieves dual thermal/pH stimulation
response, with a deformation rate of 45.2+2.1% after 12
min of heating at 70°C and a deformation rate of 52.3+2.4%
after 12 min in pH 7.5 buffer solution.
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