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Effet de I'inoculation avec le

Fusarium graminearum et de I'’étanchéité
des silos sur la production de mycotoxines
et sur 'efficacité des agents de conservation
dans I'ensilage de mais épi humide

REsumE - A. Amyot et L. Couture. Effet de I'inoculation avec le
Fusarium graminearum et de I’étanchéité des silos sur la produc-
tion de mycotoxines et sur I'efficacité des agents de conservation
dans I'ensilage de mais épi humide. Agrosolutions (19) 1 : 25-

38. Du mais épi humide (MEH) a été conservé en silos de labora-
toire (26 L) selon un essai factoriel a trois facteurs : A) inocula-
tion avec le Fusarium graminearum (oui ou non); B) étanchéité
des silos (compléte ou réduite en perforant les silos aprés 45 jours
de conservation); C) méthode de conservation selon quatre traite-
ments: 1) aucun agent de conservation (TE : témoin), 2) ammonia-
que (AM), 3) inoculant bactérien homolactique (IBHO),

Lactobacillus plantarum et Enterococcus faecium, et 4) inoculant
bactérien hétérolactique (IBHE) Lactobacillus buchneri. Chaque
combinaison de facteurs était répétée cinq fois (80 silos). Les silos
ont été conservés pendant 225 jours dans un environnement simu-
lant les températures enregistrées d’octobre a juin au Quebec dans
un ensilage de MEH en silos boudin (de -3 a +19°C).
Linoculation avec le K graminearum ne s’est pas traduite en une
augmentation des concentrations de Fusarium spp. a la mise en
silos (environ 5,5 log ufc/g pour tous les ensilages sauf ceux traités
avec AM ot il ne restait plus de Fusarium spp.) et na pas influ-
encé la fermentation ni la stabilité aérobie du MEH. Aprés 225
]OUI“S, les Fusarium spp. navaient survécu dans aucun ensilage
mais la teneur en déoxynivalénol (DON) était plus faible dans AM
que dans IBHE (en moyenne 2,7 vs 3,6 mg/kg MS; P = 0,0179).
Le manque d’étanchéité des silos a favorisé la croissance des
levures et moisissures et a accru les pertes de MS. Il a aussi altéré
la fermentation et modifié I’effet des agents de conservation.
Comparativement au témoin, IBHO a amélioré la fermentation du
MEH entreposé en silos étanches mais pas sa stabilité aérobie.
IBHE a fait augmenter la teneur en acide acétique d’environ 0,1 %
mais n'a pas réduit la population de levures aprés 225 jours. Dans
le test de stabilité aérobie, il a freiné le chauffage de fagon plus
marquée dans le MEH provenant des silos non étanches (8,9 vs

*A. AMYOT! et L. COUTURE?2

12,6°C/j; P < 0,0001) que dans celui provenant des silos étanches
(3,8 vs 5,5°C/j; P = 0,075) mais a réduit la perte de MS aussi
bien en silos étanches (1,1 vs 2,7%) qu’en silos non étanches (9,0
vs 10,9%). AM a limité la fermentation (pH = 7,5). En silos non
étanches, il a réduit la population de moisissures (4,7 vs 6,9 log
ufc/g) et la perte de MS de conservation (2,3 vs 5,8%), mais a
accéléré le chauffage (15,8 vs 12,6°C/j) dans le test de stabilité
aérobie. Les résullals suggerent que IBHE a plus de potentiel que
AM pour prévenir le chauffage du MEH apres 'ouverture du silo,
mais une dose d’inoculation du L. buchneri supérieure a 1 x 10°
ufc/g pourrait étre nécessaire pour obtenir une amélioration mar-
quée de la stabilité aérobie du MEH au début de juin sous les con-
ditions du Québec.

Mots clés
bie, Fusarium graminearum, mycotoxine.

: enstlage, mais épi humide, agent de conservation, stabilité aéro-

ABsTRACT - A. Amyot and L. Couture. Effect of inoculation with
Fusarium graminearum and of silo sealing on the production of
mycotoxins and on the efficiency of additives in high moisture ear
corn silage. Agrosolutions (19) 1: 25-38. High moisture ear
corn (HMEC) was ensiled in laboratory silos (26 L) in a factorial
trial with three factors: A) inoculation with Fusartum graminearum
(ves or no); B) airtightness of silos (complete or reduced by punc-
turing the silos after 45 days of conservation); C) method of conser-
vation according to four treatments: 1) no additive (CO : control),
2) aquous ammonia (AM), 3) homolactic bacterial inoculant
(HOBI), Lactobacillus plantarum and Enterococcus faectum, and 4)
heterolactic bacterial inoculant (HEBI), Lactobacillus buchneri.
Each combination of factors was repeated five times (80 silos).
Silos were stored during 225 days in an environment simulating the
temperatures registered between October and June in a nearby
HMEC pressed bag silo (between —3 and +19°C). Inoculation with
E graminearum did not increase the concentration of Fusarium
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spp. when filling the silos (about 5,5 log
cfu/g for all silages except those treated
with AM, in which there was no Fusarium
spp.) and did not influence the fermenta-
tion or the aerobic stability of HMEC. After
225 days, Fusarium spp. did not survive in
any of the silages but the deoxynivalenol
(DON) content was lower in AM than in
HEBI (mean 2,7 vs 3,6 mgkg DM; P =
0,0179). The reduced airtightness of silos
increased the growth of yeasts and moulds
and the DM loss. The fermentation was also
altered and the effect of additives modified.
Comparatively to control, HOBI yielded a
better fermentation in airtight silos but not a
better aerobic stability. HEBI produced a
silage with an acetic acid content approxi-
mately 0,1 % higher but did not reduce the
yeast count in the 225 days silage. In the
aerobic stability test, the healing was
restricted more by HEBI in the HMEC from
punctured silos (8,9 vs 12,6°C/j; P <
0,0001) than in the one from airtight silos
(3,8 vs 5,5°C/j; P < 0,075) but the DM loss
was equally reduced in airtight silos (1,1 vs
2,7%) and in punctured silos (9,0 vs
10,9 %). AM limited fermentation (pH =
7,5). In punctured silos, it reduced the
mould count (4,7 vs 6,9 log cfu/g) and the
DM loss during storage (2,3 vs 5,8%), but
the heating was accelerated (15,8 vs
12,6°C/j) in the aerobic stability test. The
results suggest than HEBI has a higher
potential than AM to prevent heating of
HMEC after silo opening, but a rate of ino-
culation of L. buchneri higher than 1 x 10°
cfu/g could be necessary to obtain a marked
amelioration of the aerobic stability of
HMEC in the conditions occurring at the
beginning of June in Quebec.

Keywords : silage, high moisture ear corn, addi-
tive, aerobic stability, Fusarium graminearum,

mycotoxin.
Introduction

Le mais épi humide (MEH) est un aliment
énergétique utilisé en production bovine
mais qui est susceptible de présenter, par
temps chaud, des probléemes de stabilité
aérobie. Suite a la croissance des levures,
le pH de I’ensilage s’éléve a un niveau qui
permet la croissance des moisissures

(McDonald et al., 1991). Le chauffage qui

en résulte peut entrainer d’importantes
pertes de matiére séche. Plusieurs agents de
conservation peuvent étre utilisés pour
améliorer la stabilité aérobie du mais grain
et du mais épi humide. Le traitement avec
les agents de conservation & base d’acide
propionique, appliqués aux doses élevées
recommandées pour obtenir une bonne
préservation (0,5 a 1,0% de la matiére
fraiche), est peu utilisé en raison de son
cofit. Quant au traitement avec ’'ammoniac,
appliqué sous forme gazeuse ou aqueuse,
plusieurs expériences ont montré que de
fortes doses (1% de la MS ou 0,35% de la
matiere fraiche) diminuent les populations
fongiques et activent la fermentation de I’en-
silage de mais (Buchanan-Smith, 1982;
Kung et al., 2000). 11 en résulte aussi une
amélioration de la stabilité aérobie et une
diminution des pertes de matiére séche
causées par I’exposition a 'air (Kung et al.,
2000). Dans le cas du mais humide, le
traitement & I’ammoniac anhydre, & dose
tres élevée (1% de la matiere fraiche),
inhibe la fermentation, améliore la stabilité
aérobie et limile les pertes de matiere séche
causées par ’exposition a air (Phillip et al.,
1985). Le traitement a I'ammoniaque a eu
un effet différent selon la teneur en matiére
séche du mais épi humide (Soderholm et al.,
1988). Kung (1992) rapporte que le traite-
ment avec 'ammoniac anhydre ou en solu-
tion aqueuse n'a pas amélioré sa stabilité
aérobie de fagon constante.

Les inoculants bactériens peuvent cons-
tituer une solution de rechange économique
aux agents chimiques de conservation. Les
inoculants bactériens homolactiques a base
de Lactobacillus plantarum ont conféré au
mais humide une stabilité aérobie tantot
meilleure (Fellner et al., 2001), tantot com-
parable au témoin (Kung et al., 2004). Par
contre, les inoculants bactériens hétérolac-
tiques a base de Lactobacillus buchnert ont
permis d’améliorer la stabilité aérobie du
mais grain humide (Taylor et Kung, 2002;
Ebling et al., 2002; Kendall et al., 2002).
Leffet du L. buchneri proviendrait de
I'inhibition des levures a la suite de la
transformation anaérobie de I’acide lac-
tique en acide acétique et en 1,2 pro-
panediol (propyléne glycol) (Oude Elferink
et al., 2001). La survie des levures dans le
silo est compromise et leur croissance est
inhibée lorsque I’ensilage devient exposé a

lair (Driehuis et al., 1999).

Le Fusarium graminearum est une moisis-
sure productrice de toxines fréquente dans
le mais au Québec. Les récoltes contami-
nées peuvent contenir plusieurs toxines
dont le déoxynivalénol (DON) et la zéara-
lénone (ZEA). Selon les travaux de Escula
(1979), les Fusarium peuvent survivre et
produire de la ZEA pendant la période de
conservation ou aprés I'ouverture du silo
puisque les conditions de confinement
réalisées dans les silos tours convention-
nels et les silos horizontaux ne correspon-
dent pas a une anaérobiose complete.
Jelinek et al. (1989) rapportent aussi que la
fermentation du mais concentre la ZEA. Par
contre, d’autres recherches indiquent que
les Fusartum sont incapables de croitre
dans lensilage (Scudamore et Livesey,
1998; Niderkorn et al., 2007) et qu’on ne
retrouve pas de Fusarium viable dans I’en-
silage de mais (Kuldau et Mansfield, 2006).
Les études montrent généralement que les
fusariotoxines préformées a la mise en silos
ne sont pas ou peu dégradées par le
procédé d’ensilage (Niderkorn et al., 2007)
mais la diminution de la DON a été rap-

portée (Mansfield et al., 2005).

Les agents de conservation peuvent réduire
la croissance des moisissures de conserva-
tion et par conséquent la production de
leurs mycotoxines dans 'ensilage, mais ils
ne sont d’aucune utilité contre les
fusariotoxines déja présentes a la mise en
silos (Niderkorn et al., 2007). Ils peuvent
tout au plus limiter la production subséquen-
te de ces toxines en inhibant rapidement les
Fusartum. Linhibition des moisissures par
I'acide propionique est bien documentée
(Sherwood et Peberdy, 1974; cité par
Escula, 1977). Le développement de F
graminearum est aussi inhibé par la
présence dans le milieu de culture d’ammo-
niac sous forme non dissociée (DePasquale
et Montville, 1990). Quant aux agents
microbiens de conservation, il semble
qu’aucune recherche n’ait démontré leur
effet sur la croissance des Fusarium et la
teneur en mycotoxines de I'ensilage.

Lobjectif principal de cette recherche est
d’évaluer Deffet des inoculants bactériens
homolactique et hétérolactique et de I’am-
moniaque sur la fermentation et la stabilité
aérobie du MEH. De fagon plus spécifique,
on étudie I'effet de I'inoculation avec le
FE graminearum et de ’étanchéité des silos



sur la production de mycotoxines fusari-
ennes et sur l'efficacité des agents de con-
servation dans I’ensilage de MEH.

Méthodologie

Traitements

Du MEH (DKC27-12, 2250 UTM) a é1é
récolté au Centre de recherche en sciences
animales de Deschambault (CRSAD) les
24 et 25 octobre 2003 a environ 65% de
MS avec une fourragére conventionnelle
(New Holland, modéle 790) équipée d’une
téte cueilleuse d’épis et réglée a une
longueur de hachage théorique de 3 mm. Il
a été utilisé pour réaliser une expérience
comportant 80 silos de laboratoire (4
agents de conservation x 2 niveaux de F
graminearum x 2 niveaux d’étanchéité des
silos x 5 répétitions). Aprés avoir été ino-
culé ou non avec le K graminearum (2,5 x
107 spores/g de matiere fraiche) le MEH a
été traité avec :

1- aucun agent de conservation

(TE = Témoin),

2- de 'ammoniaque (AM) (NH,OH,
29,5 % NH,, 0,90 kg/L), 16 kg/t de
matiére fraiche (17,8 L/t de matiére
fraiche),

3- un inoculant bactérien homolactique
(IBHO), Lactobacillus plantarum et
Enterococcus faecium (Biomax HMC,
Chr. Hansen Biosystems, Milwaukee,
WI), 0,91 x 10° ufc/g de matiere fraiche,

4- un inoculant bactérien hétérolactique
(IBHE), Lactobacillus buchneri
(Sila-Bac 11A44, Pioneer Hi-Bred
International, Des Moines, [A),

1,0 x 10° ufc/g de matiere fraiche.

Le mais ainsi traité a été ensilé dans des
seaux de polyéthyléne de 26 litres (44 cm
de hauteur et 27,5 cm de diameétre) & une
densité de 625 kg de matiére fraiche/m?
(420 kg MS/m?). Le contenu de chaque silo
a été pesé. Les silos ont été entreposés
dans une piece dont la température a été
ajustée de facon a reproduire celle enregis-
trée d’octobre a juin a 60 cm de profondeur
dans des silos boudin de MEH voisins (400
a 450 kg MS/m?®) (figure 1). Des silos ont
été gardés hermétiques pendant les 225
jours de conservation (SE = silos étanch-
es) alors que les autres ont été rendus non
étanches aprés 45 jours (SNE = silos non
étanches) en pratiquant 12 trous de 2 mm
de diametre répartis également sur leur
paroi cylindrique.

Test de stabilité aérobie

Aprés environ 225 jours de conservation (le
8 juin 2004), on a ouvert les silos et pesé
leur contenu. Un test de stabilité aérobie a
été réalisé avec 4,7 kg de MEH provenant
de chaque silo, en plagant 2,35 kg dans
deux bacs (série A et série B) de
polystyréne de 7,5 litres (24 cm de
longueur x 18 em de largeur x 17,5 cm de
profondeur) maintenus ouverts, mais
recouverts de 2 épaisseurs d’étamine (6
mailles/cm) de fagon a permettre la circu-
lation de I’air tout en limitant le séchage de
la surface. Les bacs ont été placés dans une
piece dont la température ambiante a été
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Figure 1. Température d'entreposage des silos de laboratoire d'octobre 2003 a juin 2004

maintenue & 20 °C. Des témoins inertes ont
été préparés en traitant du MEH non
autrement traité avec de 1’acide formique et
de I’acide propionique de fagon a avoir des
concentrations de 7,1 et 9,1 g/kg respec-
tivement et ainsi prévenir totalement la
détérioration aérobie (Driehuis et al.,
2001). Le contenu de chaque bac de la
série A a été pesé au début du test et apres
7 jours d’exposition a I'air et le développe-
ment des moisissures a alors été évalué
visuellement (échelle de 0 a 5). Des fils
thermocouples ont éié insérés dans chaque
bac de la série B et la température a été
mesurée en continu pendant 14 jours.
Lindice de stabilité aérobie a été défini
comme le temps d’exposition a I’air néces-
saire pour une augmentation de 2°C
(Moran et al., 1996) au-dessus de la tem-
pérature des témoins inertes (Driehuis et
al., 2001) et 'indice d’instabilité aérobie
comme le rapporl « température maxi-
male : nombre de jours pour I'atteindre »

(Ruppel et al., 1995).

Echantillonnage

Des échantillons de MEH de chaque silo
ont été prélevés :

1- avant de réaliser les traitements,

2- lors du remplissage des silos, apres
avoir réalisé les traitements « agent
de conservation » et « Fusarium »,

3- lors de louverture des silos apres 225
jours de conservation,

4- 3 la fin du test de stabilité aérobie
de 7 jours.

Les échantillons prélevés au moment de la
mise en silos, & ’exception de ceux destinés
a la détermination de la MS et au dénom-
brement des Fusarium spp., ont été
regroupés en fonction des traitements
« Fusartum » et « étanchéité des silos » de
fagon a obtenir 16 échantillons composites
(4 par traitement «agent de conserva-
tion »). Ces échantillons ont été utilisés
pour caractériser le matériel ensilé en ter-
me de fermentation (pH et sucres solubles)
et de valeur nutritive (MS et protéine
brute), de méme qu’au point de vue micro-
biologique (dénombrement des levures et
des moisissures) et toxicologique (DON et
ZEA). Les dénombrements de Fusarium
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spp. et les teneurs en MS aprés traitement
ont été déterminés sur les échantillons
individuels. I’analyse des principaux para-
metres de la fermentation (MS, pH, acides
gras volatils, acide lactique, sucres solu-
bles et azote ammoniacal), les analyses
microbiologiques (dénombrement des levu-
res, des moisissures et de Fusarium spp.) et
les analyses de mycotoxines (DON et ZEA)
ont été effectuées sur les échantillons
prélevés dans chaque silo lors de leur ou-
verture. La teneur en MS et le pH ont été
déterminés sur les échantillons prélevés a
la fin du test de stabilité aérobie. Les
échantillons destinés a [’analyse des
paramétres de la valeur nutritive et des
mycotoxines ont été séchés au four a 60°C
pendant 72 heures (ASAE, 2000) avant
d’étre broyés a 1 mm. Ceux destinés a
’analyse des parametres de la fermentation
ont été congelés (-20°C) et ont été broyés
avec de la glace séche a I’aide d’un robot
culinaire. Finalement, les échantillons uti-
lisés pour les dénombrements microbio-
logiques ont été conservés au réfrigérateur
(3°C) et analysés dans les meilleurs délais.

Analyses chimiques

Pour des fins analytiques, la teneur en MS
a été déterminée en séchant 1 g d’échantil-
lons pré-séchés (analyses des parameétres
de la valeur nutritive) ou 10 g d’échantil-
lons frais (analyses des parameétres de la
fermentation) a I’étuve a 100°C (CPAQ,
1982). Le pH a été déterminé sur 10-15 g
de produit placé dans 20-30 mL d’eau dis-
tillée pendant 20 minutes, en insérant
Iélectrode dans le mélange (pH-meétre
Fisher Scientific Acumet 925). Les sucres
solubles, les acides organiques et I'azote
ammoniacal (N-ammoniacal) ont été dosés
aprés une extraction avec de I'acide sulfu-
rique 0,2 N (Smith et al., 1964). Les sucres
solubles et les acides organiques ont été
séparés et quantifiés a I'aide d’un systéme
de chromatographie liquide a haute perfor-
mance (HPLC) Waters 600E (Waters cor-
poration, Massachusetts, USA), équipé
d’une colonne de séparation de marque
AMINEX HPX-87H (7,8 mm DI x 30 cm)
(Bio-Rad laboratories, California, USA). La
phase mobile était constituée d’acide sulfu-
rique 0,025 N avec un débit de 0,4 ml,/min
a une température de 40°C. La détection
des acides organiques et des sucres solu-
bles a été faite avec un détecteur a indice
réfraction (Waters 410) selon la méthode

du CRSAD (communication personnelle).
Le dosage de I’azote ammoniacal a été réali-
sé par colorimétrie (CPAQ, 1982) avec un
spectrophotometre de marque Milton Roy
(modele 1201). Le dosage des protéines
brutes (N x 6,25) a été réalisé en dosant ’a-
zote (N) selon la méthode Kjeldahl (AOAC,
1990) avec un appareil Tecator (modéle
Kjeltec Auto 1030 Analyser) aprés minéra-
lisation de I’échantillon d’ensilage (diges-
tion system 20, 1015 Digestor). La méthode
« don-1¢-03-00.1 » de Romer Labs Inc.
(2000) a été utilisée pour séparer et quanti-
fier la DON a I’aide d’un systéeme de chro-
matographie liquide a haute performance
(HPLC) alors que I'analyse de la ZEA a été
faite selon la méthode « zon-1¢-01-00.3 »
de Romer Labs Inc. (2000a) en utilisant les
paramétres du systeme HPLC proposés par
Trilogy Analytical Laboratory (1999).

Analyses microbiologiques

Le dénombrement des levures et des moisi-
ssures a été effectué selon la méthode de
Santé Canada (2004) modifiée. On a utilisé
comme milieu de culture une gélose d’ex-
trait de malt additionnée de rose de Bengal
(0,005 %), de streptomycine (100 mg/mL)
et de néomycine (50 mg/mL) et on a réalisé
une incubation pendant 5 jours. Le dénom-
brement a été réalisé en 3 répétitions, avec
un seuil de détection de 100 ufc/g. Ce
seuil a été atteint lorsqu’aucune colonie
n’a été dénombrée, pour un volume inoculé

de 0,1 mL et un facteur de dilution de 10.
On a alors considéré qu’il y avait 10 ufc/g.
Le développement végétatif des moisissures
a été évalué visuellement selon une échelle
de 0 a5 (0 = aucun mycélium détectable,
5 = mycélium trés dense). La numération
des spores du Fusarium graminearum dans
I'inoculum original a été effectuée a I'aide
d’'un hématimétre de Neubauer, selon la
méthode de Tuite (1969). Lisolement et le
dénombrement des Fusarium spp. dans le
fourrage frais et dans ’ensilage ont été réa-
lisés par étalement de suspensions diluées
sur le milieu Peptone-PCNB  Agar
(Papavizas, 1967), préparé et conditionné
par les Laboratoires Quélab, Montréal.

Analyses statistiques

Lexpérience a été réalisée selon un disposi-
tif en blocs complets aléatoires. Les dif-
férents parametres étudiés ont été analysés
avec la procédure PROC MIXED de
SAS/STAT (Version 8.1, SAS Inst. Inc.,
Cary, NC). Le modele statistique comporte
15 degrés de liberté pour les traitements et
les interactions, 4 pour les répétitions et 60
pour I’erreur. Un modele avec variances iné-
gales a été préféré au modele avec variances
égales lorsque cela s’est avéré avantageux
(Option  REPEATED). Le choix de la
matrice de variance a été fait a 'aide du
« Akaike’s Information Criterion » (AIC). La
méthode des moindres carrés a été utilisée
de facon a comparer les moyennes des

Tableau 1. Composition chimique et microbiologique du MEH a la mise en silos, en fonction
des traitements appliqués®.

TE AM IBHO IBHE
Matiére séche, % 2 67,5 67,1 67,4 67,4
pH3 5,6 8,7 5,7 5,7
Protéine brute, % MS 3 8,9 10,3 9,0 8,9
Levures, log 10 ufc/g de matiére fraiche 3 6,0 0,8 5,7 5,7
Moisissures, log 10 ufc/g de matiére fraiche 3 5,0 2,3 4,7 4,3
Fusarium spp., logo ufc/g de Reujlisu 55 g2 55 55
matiére fraiche 2 Inoculé 5.6 0,0 5,5 5,2
DON, mg/kg MS 3 2,2 2,5 2,0 1,9
ZEA, mg/kg MS 3 <05 <05 <05 <05
1. TE = témoin; AM = ammoniaque; IBHO = inoculant bactérien homolactique; IBHE = inoculant bactérien

hétérolactique.
2. Les valeurs sont des moyennes de 20 observations.

3. Les valeurs sont des moyennes de 4 observations.



moindres carrés (moyennes ajuslées au
modele). Compte tenu des comparaisons
multiples effectuées entre les agents de con-
servation, I’ajustement de Tukey-Kramer a
été appliqué pour corriger les probabilités.

Résultats

Caractéristiques du MEH a la mise
en silos

Au moment de la mise en silos, le MEH
traité avec AM avait une teneur en MS de
67,1 %, un pH de 8,7 et une teneur en pro-
téine brute de 10,3 %, alors que les autres
traitements présentaient en moyenne une
teneur en MS de 67,4%, un pH de 5,7 et
une teneur en protéine brute de 8,9 %.
Seulement 40% de I’azote ammoniacal
appliqué a été récupéré par le MEH,
puisque I’'augmentation de la teneur en pro-
téine brute par rapport au témoin a été de
1,43% alors que la solution appliquée
aurait pu la faire augmenter de 3,62 % si
tout I'azote ammoniacal avait été récupéré
par le MEH. Les populations de levures et
de moisissures ont été de seulement 0,8 et
2,3 log ufc/g dans le MEH traité avec AM
alors qu’elles ont été de 5,8 et 4,7 log ufc/g
en moyenne pour les autres traitements.
Linoculation du K graminearum n’a pas
fait augmenter la population totale des
Fusarium spp. puisque celle-ci était déja
relativement élevée dans le matériel non

inoculé. Quant aux mycotoxines, en moyen-
ne 2,1 mg de DON/kg MS ont été détectés
alors qu'il y a eu moins de 0,5 mg de

ZEA/kg MS (tableau 1).

Fusarium et mycotoxines

Les Fusarium spp. n’ont pas survécu dans
le MEH puisque les 80 analyses de dénom-
brement faites sur les échantillons aprés
225 jours de conservation ont toutes in-
diqué une présence nulle de Fusarium spp.
Cependant, la teneur en DON a été de 3,2
mg/kg MS en moyenne a Pouverture des
silos alors qu’elle était de seulement 2,1
mg/kg MS a la mise en silos. De plus, elle
a eu lendance a augmenter a la suite de
I'inoculation avec le K graminearum (3,4
vs 3,0 mg/kg MS; P = 0,067) et a été plus
faible dans AM que dans IBHE quelle que
soit I’étanchéité des silos (en moyenne 2,7
vs 3,6 mg/kg MS) aprés 225 jours de con-
servation (figure 2). Cependant, I'inocula-
tion avec le K graminearum n’a pas influen-
cé les autres paramétres analysés. C’est
pourquoi aucun résultat concernant I’effet
de I'inoculation avec le E graminearum
nest rapporté dans les figures et les
tableaux subséquents.

Populations fongiques et perte de
MS en silos

Dans le MEH entreposé en SE, le nombre

de levures a I'ouverture des silos a été plus
élevé dans IBHO que dans TE, AM et
IBHE (6,4 vs 4,3, 3,3 et 2,5 log ufc/g,

respectivement) et aucun agent ne I’a réduit
de facon significative par rapport au té-
moin, malgré les écarts observés. De plus,
le nombre de moisissures a été relativement
faible, quel que soit 'agent de conservation
(1,6 & 1,8 log ufe/g). Au total, c’est IBHO

qui a fait moins bonne figure, avec un nom-

bre total de levures et moisissures
5
a P =0,067
4 ab ab 36 34
%) 3,2 b 3,2 20
= 2,7 C
2 s
(=2}
£
Z 2 —
o
(=]
1 —
0

TE AM  IBHO IBHE Non inoculé  Inoculé

Agent de conservation Fusarium

Figure 2. Effet des agents de conservation? et de
l'inoculation avec le Fusarium graminearum? sur la
teneur en déoxynivalénol du MEH aprés 225 jours
de conservation®.

1. TE = témoin; AM = ammoniaque; IBHO =
inoculant bactérien homolactique; IBHE = inoculant
bactérien hétérolactique.

2. MEH non inoculé ou inoculé a la dose de 2,5 x 102

spores/g de matiére fraiche.

3. Les valeurs sont les moyennes des moindres carrés et
les barres sont les intervalles de confiance (ot = 0,05).
Les moyennes marquées par une méme lettre ne sont
pas significativement différentes (P > 0,05) selon
l'ajustement de Tukey-Kramer.

Le trait horizontal indique la moyenne de 16
échantillons composites au moment de la mise en silos.

Tableau 2. Effet des agents de conservation? et de I’étanchéité des silos? sur les populations fongiques dans le MEH aprés 225 jours de
conservations3.
Silos étanches Silos non étanches Probabilité 4

TE AM IBHO IBHE TE AM IBHO IBHE A%:)”t S(ISI;’ AXS
Levures,
log1o ufc/g de matiére fraiche S ek L 2R oAk aEs e = o o i
Moisissures,
logao ufc/g de matiére fraiche 180° 1742  165° 1620 | 687  467¢  471° 7,03 | xxx xx% 0,0015
Levures et moisissures, 5 5 b b b *kx
log1o ufc/g de matiére f raiche 4,52 3,8 6,42 2,9 7,52 6,6 7,92 7,34 0,0003 0,0333
Mycélium,0a 5 0 0 0 0 2,40 3,72 2,30 2,30 NASS NAS NAS

a,b,c. Pour une méme ligne et un méme niveau d'étanchéité des silos, les moyennes présentant une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P > 0,05) selon

l'ajustement de Tukey-Kramer.

A,B,C. Les différences rapportées pour chaque niveau d'étanchéité des silos sont celles de l'effet principal « Agent de conservation » lorsque l'interaction « Agent de

. . ) s .
conservation x Silo » n'est pas significative.

1. TE = témoin; AM = ammoniaque; IBHO = inoculant bactérien homolactique; IBHE = inoculant bactérien hétérolactique.

2. Silos étanches pendant les 225 jours de conservation ou rendus non étanches apres 45 jours.

3. Les valeurs rapportées sont les moyennes des moindres carrés.

4. Signification statistique : *** P < 0,0001; NS non significatif (P > 0,05).

5. NAS : Ne s'applique pas parce que les résultats ne satisfont pas les critéres pour réaliser une analyse de variance.
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log ufc/g), mais on n’a observé aucun déve-
loppement de mycélium, quel que soit I’a-
gent de conservation. Dans le MEH entre-
posé en SNE, les populations fongiques a
ouverture des silos ont été plus élevées
quen SE. En fait, le nombre de levures a
été plus élevé dans IBHO que dans TE, AM
et IBHE (7,8 vs 6,4, 6,5 et 6,3 log ufc/g) et
aucun agent ne I’a réduit de fagon signi-
ficative par rapport au témoin, comme en
SE, alors que le nombre de moisissures a
été plus faible dans AM que dans TE et
IBHE (4,7 vs 6,9 et 7,0 log ufc/g), et dans
IBHO que dans IBHE (4,7 vs 7,0 log ufc/g).
Au total, c’est AM qui a fait meilleure figu-
re, avec un nombre total de levures et moi-
sissures inférieur a TE et IBHO (6,6 vs 7,5
et 7,9 log ufc/g). Cependant, la croissance
de mycélium a été plus fournie dans AM
que dans chacun des autres traitements (3,7
vs 2,3 4 2,4), ce qui semble indiquer que
celle-ci a été favorisée par les conditions
d’ensilage particulieres & AM (tableau 2).

Dans le MEH entreposé en SE, la perte de
MS pendant la période de conservation en
silos a été relativement faible et semblable
quel que soit I’agent de conservation mais a
eu tendance a étre plus faible dans AM que
dans IBHE (1,0 vs 1,7%; P = 00665)
Dans celui entreposé en SNE, AM a vrai-
ment fait meilleure figure que chacun des

25
Pendant la conservation en silos
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autres traitements, puisqu’il a freiné la
perte de MS beaucoup mieux que ces
derniers (2,3 vs 5,3 & 5,8%). En fait, la
perte de MS a été fortement influencée par
Pabondance des moisissures. Elle est le
reflet de celle-ci sauf dans le cas de IBHO
en SNE. Cette différence est probablement
reliée aux populations élevées de levures
observées dans IBHO. Une croissance
fongique plus tardive dans AM que dans
les autres traitements, par suite d’une
réduction marquée des populations de le-
vures et moisissures dés la mise en silos,
peut aussi étre partiellement responsable
des différences observées (figure 3).

Produits de fermentation

Les agents de conservation ont eu des effets
sur tous les paramétres de conservation
mesurés. Il en fut de méme de 1’étanchéité
des silos, sauf pour la teneur en acide acé-
tique. Toutefois, I'effet des agents de con-
servation n’a pas été le méme selon 1’étan-
chéité des silos, tel qu'indiqué par des
interactions significatives (tableau 3).
Aprés avoir remonté le pH 4 8,7 au moment
de la mise en silos, AM a donné un ensilage
avec un pH (en moyenne 7,5 vs 4,2 a 4,3)
et une teneur en azote ammoniacal (en
moyenne 1,9 vs 0,4 a 0,5% éq. PB) plus
élevés que chacun des autres traitements.
En fait, AM a produit une fermentation plus
limitée et plus hétérolactique que TE,

IBHO et IBHE, tel qu'indiqué par une plus
faible production d’acide lactique (en
moyenne 0,3 vs 1,2 4 1,3%), une teneur en
sucres résiduels plus élevée (en moyenne
3,3 vs 14 a 1,7%) et un rapport
lactate:acétate plus faible (en moyenne 0,3
vs 2,2 4 3,4), quelle que soit ’étanchéité
des silos. AM a aussi présenté la teneur en
acide acétique la plus élevée en SE (0,7 vs
0,3 4 0,5%), et la plus faible en SNE 0,3
vs 0,54 0,6 %) (tableau 3).

Les inoculants bactériens ont moins influ-
encé la fermentation que AM. En SE, IBHO
a donné lieu a une fermentation plus homo-
lactique que TE, AM et IBHE, tel qu’in-
diqué par une moindre production d’acide
acétique (0,3 vs 0,4 & 0,7%) et un rapport
lactate:acétate plus élevé (4,1 vs 0,6 a 3,3).
Dans ces conditions, sa fermentation a
également été plus poussée que celle de
TE, tel qu’indiqué par un pH (4,0 vs 4,1) et
une teneur en sucres solubles (2,2 vs 2,5
%) plus faibles. De plus, cet inoculant a
moins dégradé la protéine en azote ammo-
niacal que IBHE en SE et plus que TE en
SNE (tableau 3).

Quant & IBHE, en SE il a permis une fer-
mentation plus poussée et pas plus hétéro-
lactique que TE, tel qu'indiqué par des
teneurs en acide lactique (1,5 vs 1,3 %) et
en acide acétique (0,5 vs 0,4%) plus

25 25
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Figure 3. Effet des agents de conservation® et de I'étanchéité des silos? sur la perte de matiére séche dans le MEH3.

1.TE = témoin; AM = ammoniaque; IBHO =

2. Silos étanches pendant les 225 jours de conservation ou rendus non étanches aprés 45 jours.

inoculant bactérien homolactique; IBHE = inoculant bactérien hétérolactique.

3. Les valeurs sont les moyennes des moindres carrés et les barres sont les erreurs types. Pour chaque niveau d'étanchéité des silos, les moyennes marquées par une
méme lettre ne sont pas significativement différentes (P > 0,05) selon l'ajustement de Tukey-Kramer.

4. Pour la perte de MS pendant la conservation en silo étanche, P = 0,0665 pour AM vs IBHE.



Tableau 3. Effet des agents de conservation? et de I’étanchéité des silos? sur les produits de fermentation du MEH aprés 225 jours de
conservations.
Silos étanches Silos non étanches Probabilité 4
TE AM IBHO IBHE TE AM IBHO g | Aeent  Silo AXS
A )

pH 4,06 7,442 4,03be 4,00¢ 4,43¢ 7,572 4,44¢ 4,54b EIET EIETCS EIETCS
Acide lactique, % MS 1,30 0,4¢ 1,4ab 1,52 1,22 0,2¢ 1,22 0,80 whx whx whx
Acide acétique, % MS 0,4¢ 0,72 0,34 075 0,50 0,3¢ 0,50 0,62 EIET 0,1179 EIETCS
Lactate/acétate 3,3v 0,6¢° 4,1a 3,00 2,42 0,9¢ 2,62 1,40 whx whx whx
N-ammoniacal x 6,25, % MS 0,33be 1,922 0,29¢ 0,380 0,53¢ 1,822 0,60° 0,58b¢ EIET 0,0488 EIETCS
Sucres solubles, % MS 2,50 4,1 2,2¢ 2,2¢ 0,90 2,52 0,90 0,6¢° whx whx 0,0227

a,b,c Pour une méme ligne et un méme niveau d'étanchéité des silos, les moyennes présentant une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P > 0,05) selon

l'ajustement de Tukey-Kramer.

1.TE = témoin; AM = ammoniaque; IBHO = inoculant bactérien homolactique; IBHE = inoculant bactérien hétérolactique.

2. Silos étanches pendant les 225 jours de conservation ou rendus non étanches apres 45 jours.

3. Les valeurs rapportées sont les moyennes des moindres carrés.

4. Signification statistique : *** P < 0,0001.

élevées, un pH (4,0 vs 4,1) et une teneur en
sucres solubles (2,2 vs 2,5) plus faibles et
un rapport lactate:acétate (3,0 vs 3,3) com-
parable. Dans ces conditions, sa fermenta-
tion n’a pas été plus poussée mais a été
plus hétérolactique que celle de IBHO, tel
qu’indiqué par un pH (4,0 vs 4,0) et des
teneurs en acide lactique (1,5 vs 1,4 %) et
en sucres solubles (2,2 vs 2,2 %) compara-
bles, une teneur en acide acétique plus
élevée (0,5 vs 0,3%) et un rapport
lactate:acétate plus faible (3,0 vs 4,1). Par
contre, en SNE, IBHE a produit une fer-
mentation plus hétérolactique que TE et
IBHO, tel qu’indiqué par une teneur moin-
dre en acide lactique (0,8 vs 1,2 et 1,2%,
respectivement), une teneur plus élevée en
acide acétique (0,6 vs 0,5 et 0,5 %, respec-
tivement), un rapport lactate:acétate plus
faible (1,4 vs 2,4 et 2,6, respectivement),
une teneur en sucres solubles plus faible
(0,6 vs 0,9 et 0,9 %, respectivement) et un
pH plus élevé (4,5 vs 4,4 et 4,4, respective-
ment). Ainsi, IBHE s’est distingué de TE
par une teneur plus élevée en acide acé-
tique et une teneur moins élevée en sucres
solubles, quelle que soit I’étanchéité des
silos. Cependant, I’augmentation de la
teneur en acide acétique observée dans
IBHE par rapport 2 TE a été relativement
faible (environ 0,1 %) (tableau 3).

Stabilitée aérobie

Le chauffage du MEH dans le test de sta-
bilité aérobie a été fortement influencé par
le niveau d’étanchéité des silos pendant la
période de conservation, mais aussi par
I’agent de conservation utilisé. Dans I'ensi-

lage provenant des SE, IBHE et AM ont

procuré un indice de stabilité aérobie (ISA
= temps pour augmenter la température de
2°C) plus élevé que IBHO (138,4 et 108,0
vs 35,9 h, respectivement). De plus, IBHE
a présenté un indice d’instabilité aérobie
(ITA = vitesse d’augmentation de la tem-
pérature jusqu’au maximum) plus faible
que IBHO (3,8 vs 6,7°C/j; P < 0,01) mais
pas significativement plus faible que TE

(3,8 vs 5,5 °Cfj; P = 0,0753) et AM (3,8 vs
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54°C/j; P = 0,0797). Dans le MEH
provenant des SNE, le chauffage a com-
mencé trés rapidement quel que soit agent
de conservation utilisé (ISA = 5,7 h en
moyenne) mais IBHE a présenté un IIA
plus faible que TE, AM et IBHO (8,9 vs
12,6,15,8 et 13,3 OC/]7 respectivement). Par
contre, celui-ci a été plus élevé dans AM

que dans chacun des autres traitements
(figure 4).

20
- a
3
o 15,8
-~ b b
%) . L
k0 12,6 (33
a X .
[
‘Q c
©
N
£ 10 g L )
o]
‘g ab ab 67
c 55 54 b®
o 38
8 s 2
e
£
0 - . . . .
TE AM IBHO IBHE TE AM IBHO IBHE
Silo étanche Silo non étanche

Figure 4. Effet des agents de conservatlon‘L et de I'étanchéité des silos? sur I'indice de stabilité aérobie®
et l'indice d'instabilité aérobie* du MEH dans le test de stabilité aérobie®.

1.TE = témoin; AM = ammoniaque; IBHO =

IBHE = inoculant bactérien hétérolactique.

inoculant bactérien homolactique;

2. Silos étanches pendant les 225 jours de conservation ou rendus non étanches apres 45 jours.

3. Nombre d'heures d'exposition a I'air pour faire augmenter la température du MEH de 2°C.

4. Rapport « température maximale : nombre de jours pour l'atteindre ».

5. Les valeurs sont les moyennes des moindres carrés et les barres sont les erreurs types. Pour chaque niveau
'étanchéité des silos, les moyennes marquées par une méme letire ne sont pas significativement différentes

(P > 0,05) selon l'ajustement de Tukey-Kramer.

6. Pour l'indice d'instabilité aérobie en silo étanche,

vs AM.

P = 0,0753 pour IBHE vs TE et P = 0,0797 pour IBHE
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La croissance de mycélium a été plus abon-
dante dans le MEH provenant des SNE que
dans celui provenant des SE (en moyenne
4,9 vs 2,1). Elle a été significativement
plus faible dans IBHE que dans AM et
IBHO non seulement en SE (0,6 vs 3,7 et
2,5, respeclivement) mais aussi en SNE
(4,8 vs 5,0 et 5,0, respectivement) les dif-
férences ont été beaucoup moins grandes
en SNE quen SE. De plus, IBHE a vu son
pH augmenter moins que IBHO en SE (0, 8
vs 2,1) mais autant que ce dernier en SNE
(2,1 vs 2,3). Ce résultat semble indiquer
que le fait de perforer les silos aprés 45
jours de conservation a réduit I’avantage de
IBHE par rapport & AM et IBHO en terme
de croissance de mycélium et a fait dis-
paraitre son avantage par rapport a IBHO
en terme de pH. Par contre, IBHO n’a pas
hmlte la détérioration du MEH par rapport

a TE dans le test de stabilité aérobie, tel
quindiqué par un développement du
mycélium (2,5 vs 1,9 en SE et 5, 0vs4,9en
SNE) et un pH (6,1 vs 56enSEet67vs
6,6 en SNE) comparables & TE, quelle que
soit I’étanchéité des silos. Quant aAM, il a
présenté un développement de mycélium
plus important que TE en SE (3,7 vs 1 ,9).
Ce résultat suggere que AM avait perdu son
effet antifongique (tableau 4).

Dans le test de stabilité aérobie, la perte de
MS a été plus importante dans le MEH
provenant des SNE que dans celui
provenant des silos étanches (en moyenne
10,3 vs 2,4%). Cependant IBHE I'a

réduite de fagon aussi efficace en SNE
qu’en SE puisque celle-ci a été 1% a 2%

plus faible dans IBHE que dans TE, AM et
IBHO, quelle que soit I’étanchéité des

silos. Par contre, IBHO et AM n'ont pas
limité la détérioration du MEH dans le test
de stabilité aérobie, tel qu'indiqué par une
perte de MS comparable a TE, quelle que
soit I’étanchéité des silos (en moyenne 7,2
et 6,4 vs 6,8 %, respectivement). Ce résul-
tat semble indiquer que AM avait perdu
son effet antifongique et que son pH
presque neutre, de méme que sa teneur
élevée en sucres solubles, a pu favoriser la
croissance du mycélium. De plus, la teneur
en acide acétique de AM (plus élevée que
dans chacun des autres traitements en SE
et plus faible en SNE) ne semble pas étre
un facteur qui a influencé le développe-
ment des moisissures (figure 3). Cela pour-
rait s’expliquer par le fait qu’a un pH de 7,
la plus grande partie de I’acide acétique est
complétement dissociée, c’est-a-dire sous
forme de sels.

La perte totale de MS, c’est-a-dire celle
mesurée a P'ouverture des silos plus celle
cumulée pendant les 7 jours du test de sta-
bilité aérobie, a été comparable quel que
soit I'agent de conservation utilisé en SE.
Toutefois, en SNE celte perte a été plus
faible dans IBHE (14,1%) que dans TE
(16,1%) et IBHO (15,8%), et dans AM
(12,4 %) que dans chacun des autres traite-
ments. La meilleure performance de AM
que IBHE en SNE s ’explique par une
réduction de perte plus importante pendant
la période de conservation en silos que celle
due 2 IBHE dans le test de stabilité aérobie.
Par contre, en SE, la réduction de perte due
a IBHE dans le test de stabilité aérobie a
été en partie annulée par sa moindre perfor-
mance pendant la période de conservation
préalable en silos (figure 3).

Discussion

Fusarium et mycotoxines

Apres 225 jours de conservation, on n’a pas
trouvé de Fusarium viable dans I'ensilage
de MEH, tout comme Kuldau et Mansfield
(2006) dans l’ensilage de mais (plante
entiére). Par contre, la teneur en DON a
semblé augmenter dans le MEH pendant la
période de conservation alors que
Mansfield et al. (2005) ont rapporté une
diminution dans l’ensilage de mais. Nos
résultats vont plutdt dans le méme sens que
ceux de Lepom et al. (1990) qui ont rap-
porté que la teneur en DON du MEH n'est
pas réduite durant le procédé d’ensilage.
De plus, la teneur en DON a eu tendance a
étre plus élevée dans le MEH inoculé avec
le K graminearum mais son inoculation n’a
pas influencé la fermentation du MEH. Ce
résultat semble indiquer que les bactéries
lactiques sont résistantes aux mycotoxines
des Fusarium, non seulement au champ, tel
que rapporté par Miiller et Seyfarth (1993),
mais aussi en silos.

Leffet des agents de conservation sur la
teneur en DON du MEH n'est pas négligea-
ble, méme si aucun agent ne I’a porté a un
niveau significativement différent du
témoin. Le traitement & ’ammoniaque est
un moyen efficace pour réduire la produc-
tion subséquente de toxines puisqu’il tue
pratiquement tous les Fusarium, tel
qu'indiqué par les dénombrements effec-
tués lors de la mise en silos. Au contraire,
dans I’ensilage témoin et ceux traités avec
les inoculants bactériens, les Fusartum ont
probablement pu croitre et produire des

Tableau 4. Effet des agents de conservation? et de I’étanchéité des silos? sur les caractéristiques du MEH aprés 7 jours d’exposition a I’air
dans le test de stabilité aérobie3.
Silos étanches Silos non étanches Probabilité 4
TE AM IBHO IBHE TE AM IBHO IBHE A%f)"t S('S';’ AXS
pH 5,6b¢ 7,42 6,10 4,8¢ 6,60 7,22 6,7 6,7 *okk Kk k Kk k
Augmentation de pH 1,5 0,0° 2,1a 0,8rc 2,22 -0,3v 2,32 2,1a Fdkek 0,0003 *kk
Mycélium, 0 a 5 1,9be 3,72 2,52b 0,6¢ 4,92b 5,02 5,02 4,8° RIS BRI 0,0010

a,b,c. Pour une méme ligne et un méme niveau d'étanchéité des silos, les moyennes présentant une méme lettre ne sont pas significativement différentes (P > 0,05) selon

l'ajustement de Tukey-Kramer.

1.TE = témoin; AM = ammoniaque; IBHO =

2. Silos étanches pendant les 225 jours de conservation ou rendus non étanches apres 45 jours.

3. Les valeurs rapportées sont les moyennes des moindres carrés.

4. Signification statistique : *** P < 0,0001.

inoculant bactérien homolactique; IBHE = inoculant bactérien hétérolactique.



toxines tant qu’il y a eu de I'air dans la
masse d’ensilage et/ou que le pH n’a pas
été suffisamment bas pour inhiber leur
activité. Alors, comment expliquer que
seule la différence entre AM et IBHE a été
significative? Il semble que ce pourrait
étre dfi a I'effet combiné d’une production
de DON moins abondante dans AM que
dans les autres traitements, quelle que soit
I’étanchéité des silos, a cause de son effet
toxique rapide sur les Fusarium, et d’une
moindre perte de MS dans AM que dans
IBHE non seulement en SNE (P <
0,0001), comme pour les autres traite-
ments, mais aussi en SE (P = 0,0665),
contrairement a ces derniers.

Ammoniaque

Quelle que soit I’étanchéité des silos, le
traitement & ’ammoniaque a la dose de 16
kg NH,OH/t de matiere fraiche (7,2 kg
NH,/t MS) a donné un ensilage de MEH
avec un pH relativement élevé (7,5 en
moyenne) et une teneur en acide lactique
plus faible que le témoin. Cette observation
va dans le méme sens que celles faites par
Alli e al. (1983) et Phillip et al. (1985)
dans le MEH conservé en silos commer-
ciaux apres avoir été traité a 'ammoniac a
la dose de 1% de la matiére fraiche (15 kg
NH,/t MS) par le procédé « Cold-flo ».
Ainsi, I'enrichissement en ammoniac du
MEH a I’aide d’une solution aqueuse, tout
comme son enrichissement par le procédé
« Cold-flo » qui permet de refroidir et
dépressuriser 'ammoniac anhydre (NH,) et
d’incorporer séparément le liquide et la
vapeur, a un effet sur sa fermentation qui
est différent de celui observé dans I’ensi-
lage de mais (plante entiére) traité a la dose
de 10 kg NH,/t MS (Huber et al., 1979;
Buchanan- Smlth 1982; Amyot et Gregmre,
2000). Le MEH traité a 'ammoniaque a
également présenté une teneur en sucres
résiduels plus élevée que le témoin alors
que ce nest généralement pas le cas dans
I’ensilage de mais (Amyot et Grégoire,
2000; Kung et al., 2000). De plus, nos
résultats indiquent, tout comme ceux de
Alli et al. (1983), que le MEH ainsi traité
présente, tout comme l’ensilage de mais
(Kung et al., 2000), un rapport lactate:acé-
tate beaucoup plus faible que celui du
témoin. Ces derniers ont suggéré que la
persistance des entérobactéries et la crois-
sance subséquente de bactéries hétérolac-
tiques peuvent étre responsables, du moins

en partie, des concentrations élevées en
acide acétique dans Densilage de mais
traité & I'ammoniaque.

Les écarts de fermentation observés par
rapport & d’autres essais peuvent étre dus a
la dose d’ammoniac, le taux de récupéra-
tion de I’azote ammoniacal, la température
d’entreposage et la durée d’entreposage qui
sont différents d’une expérience a I'autre.
Le pH de I'ensilage de MEH a été plus
élevé dans notre expérience que dans celle
réalisée par Soderholm et al. (1988) avec
du MEH a 63 % MS conservé a la tempéra-
ture ambiante (7,5 vs 5,3) malgré une dose
d’ammoniaque et une récupération de
I’azote ammoniacal comparables. Cette
différence s’explique probablement par la
température d’entreposage plus basse de
nos silos. De plus, la dose de 7,2 kg NH,/t
MS utilisée dans la présente expérience a
donné un ensilage avec un pH moins élevé
que la dose de 15 kg NH,/t MS utilisée par
Alli et al. (1983) et Phillip et al. (1985)
pour traiter du MEH conservé en silos com-
merciaux (conditions froides équivalentes
de celles maintenues pour nos silos de
laboratoire) (7,5 vs 8,3 et 8,8, respective-
ment), mais plus élevé que celui (5,7)
obtenu par Alli et al. (1983) dans du MEH
traité a la dose de 15 kg NH,/t MS et con-
servé en silos de laboratoire a 25°C. En
effet, les résultats de ces chercheurs mon-
trent que la fermentation a été inhibée
beaucoup moins en conditions chaudes
(silos de laboratoire) qu’en conditions
froides (silos commerciaux). Un faible taux
de récupération de I’azote ammoniacal peut
aussi réduire l'efficacité du traitement.
Cependant le taux de récupération obtenu
dans cette expérience (40 %) est compara-
ble & ceux rapportés par Alli et al. (1983)
et Phillip et al. (1985) (environ 40 et 43 %,
respeclivement). Il se rapproche aussi de
celui (53 %) obtenu par Diaz (2006) a la
suite de l'application d’ammoniaque au
MEH a la méme dose que celle utilisée
dans cette expérience.

Le traitement a I’'ammoniaque a la dose de
7,2 kg NH,/t MS a réduit de fagon marquée
les populations fongiques (levures et moi-
sissures) au moment de la mise en silos,
alors qu’au moment de I’ouverture des silos
le nombre de levures et moisissures (total)
et la perte de MS par rapport au témoin
étaient réduits seulement en SNE. Ce

résultat indique que le traitement a I’ammo-
niaque a protégé le MEH conservé en SNE
contre la détérioration alors qu’il n'a pas
amélioré significativement celui conservé
en SE. En ce sens, nos résultats sont dif-
férents de ceux obtenus par Alli er al (1983)
en silos de laboratoire entreposés a 25°C.
Cela est probablement la conséquence
d’une dose d’ammoniac 2 fois moins élevée
et d’une température d’entreposage plus
basse dans la présente expérience. De plus,
le traitement a l’ammoniaque a la dose de
7,2 kg NH,/t MS n’a pas influencé significa-
tivement la stabilité aérobie du MEH con-
servé en SE, alors que des améliorations
marquées de stabilité aérobie ont été rap-
portées dans le MEH traité avec I’'ammoniac
a la dose de 15 kg NH,/t MS et présentant
un pH > 8 (Phillip et al., 1985), tout
comme dans le mais ensilage traité a la dose
de 10 kg NH,/t MS et présentant un pH <
4,5 (Buchanan-Smith, 1982).

Une dose d’ammoniac plus élevée que celle
utilisée dans la présente expérience semble
nécessaire pour obtenir une amélioration de
la stabilité aérobie du MEH. En effet, nos
résultats suggérent que le traitement a 'am-
moniaque a la dose de 7,2 kg NH,/t MS,
méme s'il porte le pH du MEH a un niveau
supérieur a 8,5 lors de la mise en silos,
n’améliore pas sa stabilité aérobie puisqu’il
donne un ensilage avec un pH presque neu-
tre aprés 225 jours de conservation.
Plusieurs chercheurs ont suggéré que I’ad-
dition d’ammoniac/ammoniaque ou de sels
d’ammoniac améliore la stabilité aérobie de
’ensilage a cause de leurs propriétés fongi-
cides (Britt et Huber, 1975). Les travaux de
DePasquale et Montville (1990) ont permis
de relier la toxicité de I'ammoniac a un pH
élevé qui le maintient sous une forme non
dissociée, toxique pour plusieurs moisis-
sures et levures. Ces chercheurs ont montré
que le sulfate d’ammonium inhibe la crois-
sance fongique quand le pH est > 8,7 alors
qu'il est inefficace quand le pH est < 7,8.

Outre son effet fongicide direct, le mécanis-
me de suppression des moisissures par le
traitement a lammonlac/ammonlaque
serait différent dans le MEH et le mais
ensilage et ce pour trois raisons. D’abord
parce que le pH reste généralement élevé
(> 7 a dose modérée, comme dans cette
expérience, el > 8 a dose élevée), du moins
jusqu’a la venue des températures chaudes,
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dans le MEH traité & ’ammoniac/ammoni-
aque, lorsque la dose d’ammoniac est suffi-
samment élevée et le taux de récupération de
I’azote ammoniacal de I'ordre de 40 a 50 %,
alors que, dans I'ensilage de mais traité a la
dose recommandée (10 kg NH,/t MS), il
diminue presque autant que chez le témoin
(< 4,5). Ensuite parce que les sucres solu-
bles restent plus élevés que chez le témoin
dans le MEH traité & I’'ammoniac/ ammoni-
aque alors que dans I’ensilage de mais, ils
se situent généralement & un niveau
inférieur au témoin. Finalement, dans I’en-
silage de mais traité a la dose recom-
mandée, la production d’acide acétique est
plus importante que chez le témoin et la
plus grande partie de cel acide est sous
forme non dissociée puisque le pH est
acide. Par contre, dans I’ensilage de MEH
traité a ’'ammoniac/ammoniaque la teneur
en acide acétique n’influence probablement
pas la stabilité aérobie puisque la plus
grande partie est sous forme dissociée (sel)
lorsque le pH est presque neutre. Kung
(1992) a suggéré que I'amélioration de la
stabilité aérobie de ’ensilage de mais suite
au traitement & ’ammoniac/ammoniaque
ne serait pas due seulement a ’effet fongi-
cide direct de ’'ammoniac mais aussi a une
augmentation de I'acide acétique (qui est
sous forme non dissociée parce que le pH
est acide) et possiblement & une diminution
des sucres résiduels. Dans le cas du MEH,
nos résultats semblent confirmer que
I’amélioration de stabilité aérobie dépend
de  leffet  fongicide  direct de
I’ammoniac/ammoniaque et du maintien
d’un pH trés élevé qui garde "ammoniac
sous une forme non dissociée. Lorsque le
pH baisse pour devenir presque neutre, son
effet sur la stabilité aérobie diminue de
fagon marquée.

Inoculant bactérien
hétérolactique

Dans cette expérience, le MEH traité avec
IBHE contenait plus d’acide acétique et
moins de sucres résiduels que I’ensilage
témoin, mais ce traitement a eu peu d’effet
sur les autres paramétres de la fermenta-
tion, n'a pas réduit significativement les
levures ni les moisissures et n’a pas influ-
encé significativement la perte de la MS,
que les silos aient été maintenus ou non
étanches pendant les 225 jours de conser-
vation. En ce sens, nos résultats sont sem-
blables a ceux rapportés par Taylor et Kung

(2002) pour du mais grain humide (84 %
MS) traité avec le L. buchneri a la méme
dose et entreposé en silos de laboratoire a
20-27°C pendant 166 jours. Cependant,
ces derniers ont observé un indice de sta-
bilité aérobie plus élevé que chez le témoin
dans le mais ainsi traité alors que dans la
présente expérience son indice de stabilité
aérobie n’a pas été significativement plus
élevé que chez le témoin en SE. Par contre,
son indice d’instabilité aérobie a été moins
élevé que chez le témoin en SNE. Ainsi,
nos résultats montrent, tout comme ceux de
Taylor et Kung (2002), que le traitement au
L. buchneri peut réduire le chauffage du
MEH méme s’il ne réduit pas les popula-
tions de levures a 'ouverture du silo.

Sile L. buchneri n’a pas réduit significative-
ment les populations de levures a Iouver-
ture des silos, ¢’est probablement parce que
l"augmentation de la teneur en acide acé-
tique a été relativement faible (environ
0,1 %). Une telle augmentation est compara-
ble a celle (0,1 & 0,2 %) obtenue par Taylor
et Kung (2002) dans du mais grain humide
traité avec le L. buchneri & la méme dose.
Elle est par contre plus faible que celles
obtenues par les mémes chercheurs (0,3 a
0,8%) de méme que par Ebling et al.
(2002) (0,4%) lorsque la dose d’inocula-
tion a été dix fois plus grande. Diaz (2006)
a par conlre rapporté une augmentation de
1,4 % de la teneur en acide acétique dans le
mais épi humide traité avec L. buchneri a la
dose de 1 x 10° ufc/g de matiere fraiche.

Comment expliquer que le traitement a
amélioré la stabilité aérobie méme si le
nombre de levures n’a pas été réduit ? Ce
peut étre la conséquence de ['utilisation
d’une dose modérée (1 x 10° ufc/g)
d’inoculation au L. buchnert. Une telle dose
n’a pas toujours efficacité d’une dose plus
élevée (Driehuis et al., 1999; Ranjit et
Kung, 2000). De plus, le mécanisme
responsable de ’'amélioration de la stabilité
aérobie lorsque le L. buchneri est inoculé a
la dose de 1 x 10° ufc/g n’est pas apparent.
Cela vient du fait que les levures sont affec-
tées de deux fagons a la suite de I'inocula-
tion au L. buchneri. Premiérement, la survie
des levures est réduite durant la phase
anaérobie du procédé d’ensilage, de sorte
quau moment de louverture du silo, le
nombre de levures est plus faible que dans
les ensilages non inoculés au L. buchneri.

Deuxiémement, la croissance des levures
est inhibée lorsque ’ensilage est exposé a
lair (Driehuis et al., 1999). De plus, effi-
cacité du L. buchnert peut avoir été réduite
parce que la température ambiante (de -3 a
+19°C) a été plus basse que celle géné-
ralement maintenue dans les expériences en
silos de laboratoire (20 a 25°C), de sorte
que la température permettant le taux de
conversion optimal de I'acide lactique en
acide acétique (entre 20 et 30°C) (Oude
Elferink et al., 2001) n’a jamais été atteinte.
La durée de conservation peut aussi avoir
été trop courte compte-tenu de la basse tem-
pérature ambiante, pour permettre la trans-
formation d’une quantité suffisante d’acide
lactique en acide acétique, puisque I'effi-
cacité du traitement augmente avec la durée
de conservation (Taylor et Kung, 2002;
Driehuis et al., 1999) et que celle-ci doit
éltre plus longue avec une dose modérée
qu’avec une dose plus élevée pour une effi-
cacité équivalente (Taylor et Kung, 2002).
Ainsi, la performance mitigée du L. buchneri
semble due a leffet combiné d’une dose
d’inoculation modérée (1x10° ufc/g) et
d’une température ambiante basse. Dans
ces conditions, c’est seulement aprés une
longue durée de conservation que le L.
buchnert peut produire une quantité suffi-
sante d’acide acétique pour avoir un effet
significatif sur la stabilité aérobie.

Le L. buchneri n’a pas produit plus de perte
de MS que le témoin pendant la période de
conservation, tel que rapporté par Taylor et
Kung (2002) dans le mais grain humide
inoculé a 1 x 10° ufc/g ou méme 1 x 10°
ufc/g. Par contre, dans I'ensilage de mais
inoculé a 1 x 10° ufc/g, la perte de MS a été
tantdt comparable au témoin (Kleinschmit
et al., 2005), tantdt plus élevée (Driehuis ez
al.,1999) et a parfois augmenté avec la dose
d’inoculation (Driehuis et al.,1999) et par-
fois non (Kleinschmit et al., 2005). Des
augmentations de perte de MS ont aussi été
rapportées dans I’ensilage de graminées a
faible teneur en MS (Driehuis et al., 2001).
S’il peut étre avantageux d’augmenter la
dose d’inoculation du L. buchneri pour aug-
menter efficacité du traitement, on doit
par contre étre prudent, méme si le risque
semble moins grand dans les ensilages a
teneur en MS élevée que dans ceux a faible
teneur en MS, car une dose plus élevée
pourrait se traduire en des pertes de MS
accrues au bout d’une longue conservation.



Le fait que I'ammoniaque en a produit
moins que le L. buchneri en SNE el a eu
tendance a en produlre moins en SE (P =
0,0665) invite aussi a la prudence. On doit
chercher a réduire au minimum ces pertes
« potentielles » durant le procédé d’ensi-
lage, méme si I"amélioration de la stabilité
aérobie peut les compenser, en réduisant
les pertes pendant I’exposition a Iair.

Nos résultats semblent indiquer que sous
les conditions de température du Québec, il
pourrait étre nécessaire d’utiliser une dose
d’inoculation du L. buchneri plus élevée
que 1 x 10° ufc/g pour obtenir une amélio-
ration marquée de la stabilité aérobie du
MEH au début de j juin. Nos résultats vont
dans le méme sens que ceux de Taylor et
Kung (2002) qui concluent, a la suite de
travaux en silos de laboratoire a une tem-
pérature de 20-27 °C, que le mais grain hu-
mide devrait étre inoculé avec L. buchnert
a une dose minimale de 5 x 10° ufc/g et
ensilé pendant plus de 45 jours pour
obtenir une amélioration significative de la
stabilité aérobie. Cela vient du fait que,
contrairement aux autres agents de conser-
vation (acide propionique et ammoniac)
utilisés pour améliorer la stabilité aérobie
de Pensilage et dont I'efficacité diminue
avec la durée de conservation, celle du L.
buchneri augmente avec la durée de con-
servation suite a l'augmentation de la
teneur en acide acétique. En fait, il y a 2
lignées de L. buchnert commercialisées au
Canada et la dose d’application suggérée
pour chacune est différente (1 et 4 x 10°
ufc/g). D’autres évaluations de ces inocu-
lants sont donc nécessaires afin de préciser

la dose optimale selon la durée de conser-
vation en silos commerciaux, puisqu’une
dose trop élevée pourrait résulter en des
pertes de MS accrues lorsque la durée de
conservation est longue alors qu'une dose
trop faible pourrait réduire efficacité du
traitement lorsqu’elle est courte.

Inoculant bactérien homolactique

Les résultats obtenus en silos étanches
indiquent que IBHO peut améliorer légere-
ment la fermentation du MEH conservé
dans de bonnes conditions, tel qu'indiqué
par une moindre teneur en acide acétique,
un rapport lactate:acétate plus élevé et un
pH plus bas que chez le témoin; cepen-
dant, il ”’améliore pas la récupération de la
MS pendant la conservation. Les effets sur
la fermentation observés dans cette expéri-
ence sont plus prononcés que ceux obtenus
par Kung et al. (2004) de méme que Phillip
et Fellner (1992) mais moins prononcés
que ceux obtenus par Fellner et al. (2001).

Le traitement du MEH avec IBHO n'a
influencé positivement aucun des parame-
tres de la stabilité aérobie. En ce sens, nos
résultats sont semblables & ceux obtenus
par Kung et al. (2004) dans le mais grain
humide mais différents de ceux obtenus
par Phillip et Fellner (1992) de méme que
Fellner et al. (2001) dans le mais épi
humide. En fait, en silos étanches, ce
traitement a donné un ensilage avec une
population de levures plus élevée a I’ouver-
ture des silos et un indice de stabilité aéro-
bie plus faible que ceux de AM et IBHE
mais non significativement différent de
celui du témoin. Ainsi, en ce qui concerne

I'indice de stabilité aérobie, 1’inoculant
homolactique a présenté une performance
moins bonne que dans I'expérience de
Ranjit et Kung (2000), mais égale ou meil-
leure que dans celles de Kleinschmit et al.
(2005) et de Muck (2004), toutes réalisées

dans I'ensilage de mais.

Les résultats indiquent que méme si les
inoculants bactériens homolactiques peu-
vent avoir des effets bénéfiques sur la fer-
mentation du MEH lorsque les silos sont
maintenus étanches, ces effets sont mineurs
et ils s’effacent a la suite d'une perte
d’étanchéité des silos, de sorte qu’il est peu
probable que ce traitement donne lieu a une
amélioration marquée de la fermentation et
a une meilleure récupération de la MS dans
le MEH entreposé en silos commerciaux.
Quant a la stabilité aérobie du MEH, leurs
effets semblent faibles sinon nuls. Lagri-
culteur qui veut solutionner des problémes
de stabilité aérobie devrait envisager
d’autres traitements.

Coiit des traitements

Le cofit des traitements par tonne de MEH
(matiere fraiche) est de 1,30 $ pour I'inocu-
lant bactérien homolactique, 2,38% pour
I'inoculant bactérien hétérolactique et
s’étale entre 7,20 €t 9,60 % (8,40 $ en moyen-
ne) pour la solution ammoniacale appliquée
a la dose de 16 kg/t de MEH (matiére
fraiche), selon que celle-ci est achetée en
vrac ou en barils. Par le seul cofit d’achat
des produits, les inoculants bactériens sont
beaucoup moins chers que I’'ammoniaque.
Cependant, puisque I’ammoniaque cons-
titue aussi une source d’azote alimentaire,

Tableau 5. Coit du traitement du MEH avec les inoculants bactériens et 'ammoniaque.
Dose Colt . Valeur de I'N régupéré Colt de revient
Prix par t de MEH par t de MEH part de MEH part de MEH
(matiére fraiche) (matiére fraiche) (matiére fraiche) (matiére fraiche)

Inoculant bactérien 7

homolactique 65 $/50 g 1g 1,30 $ 1,30$
Inoculant bactérien 5

hétérolactique 119$/50 g g 2,38 238
Ammoniaque 4,85 $3.4 2,35 %

en vrac 450 $/t 16 kg 7,20 $ 7,25 $3.5 0,00 $
Ammoniaque 4,85 $3.4 4,75 $

en barils 600 $/t 16 ke 9.60$ 7,25 $3.5 235 %

1. Prix moyen des inoculants bactériens homolactiques.

2. Prix de l'inoculant Sila-Bac 11A44.

3. Lorsque le taux de récupération de I'N-ammoniacal est de 40 %.

4. Lorsque le prix du tourteau de canola est de 170 $/t.
5. Lorsque le prix du tourteau de canola est de 255 $/t.
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la comparaison doit étre faite en prenant en
compte I'enrichissement du mais en azote
ammoniacal suite au traitement. Dans cette
expérience, le taux de récupération de 'a-
zote ammoniacal a été 40%, puisque le
traitement a fait augmenter le contenu en
PB du MEH de 14,3 kg/t MS ou 9,6 kg/t
MEH (matiere fraiche). Pour fournir la
méme quantité de protéine brute, il faudrait
ajouter a la ration 28,4 kg de tourteau de
canola (34 % PB)/t MEH (matiére fraiche),
ce qui représente un cofit de 4,85 $/t MEH,
lorsque le tourteau de canola vaut 170 $/t.
Dans ces conditions, le colit de revient du
traitement & 'ammoniaque est comparable
au colit du traitement avec un inoculant
bactérien hétérolactique pour des achats
d’ammoniaque en vrac (2,35$/t MEH) et le
double pour des achats en barils (4,75%/t
MEH). Par contre, lorsque le tourteau de
canola vaut 255§/, le cofit de remplace-
ment de l’azote ammoniacal récupéré
établit 2 7,25%/t MEH, de sorte que le
cofit de revient du traitement & I’ammonia-
que est nul pour des achats en vrac
(0,00 $/t MEH) et comparable au cofit du
traitement avec un inoculant bactérien
hétérolactique pour des achats d’ammoni-

aque en barils (2,35 $/t MEH) (tableau 5).

Conclusion

Les Fusarium ne survivent pas en silos
étanches et le niveau d’infestation par le K
graminearum n'influence pas la fermenta-
tion, ni la stabilité aérobie du mais épi
humide, méme lorsque Iair s’infiltre plus
tard durant la période de conservation.
(Quant a la teneur en DON, elle semble aug-
menter pendant la période de conservation
en silos, méme si les Fusarium ne survivent
pas longtemps en ensilage, mais n’est pas
influencée par une perte d’étanchéité des
silos en cours de conservation, et est plus
faible dans le mais traité a "'ammoniaque
que dans celui traité avec I'inoculant bac-
térien hétérolactique. Ce résultat semble
indiquer que le traitement & 'ammoniaque
permet d’empécher toute augmentation
subséquente de la teneur en DON du mais
épi humide.

Linoculant bactérien homolactique améliore
la fermentation du mais épi humide con-
servé en silos étanches, mais pas sa stabilité

aérobie. Par contre, l'inoculant bactérien
hétérolactique semble le traitement qui a le
plus de potentiel pour prévenir le chauffage
du mais apres 'ouverture du silo et la perte
de MS qui en résulte. Cependant, dans les
conditions de cette expérience, son effet
sur le chauffage a été mitigé et le mécanis-
me responsable des améliorations obser-
vées n'est pas apparent. Ceci suggére
qu'une dose d’inoculation du L. buchnert
supérieure a 1 x 10° ufc/g pourrait étre
nécessaire pour permelire une production
suffisante d’acide acétique, une réduction
significative des levures et une améliora-
tion marquée de la stabilité aérobie du
mais au début de juin sous les conditions
du Québec. A la dose de 16 kg/t de mais
épi humide, 'ammoniaque s’est révélée un
traitement efficace pour réduire la perte de
MS en silos non étanches. Cet effet rapide
vient principalement du fait qu’il diminue
de facon marquée les populations de levu-
res et de moisissures dés la mise en silos.
Cependant, cette dose semble insuffisante
pour améliorer la stabilité aérobie du mais
épi humide, lorsqu’il devient exposé a lair
de fagon prolongée, parce que le pH du
mais ainsi traité est presque neutre, sa
teneur en sucres solubles élevée et I'acide
acétique principalement sous forme disso-
ciée (sel), & un tel pH. Au contraire, le mais
ainsi traité risque de présenter un mycélium
plus abondant et de chauffer plus rapide-
ment que celui non traité, apres I’ouverture
du silo.

Le choix de I'un ou I'autre de ces traite-
ments sera dicté principalement par Iob-
jectif visé. Lammoniaque peut étre un bon
choix si I'objectif est d’empécher toute aug-
mentation subséquente de la teneur en
DON du mais épi humide ou de réduire la
perte de MS liée & une conservation en silos
plus ou moins étanches. Lorsque 1'objectif
est de réduire le chauffage du mais épi
humide apres 'ouverture du silo et la perte
de MS qui en résulte, I'inoculant bactérien
hétérolactique semble un meilleur choix.
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