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FRACTIONED APPLICATION AND EVALUATION OF THE CONCENTRATION OF 2000 PPM
AND 3500 PPM ALUMINUM PHOSPHIDE IN HERMETIC PLASTIC BAGS WITH CORN

Phosphorus trihydride (phosphine) from the gasification of aluminum phosphide or magnesium
phosphide has antifungal properties of interest in stored grains. In Argentina, about 45 Mt of grain
are stored in silo-bags, which is a system that, due to its potential tightness, is ideal for achieving
high concentrations of phosphine. The objectives of this study were: a) To evaluate a dosage
technique, consisting of fractions of phosphine tablets (0.2 g), in hermetic bags with 15 kg of corn
b) To establish the correlation between the target concentration (2000 and 3500 ppm) and the
maximum achieved concentration of PH3. The results showed that the target concentration of
phosphine that would allow adequate control of fungal growth was not achieved. For a better
evaluation of the model system, factors such as the homogeneity of the dosage and the size of the
systems must be controlled. The importance of measuring the final concentration of phosphine as
a method of controlling application efficiency is highlighted.
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Introduccidén

El desarrollo de hongos durante el almacenaje es una de las principales causas de deterioro del
grano (Bhatetal., 2010), provocando enmohecimiento, olor y cambio de color en los granos, asi como
también reducciones en el peso (materia seca), en la viabilidad de las semillas y sintesis de
micotoxinas (Paster y Bullerman, 1988; Magan y Lacey, 1988). El secado de los granos es la principal
herramienta para evitar el desarrollo de los hongos (Larsen et al,, 1980). Sin embargo, esto no
siempre es posible debido a que su uso demanda un considerable gasto energético (Vidal vy
Jayaraman, 1980), o bien cuando se utilizan sistemas temporarios de almacenaje (como el silo bolsa),
donde generalmente no se cuenta con la infraestructura necesaria para el secado de los granos.

Se estima que del total de la produccion almacenada en silo bolsas (45 Mt; Rozadilla y Calzada,
2018), aproximadamente el 50% esta acopiada en campos de productores. A su vez, anualmente, un
tercio del total del maiz producido en Argentina (50 Mt; Melo, 2021) se almacena en este sistema,
parte del cual se encuentra a una humedad que favorece el deterioro fungico del grano (Castellari et
al,, 2010).

Dado que el silo bolsa es un sistema potencialmente hermético (Bartosik, 2012), es esperable que el
proceso de automodificacion de la atmdsfera intergranaria, cuando la humedad del grano es elevada,
permita controlar naturalmente insectos que infestan el granel y reducir el dafio generado por
microorganismos (Navarro et al., 2012). Sin embargo, la modificacién atmosférica requerida debe ser
muy importante, con niveles de O2 cercanos a cero (Marcos Valle et al,, 2021). El hecho de no lograr
rapidamente dicha modificacién atmosférica debido a una baja actividad bioldgica, o el de que la
hermeticidad del silo bolsa pueda no lograrse o se reduzca con el tiempo de almacenamiento
(Cardoso et al,, 2012), aumentan las posibilidades de desarrollo de insectos, el amohosamiento del
grano v el riesgo de produccién de micotoxinas (Tubbs et al, 2016). En este sentido, existen
diferentes reportes de que el almacenamiento de maiz himedo (16-19%) en silo bolsa ocasiona
pérdidas de diferentes pardmetros de calidad luego de algunos meses de almacenamiento (Bartosik
et al,, 2008).

Dada esta problematica, durante la Ultima década se han comenzado a evaluar diferentes
alternativas de la aplicacidén de productos “preservantes” para mejorar el almacenamiento de grano
himedo en silo bolsa, como el uso de formulaciones liquidas de &acidos organicos (Fernandez
Zambdn, 2018), amonios cuaternarios modificados, o implementacién de gases, como el didéxido de
azufre (SO2) y la fosfina (PHs) (Alvarez et al., 2021).

Particularmente, la fosfina es un gas ampliamente difundido como insecticida, aunque también tiene
probada accidn fungicida (De Castro et al., 2001). Diferentes estudios indican que un rango de
concentracién de 3500 ppm o similares contribuyen al control de insectos, reducciéon de la carga
fingica y la produccion de aflatoxinas en maiz, mientras que dosis mas bajas, cercanas a 100 ppm,
pueden contribuir a retardar brevemente el desarrollo fungico (Hocking y Banks, 1991). Sin embargo,
estudios mas comprehensivos indican que el efecto de la fosfina en el desarrollo fungico vy la eventual
produccidn de micotoxinas depende de una combinacion entre la dosis, el tiempo de exposicidon, entre
otros factores (De Castro et al,, 2001).

Para las evaluaciones y ensayos a baja escala, en condiciones controladas, se utilizan equipamientos
que permiten generar una concentracion constante del gas PHs. Esta técnica necesita un patrén de
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concentracion con el cual se compara la concentracion del gas que se utilizard para el ensayo, debe
ser calibrado y utiliza equipamiento especifico. Sin embargo, esto no representa las condiciones
normales de utilizacién de este gas. La gran mayoria de los tratamientos de aplicacién de PH3 en
Argentina (y muchos otros paises en el mundo) se realizan a través de la aplicacion de fosfuros
metalicos (fosfuro de aluminio y de magnesio) que reaccionan con la humedad del aire para generar
el gas fosfina. A su vez, estos fosfuros comercialmente se formulan en tabletas de 3 gr que liberan 1
gr de fosfina, o comprimidos de 0,6 gr que liberan 0,2 gr de fosfina. Luego de aplicados los
formulados, existe una fase de liberacidn y/o gasificacidn (cuya velocidad depende enteramente de la
humedad relativa y temperatura ambiente (Xianchang, 1994), un pico de concentracion y luego la
concentracion decrece en el tiempo (Abadia y Bartosik, 2013). El gas resultante y su evolucion en el
tiempo dependeran de la dosis, de la adsorcion del gas por el grano almacenado, y pérdidas que se
pueden dar por puntos de fuga (areas abiertas o mal selladas en la estructura) (Hocking y Banks,
1991) o la tasa de pasaje (permeancia) del gas a través del silo bolsa (Ridley et al.,, 2011).

Es relevante, entonces, generar informacidn que integre las metodologias tipicas de aplicacion de la
fosfina, con el sistema de almacenamiento en silo bolsa. Para esto es necesario trabajar primero en la
puesta a punto de un sistema de micro dosificacion de fosfuro a baja escala, que permita predecir, en
condiciones controladas (hermeticidad, temperatura y humedad), la evolucidn de la concentracion de
la fosfina (a su vez relacionadas con la dosis y forma de aplicacion, adsorcidn de la fosfina y pérdidas
por permeabilidad del material).

Los objetivos del presente ensayo fueron: a) Evaluar operativamente la técnica de fraccionamiento y
dosificacién de comprimidos con 0,2 g de fosfina en bolsas herméticas con 15 kg de maiz b)
Establecer la correlacion entre la concentracion objetivo (2000 y 3500 ppm) y la maxima
concentracién lograda de PHs.

Materiales y métodos

En INTA Pergamino se confeccionaron 10 bolsas con 15 kg de maiz a 14% de humedad. Cada bolsa
se confecciond con piezas de material de silo bolsa sin usar (235 micrones de espesor;
Ipesa-Argentina), la cual se cerrd en los extremos con una doble costura utilizando el sistema de
termo-sellado (La Pipiola-Argentina). Luego de que cada bolsa se llend con grano se termoselld el
sitio de ingreso del grano. Finalmente se realizd un test de hermeticidad para cotejar que la bolsa
estuviera cerrada herméticamente, segun el procedimiento descripto por Fernandez (2018).

Para calcular el espacio no ocupado por el grano de las bolsas se utilizaron bolsas de similares
medidas que las usadas en el ensayo, las cuales se llenaron primero con la cantidad de grano
estipulada (15 kg) y luego se llend de agua destilada hasta la marca de cierre de las bolsas.
Posteriormente se volcé el agua en otro recipiente y se midié su volumen, resultando en 8,5 litros
(0,0085 m3) de volumen no grano (20,4 litros de volumen grano + no grano).

Considerando la adsorcién del maiz (14% H°) a la PH3 del 24,6% (Reddy et al., 2007), se realizaron
dos tratamientos: a) aplicacion de 110 mg de fosfuro de aluminio en cada bolsa, con el objetivo de
lograr una concentracion de 2000 ppm de PHs y b) aplicacién de 203 mg, de fosfuro de aluminio con
el objetivo de lograr una concentracién de 3500 ppm de PHs. Para la dosificacion de esta pequena
cantidad, se colocaron 5 comprimidos de fosfuro de aluminio de 0,6 g c/u (0,2 g de fosfina,
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Phostoxin®, Alemania) dentro de una bolsa “ziploc” herméticamente cerrada y se desintegraron
hasta obtener un polvo. Se utilizaron cinco bolsas con maiz por tratamiento (repeticiones). A los fines
practicos se considerd que la tasa de pasaje via permeabilidad era despreciable.

El fosfuro de aluminio se fracciond y pesé el en balanza analitica con una precision de milésima de
gramo Precisa 125A (Swiss Quality, Suiza) empleando un papel filtro previamente tarado que
posteriormente se plegd (con el fosfuro de aluminio en su interior) y se colocé dentro de cada bolsa
con maiz e inmediatamente se selldé con cinta la abertura en la bolsa para evitar el escape del gas
PHs. (Figura 1:a, by c).

Figura 1: a) Izquierda: pesaje del fosfuro de aluminio, b) Centro: abertura en la bolsa con maiz por donde se colocé el
fosfuro de aluminio. c) Derecha: cierre de la abertura mediante el pegado de tres cintas superpuestas.

Las bolsas se rotularon y se almacenaron en una camara (Figura 2) donde también se colocd un
sensor (I-button, Hygrochrom, EEUU) registrando la temperatura ambiente cada 2 horas.

Figura 2: Bolsas en la cdmara de almacenaje.



A las 96 hs de la aplicacién del fosfuro de aluminio se considerd que la gasificacidn fue completa
(segun el fabricante a las 48 hs se produce el 75% de la gasificacion a 20°C) y se midid la
concentracion de PH3 en cada bolsa utilizando tubos colorimétricos especificos para medir la
concentracion de fosfina, (FORSAFE FS 300 -PH3 50, Argentina). Los tubos son de vidrio alojando en
su interior sales de plata reactivos al gas fosfina. El procedimiento consistié en insertar el tubo
colorimétrico en cada bolsa y llenarlo con aire del interior utilizando una la bomba manual, la
concentracidn de fosfina se leyd en la escala graduada. (Figura 3: ay b).

Figura 3: a) Izquierda: medicién de la PH3 en una bolsa con maiz. b) Derecha: pipetas utilizas en las mediciones de
concentracién de PH3.

Resultados y discusion

La temperatura minima y maxima en la cdmara donde se desarrolld el ensayo fue de 20,4 °C vy 22,3
°C, respectivamente. A su vez, la humedad relativa predicha para la condiciéon de humedad de grano
y temperatura (Modelo Chung Fost; ASABE, 2001) equivale a 68-70%. Estas condiciones de
temperatura y humedad relativa no son limitantes para una normal liberacion de la fosfina
(Xianchang, 1994).

Como se observa en la Tabla 1, la concentracion promedio medida luego de 96 h fue de 530 ppm vy
1115 ppm para la menor y mayor dosis, respectivamente. Por otro lado, la concentracidon maxima
lograda en la dosis con concentracién objetivo de 2000 ppm fue del 40% de la misma, mientras que
en el caso de la mayor dosis fue del 60%. A su vez, la variacion entre las dosis logradas en las
diferentes repeticiones aumentd con la dosis objetivo.



Dosi
_OS,I S Media Desvio . .
objetivo , Minimo | Maximo

(ppm) estandard
(ppm)
2000 530 241 250 800
3500 1115 638 425 2100

Tabla 1. Concentracién media, desvio estandar y quantiles medidos (ppm) para las dosis propuestas.

Los resultados demuestran que la cantidad de fosfuro de aluminio aplicado para lograr la
concentracién objetivo fue insuficiente en ambos casos. La realizacidn previa del test de hermeticidad
permite inferir que la variabilidad en las determinaciones no estuvo asociada a una pérdida del gas
generada por puntos de fuga, principal motivo de escape de fosfina en envases flexibles. La causa en
la gran dispersidn de la fosfina medida entre repeticiones, probablemente estuvo asociada a que no
existe una distribucion uniforme del fosfuro de aluminio en el comprimido. Por cada comprimido, el
60% es fosfuro de aluminio y el resto corresponde a otros compuestos como el carbamato de amonio
que, durante la gasificacidn, se convierte en amonio (gas alerta) y CO2. Es asi que, durante la ruptura
del comprimido, su molienda y fraccionamiento podrian haberse dosificado diferentes proporciones
de fosfuro en cada bolsa. La subdosificacidn obtenida posiblemente se deba a que existid una
subestimacion de la adsorcidn de la fosfina por parte del grano, la cual fue menor en proporcidn
cuando mayor fue la dosis. Athanassiou y Arthur (2018) reportan que el efecto de la adsorcidn de
fosfina en el grano se relativiza en funcién de la dosis. Otro aspecto que pudo tener una magnitud
mayor a la esperada, es la tasa pérdida de fosfina a través del polietileno de las bolsas. Ridley et al.
(2011) mencionan que, aunque no cuantificar con exactitud la tasa de pasaje de fosfina a través el
polietileno del silo bolsa, sugieren que la permeabilidad a la fosfina de este material podria ser mayor
a lo que se supone. Esto podria ser alin mas relevante si se tiene en cuenta que las bolsas utilizadas
en el presente ensayo tienen una mayor relacion superficie/volumen que un silo bolsa tipico.

Dado el volumen de cada unidad experimental (aprox. 20 lts), existieron restricciones en hacer
mediciones frecuentes de fosfina, a los fines de que el error experimental no sea significativo.
Observar la evolucién de fosfina podria haber contribuido a identificar mejor la magnitud de la
pérdida inmediata (adsorcién) o paulatina (p.e. permeacion a través del polietileno) de la fosfina
aplicada.

En un ensayo de similares condiciones, Alvarez et al. (2021) aplicaron una dosis potencial de 5000
ppm (2 pastillas de 0,2 g PHs c/u) en tambores plasticos de 60 lts, con una minima cantidad de maiz
(2 kg). Luego de 48 hs registrd una concentracion 3500 ppm estableciendo una pérdida promedio de
casi 300 ppm por dia, hasta llegar a 800 ppm luego de 15 dias de almacenaje. Los autores
adjudicaron esta pérdida de fosfina a pérdidas via fallas en la hermeticidad tipica de estos envases
(hermeticidad menor a la de las bolsas utilizadas en este ensayo). En estas condiciones, observaron
que al cabo de 15 dias solo existié una reduccion de la cantidad de unidades formadoras de colonias
(UFC) (3,94 + 0,36 a 2,94 + 0,06 Log,, UFC/g MS). Por una parte, la metodologia de aplicacion
utilizada (pellets o pastillas enteras) permiti6 una mayor uniformidad en los resultados, en
comparacidn con el presente ensayo. Esto puede observarse en las desviaciones tipicas de los
resultados de UFC, aun en condiciones de hermeticidad menores que las relevadas en este ensayo.

8



v

A su vez, si se considera que la fosfina no tiene poder residual, el efecto logrado sobre la carga
fungica se considera insuficiente. Esto podria indicar que una mayor retencion de la fosfina (mayor
hermeticidad) para una misma dosis potencial deberian ser necesarios, o incluso dosis mayores
deberian ser aplicadas para lograr una reduccion significativa de la carga fungica sobre el grano.

Estos resultados indican que la dosis adecuada para control fungico fue afectada por varios factores
como la distribucidén de la fosfina en la formulacidn, asi como también la absorcidon por parte del
grano v, posiblemente, permeabilidad del polietileno. Para proximos trabajos se sugiere aumentar las
dimensiones de la unidad experimental (por ejemplo, a nivel de big bags) que permitan la aplicacion
de formulaciones de 0,2 g de fosfina, sin fraccionamiento. Esto presumiblemente evitaria errores de
dosificacidn del fosfuro. A su vez, un mayor tamafo permitira hacer mediciones periddicas de fosfina
sin afectar la concentracién de la misma.
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