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Teneur en nitrates de I'ensilage de mais

M Kammerer, H Pouliquen, L Pinault

Ecole nationale vétérinaire de Nantes, CP 3013, 44087 Nantes cedex 03, France
(Regu le 26 novembre 1991; accepté le 17 avril 1992)

Résumé — L'ensilage de mais représentant un élément essentiel de la ration des bovins, il est inté-
ressant de connaitre sa teneur moyenne en nitrates, afin de pouvoir estimer les niveaux d'exposition et
le risque éventuel d'intoxication chronique lié & un apport excessif par cet aliment. Les auteurs présen-
tent la méthode et les résultats de I'analyse de 148 échantillons d'ensilage de mais prélevés sur le ter-
rain. La teneur moyenne est de 376 mg de N-NOy/kg MS, mais il existe une grande hétérogéneité des
concentrations, non seulement entre différents ensilages, mais également a l'intérieur d'un méme silo.

nitrate / ensilage de mais / toxicité

Summary — Nitrate content in maize silage. Since maize silage is an important component of cat-
tle feed, it is important to determine its nitrate content, in order to evaluate the risk of chronic intoxi-
cation. The authors describe a method for determining nitrate and nitrite content in maize silage, and
give resulls of an analysis of 148 samples of silage collected from about 50 farms in the western re-
gion of France. The mean value of nitrate content in silage is 376 mg N-NOykg DM, but wide varia-
bility in content was observed between different silages and within the silage itself.

nitrate / maize silage / toxicity

INTRODUCTION Le danger d'intoxication chronique
chez les ruminants est lié non seulement
a la pollution de l'eau d'abreuvement,
mais plus encore a un apport excessif par
la ration, car les fourrages renferment des
concentrations parfois trés élevées de ni-

trates. Pour estimer les risques, il faut

‘Si l'intoxication aigué par les nitrates est
bien connue chez les ruminants, il n'en
est pas de méme de leurs effets & moyen
et long terme sur la santé et la productivi-
té des animaux... Ces effets sont insi-

dieux et peu spécifiques. On suspecte en
particulier un effet défavorable sur la ferti-
lité et la croissance, ainsi qu'une baisse
de la résistance des animaux aux infec-
tions, et ce par le biais de I'oxydation de la
vitamine A et de linactivation d'enzymes
divers, en particulier ceux intervenant
dans les fonctions immunitaires (Wood,
1980; Page et al, 1990).

évaluer les niveaux d'exposition et il est
donc important de connaitre I'apport réali-
sé par un élément essentiel de la ration
des bovins : l'ensilage de mais. Peu de
données sont disponibles a ce sujet, car
la teneur en nitrates est rarement mesu-
rée lors de l'analyse habituelle de la va-
leur alimentaire de la ration. Spoelstra
(1985), estime que cette concentration



232 M Kammerer et al

varie en moyenne de 1 a 4 g/kg MS et
peut atteindre parfois 10 g/kg MS!

La teneur en nitrates des végétaux est
en effet tres variable, selon différents fac-
teurs intrinséques (espéce, variété, age,
organe) mais aussi extrinséques (fertilisa-
tion azotée, climat, sol...). C'est pourquai il
est trés difficile de proposer des valeurs
«normales». De plus, dans le cas de I'ensi-
lage, les fermentations microbiennes peu-
vent modifier les concentrations de départ,
puisqu'une partie de la quantité initiale de
nitrates est réduite en ammoniague ou en
oxydes d'azote.

Les mini-silos ou méme les cultures ex-
périmentales de plein champ permettent
difficilement de tenir compte de tous ces
facteurs. Aussi, pour avoir une bonne éva-
luation de la quantité de nitrates apportée
par l'ensilage de mais, nous a-t-il semblé
intéressant de mener directement I'étude
sur le terrain, en réalisant l'analyse d'un
grand nombre d'échantillons récoltés dans
différentes exploitations agricoles de
I'Ouest de la France.

Cette enquéte avait pour objectif de cer-
ner la fourchette des valeurs de concentra-
tion en nitrates dans les ensilages de mais
consommés par des animaux sans effet
néfaste apparent sur leur santé ou leurs
productions, afin d'étre en mesure d'inter-
préter ultérieurement les résultats d'ana-
lyse portant sur des ensilages suspects
d'étre responsables d'intoxication chroni-
que.

MATERIEL ET METHODES

Ensilages récoltés

Les prélevements d'ensilage ont été réalisés du-
rant la période décembre 1989—mai 1990, grace
a la collaboraion de techniciens du Contrdle lai-
tier ou de différentes laiteries, dans une cin-
quantaine d'exploitations réparties dans les dé-

partements suivants llie-et-Vilaine, Loire-
Atlantique, Maine-et-Loire, Mayenne, Sarthe et
Vendée. Ces exploitations faisaient partie d'un
réseau de fermes dites «Fermes pilotes», parce
que, sélectionnées pour leur bonne gestion et
bonne conduite du troupeau, elles participaient
a un programme de suivi «Qualité du
lait» organisé par I'TEB et le GIE Lait-viande
des Pays de la Loire. Les conditions de réalisa-
tion et de conservation de leurs ensilages
étaient donc satisfaisantes.

L'ensilage de chacune de ces exploitations a
fait l'objet de prélévement au moins 1 fois, et
parfois a 2 ou 3 reprises espacées de 2 ou 3
mois. A chaque fois, 2 échantillons ont été préle-
vés sur le front de silo : I'un au centre, l'autre en
périphérie. L'ensemble a représenté 148 échan-
tillons.

Ces prélévements étaient congelés 2 a 4 h
plus tard et conservés a une température de
~20 °C jusqu'au moment de l'analyse.

Méthode d'analyse
de la teneur en nitrates

Détermination de la matiére séche

Les résultats étant exprimés par rapport a la ma-
tiere seche, pour chaque prélévement nous
avons au préalable déterminé le taux d'humidité
de l'ensilage, a partir d'un échantillon d'environ
50 g, en réalisant la pesée avant et aprés pas-
sage a l'étuve a 100 °C pendant 24 h.

Détermination de la concentration
en nitrates

Aucune méthode n'est homologuée pour le do-
sage des nitrates dans l'ensilage. Parmi les diffé-
rentes méthodes disponibles, nous avons retenu
celle proposée par I'AOAC (1977) dont le principe
est celui de toutes les méthodes AFNOR homolo-
guées pour le dosage dans I'eau ou les denrées
d'origine animale ou végétale : réduction de lion
nitrate en nitrite par passage sur colonne de cad-
mium, puis diazotation et colorimétrie.

Le protocole analytique mis en ceuvre est le
suivant : un échantillon d'ensilage d'envrion
100 g, pesé avec précision, est introduit dans un
bécher de 2 | et broyé au mixer pendant 5-10 s;
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on ajoute un volume d'eau ultra-pure bouillante,
tel que le bécher renferme au total 1 | d'eau, en
prenant en compte le pourcentage d'eau pré-
sent dans l'ensilage et déterminé au préalable;
le contenu du bécher est laissé a macérer pen-
dant 1 h, et agité régulierement; il est alors filtré
sur filtre Whatman 42 et le filtrat est récupéré.

On préléve 5 mi de ce filtrat et on ajoute 5 ml
de solution tampon pH 9,6 et 15 ml d'eau. La so-
lution tampon est préparée en dissolvant 50 g
de chlorure d'ammonium dans 500 ml d'eau et
le pH 9,6 est ajusté a l'aide d'ammoniaque.

Ces 25 ml sont passés sur une colonne de
cadmium de 15-20 cm de hauteur, a un débit
constant de l'ordre de 3-5 ml/min. La colonne
est rincée par 15 ml de solution de NaCl a 20%
et l'éluat est récupéré dans une fiole de 50 ml.
On ajoute 5 mi de solution de sulfanilamide a
0,5% et, aprés agitation suivie de 3 min de
repos, 2 ml de solution aqueuse de N-naphtyl-
éthylene diamine (NEDA) a 0,5%. On compléte
alors a 50 ml avec de I'eau; le contenu est agité
et laissé a reposer durant 20 min pour obtenir la
coloration maximale qui est stable durant 2 h au
moins. L'absorbance est mesurée au spectro-
photomeétre a la longueur d'onde de 540 nm.

La concentration de I'échantillon est évaluée
par référence a une gamme d'étalonnage, prépa-
rée a partir de solutions de nitrate de potassium
renfermant 0, 6, 12 et 18 mg/l de l'ion nitrate.

RESULTATS ET DISCUSSION

Méthode d'analyse

La méthode de détermination de la matiére
séche retenue sous-estime la teneur réelie
en matiére séche et comme le proposent
Dulphy et Demarquilly (1981), nous avons
rectifié la valeur obtenue a l'aide d'un coef-
ficient multiplicateur moyen de 1,05.

La méthode de préparation de I'échan-
tilon a fait l'objet d'une validation dans
notre laboratoire. Aprés avoir testé comme
milieu d'extraction une solution de BaCl, et
CdCl, a pH 1 (AOAC, 1977), une solution
de NaOH a 2 % (pH 8) (Sen et Donaldson,
1978), une solution saturée de borax

(Stahr, 1977), nous avons finalement rete-
nu comme solvant d'extraction le plus sa-
tisfaisant, 'eau ultra-pure & ébullition.

Le résultat de notre dosage rend
compte en fait de I'ensemble (nitrates + ni-
trites) présents au départ dans l'échan-
tillon. Cependant, nous avons vérifié sur
une dizaine d'échantillons que la concen-
tration en nitrites dans les ensilages est
tres faible (inférieure a 6 mg de N-NO,/kg
MS), lorsque la phase fermentaire est ter-
minée et que le silo est ouvert a la con-
sommation. Nous n'avons donc pas jugé
nécessaire de rectifier le résultat brut.

Teneurs en nitrates

Les résultats confirment la grande hétéro-
généité de la teneur en nitrates de l'ensi-
lage de mais, puisque les valeurs s'éche-
lonnent entre 9 et 1 469 mg de N-NO;j par
kg de matiére seche (c'est-a-dire entre 41
et 6 507 mg de nitrates/kg). Mais ces va-
leurs extrémes sont trés occasionnelles,
comme le montre la figure 1, qui reproduit
I'histogramme de répartition des résultats
par tranche de 250 mg de N-NOgy/kg MS.
Les concentrations relevées sont donc du
méme ordre de grandeur que les estima-
tions de Spoelstra (1985) citées plus haut.

La majeure partie des échantillons (plus
de 72%) a une concentration comprise
entre 50 et 550 mg de N-NOgz/kg MS; la
moyenne sur I'ensemble des résuitats est
de 376 mg/kg MS, avec un écart type de
325. Remarquons que 8 échantilions sur
148 (soit un peu plus de 5%) avaient une
concentration supérieure a 1160 mg de
N-NO4/kg MS, soit 5 g de NO5~, ce qui est
classiquement considéré comme le seuil
de concentration en nitrates dans la ration
a partir duguel peuvent se manifester des
effets néfastes a long terme chez les bo-
vins (Meissonier, 1978; Berschneider et al,
1979).



234 M Kammerer et al

50

451
40
35
30

20
15
10

0-50 50-300 300-550

550-800

800-1050 1050-1300 1300-1550

N-NO3- en mg/kg M.S

Fig 1. Histogramme de répartition des ensilages en fonction de leur teneur en azote nitrique.

On observe de grandes différences a
l'intérieur d'un méme silo, d'une part entre
2 endroits eloignés du silo, mais égale-
ment sur un méme front de coupe entre le
centre et la périphérie. Le plus souvent,
I'écart est de quelques dizaines de mg
d'azote nitrique, mais il a atteint 1 092 mg
dans un ensilage ou on mesurait simulta-
nément 1 361 mg N-NOs/kg MS au centre
et 269 en périphérie.

La concentration maximale dans le front
de silo n'est pas toujours relevée au méme
endroit; c'est parfois le centre et parfois la
périphérie qui se révele le plus riche et
globalement on ne note pas de différence
significative (selon le test t de Student)
entre les moyennes des résultats de ces 2
zones (tableau |).

Tableau |. Moyenne (m) et écart type (s) en
mg/kg MS de la concentration en azote nitrique
dans les échantilions prélevés au centre et en
périphérie des silos.

Centre Peériphérie
m 421 347
s 331 296

Ce n'est du reste pas surprenant, dans
la mesure ou les silos sont réalisés par
dépbét de couches successives de mais
pouvant provenir de parcelles différentes
par les fumures azotées réalisées, les pré-
cédents culturaux, les conditions pédo-
climatiques. C'est pourquoi les concentra-
tions peuvent varier notablement d'une
année sur l'autre, si le climat ou les condi-
tions culturales sont modifiées.

CONCLUSION

Le bilan de ces résultats montre que l'ensi-
lage de mais peut renfermer des quantités
importantes de nitrates, pouvant atteindre
et méme dépasser les limites estimées par
différents auteurs comme dangereuses a
long terme pour la santé ou les produc-
tions des bovins.

Mais l'ensilage ne représente pas le
seul élément de leur ration. De plus, en rai-
son de la trés grande variabilité des
concentrations mesurables au sein de ce
fourrage, il est probable que le plus sou-
vent les concentrations trés élevées ne
correspondent pas sur le terrain a un ni-
veau d'exposition régulier et prolongé,
mais plutét a une consommation occasion-
nelle et le risque n'est alors plus le méme.



Teneur en nitrate de 'ensilage de mais 235

En conséquence, il est important lors-
que l'on désire connaitre l'apport en ni-
trates de la ration, de ne pas se baser sur
l'analyse d'un seul échantillon d'ensilage,
mais de réaliser 2 ou 3 prélévements sur
le méme front de coupe et de répéter ces
prélevements quelques semaines plus
tard, afin d'apprécier la régularité ou la va-
riabilité de 'apport.
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