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Ensilages « gnotoxéniques » de fourrages
I1l. — Evolution du pouvoir tampon dans des ensilages
« gnotoxéniques » (*) de luzerne, fétuque et ray grass

par J. BOUSSET *, Ph. GOUET, J. P. GIRARDEAU, Natalie BOUSSET-FATIANOFF,
M. CONTREPOIS

avec la collaboration technique de Annie BARDE-METZGER et Nadine MOUHOUS-RIOU

Laboratoire de Microbiologie, I. N. R. A.,
Theix, Saint Genés Champanelle 37380 Beaumont, France.

* Laboratoire de Recherches sur la Viande, I. N. R. A.
78350 Jouy en Josas, France.

Summary. « Gnotoxenic» forage silage. |ll. Evolution of buffer strength in « gnotoxenic»
alfalfa, fescue and rye-grass silages.

Buffer strength (PT) was determined in three types of forage silages (alfalfa, fescue
and rye-grass) sterilized with y rays then implanted with different types of pure or mixed
bacteria. As compared to standing forage, buffer strength increased considerably in
conventional silage, but the augmentation was also marked in axenic silage.

Among the species studied, Enferobacter sp. increased buffer strength the most ; it
was followed in order by Lactobacillus brevis, L. plantarum and « branching» L... On the
other hand, St. faecalis and Pediococcus sp. increased it very little.

Buffer strength depended on the types of nitrogen resulting from proteolysis and
ammoniogenesis, while acetic and lactic acids did not seem to be involved.

Buffer strength for pH 5 was a good expression of its total value between pH 6 and
pH 4.

Introduction.

Le facteur déterminant de la réussite des ensilages réside dans une acidification
rapide du fourrage jusqu’a pH 4 qui inhibe Factivité enzymatique végétale et interdit
le développement des Clostridium producteurs d’acide butyrique et d’ammoniaque.
Le pouvoir tampon revét donc une importance particuliére dans la réussite ou I'échec
des ensilages. Son étude s'étend généralement entre pH 3,5 et 7 et son origine serait &
rechercher selon les auteurs, dans la présence de minéraux (Smith, 1962), dans les pro-
téines et les ions Catt (Wilson, 1935), les protéines et les acides aminés qu’elles libérent
ces derniers étant ultérieurement décarboxylés (Mc Donald et Henderson, 1962),

(*) Laterminologie employée dans ce texte est celle proposée par Raibaud ef al. (1966).
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ainsi que dans les acides organiques (Mc Donald et Henderson, 1962 ; Greenhill,
1964). Les acides acétique et lactique interviendraient dans les fourrages frais pour
68 p. 100 et dans les ensilages pour 80 p. 100 du pouvoir tampon (Playne et Mc Donald,
1966) ; leur activité principale se situerait entre pH 3,5 et 5 alors que les phosphates
agiraient dans la zone neutre.

Il semble donc bien que I'action tampon soit circonscrite aux protéines pour cer-
tains auteurs, aux acétates et aux lactates, avec réle prédominant des ions acides pour
d’autres. Le recours aux technigues de la gnotobiologie devrait permettre de diffé-
rencier les rdles respectifs des matiéres azotées et des acides organiques. En effet,
Gouet et al. (1972), Bousset et al. (1972) ont montré au moyen d’ensilages gnotoxéniques
que les enzymes végétaux et bactériens avaient des actions trés différentes au cours
de la conservation, les premiers en solubilisant la fraction protéique du fourrage et
les seconds en produisant les acides organiques.

Le présent travail a précisément pour but de définir le réle des enzymes végétaux
et de différentes espéces bactériennes dans I’évolution du pouvoir tampon des ensi-
lages en utilisant des techniques gnotobiologiques.

Matériel et méthodes

La premiére coupe d’une luzerne (variété Flamande), d'une fétuque des prés et
d’un ray grass (variété Rina) a été ensilée sit6t apreés la coupe en double dans des pilu-
liers de 50 ml & raison de 20 g par pilulier.

Les fourrages ensilés sont stérilisés par irradiation gamma puis innoculés avec
différentes souches bactériennes pures (ensilages monoxéniques) ou leur mélange
(ensilage polyxénique), caractéristiques de la microflore dominante des ensilages
conventionnels : Lactobacillus plantarum, « branching » Lactobacillus (Langston et
Bouma, 1960a), Lactobacillus brevis, Streptococcus faecalis, Pediococcus sp., Enterobacter
sp., C. tyrobutyricum. Un pilulier n’est pas stérilisé pour servir de témoin (« holoxé-
nique ») de la fermentation naturelle, alors qu'un autre pilulier n’est pas inoculé
aprés stérilisation pour servir de témoin (« axénique ») de I'activité enzymatique végé-
tale. La conservation est de cent jours a 22 °C. La préparation des ensilages, le choix
des souches bactériennes et les méthodes de dénombrement, sont décrits par Gouet
et al. (1972). Les techniques analytiques sont exposées par Bousset et al. (1972).

Le pouvoir tampon est déterminé dans une macération aqueuse au 1/10 (P/V) de
10 g de fourrage ou d’ensilage (18 h a 4 °C) en réalisant deux courbes de titration a
i’aide d’un appareil automatique, I'une avec de la soude 0,05 N, I'autre avec de I'acide
lactique 0,01 N. A partir du tracé de la courbe nous avons calculé et exprimé en pour
cent de la matiére séche corrigée selon Fatianoff et Gouet (1969) le nombre de millé-
quivalents d’acide et de base nécessaires pour porter le pH de sa valeur initiale a 4 et
a 6. Dans cette méthode interviennent seuls les produits solubles dans I'eau et non
le fourrage entier. Pour mesurer I'importance des différences éventuelles dues aux
autres éléments du fourrage, nous avons déterminé comparativement les pouvoirs
tampon sur les filtrats d’'une macération normale, d’une macération broyée trés
finement et de la totalité d’un broyat. Les échantillons gnotoxéniques précédents dis-
ponibles étant d'un volume insuffisant, nous avons utilisé pour cette mesure deux
fourrages (ray grass, tréfle) et deux ensilages de mais et de dactyle.
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Résvltats et discussion.

L’effet du broyage sur le pouvoir tampon est trés important pour les fourrages
verts et particuliérement pour le ray grass, plus faible pour le tréfle et les ensilages
(fig. 1). Cet effet peut étre attribué a la fois a I’éclatement mécanique des cellules et a

Ensilage de mais

0

Ensilage de Dactyle
® o]

Trefle

Ray Grass

o] 20 40 60 80 I(I)O IZIO
meq % MS
FIG. 1. — Effet du broyage sur le pouvoir tampon de fourrages verts et d’ensilages (meq. p. 100 M. S.

@ jus de macération du fourrage entier
A\ jus de macération du fourrage broyé
Q broyat complet.

la dispersion des composants qui sont ainsi @ méme de filtrer et dans les ensilages a la
protéolyse et a la plasmolyse des cellules qui vont dans le méme sens. L’augmentation
considérable du pouvoir tampon enregistré lors de la détermination sur le broyat
complet pour le ray-grass et le tréfle, plus faible pour les ensilages, montre qu'une
partie importante du pouvoir tampon est due a des composés non extraits par macé-
ration, ces produits étant insolubles par nature ou physiquement empéchés. Ces aug-
mentations n’entrainent toutefois pas de modifications dans le classement des valeurs
du pouvoir tampon établi a partir des macérations. Aussi, compte tenu de la variation
importante du pouvoir tampon lorsque I'on passe des fourrages aux ensilages, on
peut établir un classement exact de celui-ci a partir des macérations et ne recourir au
broyage que pour la mise en évidence des faibles variations qui doivent se produire
dans les premiers temps aprés la mise en silo. Dans les résultats rapportés ci-aprés,
les variations liées aux traitements et aux espéces bactériennes sont beaucoup plus
importantes que celles dues a la technique de préparation des échantillons et les con-
clusions firées a partir des résultats des macérations sont donc parfaitement valables.

Comparativement au fourrage vert, le pouvoir tampon des ensilages holoxé-
niques (fig. 2) s’accroit d’'une fagon trés importante : 2,5 fois pour les graminées
(43,6-111,5 meq p. 100 M. S, pour le ray grass et 61,1-159,1 meq p. 100 M. S. pour la
fétuque) et de 4 fois pour la luzerne (59,4-273,1). ll augmente mais dans une moindre
mesure pour les ensilages axéniques : multiplié par 1,3 pour le ray grass et par
1,2 pour la fétuque, il double dans la luzerne.



“anbjuaxAjod ‘1) ¢ ds snad0201p34 "0f * WNIIAINGOIAY 1D 6t T € Buiyoupaq » ‘g ! anbjugxojoH 7
¢ anbiugxy 9 ¢ pioA abpaunoy ‘g *ds uoppqoLdju] ¢ SIARIQ ] € ° wnaopup|d " g ¢ SHDPIIDY S |
“ausazny jo anbnya) ‘sspib Api ap sanbjugxojoub
sabpjisua sap 9 4o  Hd a4ua ('S “W 00} 'd sjus|pAINbYIfjiw us) uodwpy 410An0d Np SUOHDIIDA — T "SI

BOUSSET et al.

X

1038

upay -baw

"0Sl|

(o

00!

(]

O

0,
¥
(o]
w0

Hd 9 S

bs w

uoi

gelel]

0g

juoaip bow




1039

P I I I I RIS EDU_LXtJLOL%h.U

IO 900 800 1 A WL 9 TET 88'L 91T  TS'E
90 SK0 &0 9TL  HIL W WL ¥ $9T 9T YT e T : -ds J43190qo43u3
8’0 00 €10 98’0 €TV §9') 8'L KL 6T 00T  6MT  bEE e © *ds sna30001pag
600 TVO 1O 980 bl 90T WL el 05T 9y T ' ** $11022D} IS
s0'0  $00 800 w0 W Se'l [T 9 PET oL wOT gg'e T 1 « Buiyouag »
800 ¥00  £LO €80 $0'L 00T W 0sL Wt 89 OLT Mg 1 osiAeuq T
P00 $00  £0'0 b0 L1 T8') L WL 0T 8LV $O'T €Tt AR "0t wnapjuoyd g

I 29AD $3|NJ0U| ODU_C.UXO:OZ

— 600 €20 — 680 €07 — W 097 —  sTT 99e T AR anbiugx4jod
vIo L£0 150 PUL B9 99T sh'L 98l 06T €£8'L  [TT 85t SRR AR anbiugxojoH
0 800 11O S0'L LTV SET 9€'L 6LV 09T 69h  EVT ST e "+ anbjugxy
90Dy @004 20Dy 00 8£0  69'0 68'0 9Vl €€'L 90T  LVT €9 e "reeerte aaA 9bpaanoy
Oy 4 1 ERTE 1 DY 4 1 DY 4 1

anbbiuowwy anbigjoud uou sjozy 3|qn|os ajozy |Djo4 407V

ssoub Aoy : ‘D -y ‘anbnp4 : 4 ‘susszny : q

(99614403 *5 "W D] 9p 00} *d N p 6 ud)
$9430011n0) 5933053 s104} S| SUDP 940ZD,p SIWI0) S3jURIYYIp sap uoyDLUIIUOD

} Nvatgvl

77

Annales de Biologie animale. — 1977



1040 J. BOUSSET et al.

La figure 2 révéle le rdle particuliérement net des espéces bactériennes qui
agissent par leurs métabolites fermentaires (acides lactique et acétique, ammoniaque).
Quelle que soit I'espéce fourragére ensilée, on constate qu'un méme ordre s’établit
dans "accroissement du pouvoir tampon entre les espéces bactériennes : Si. faecalis,
Pediococcus sp., « branching » Lactobacillus, L. plantarum, Cl. tyrobutyricum, L. brevis,
Enterobacter sp., Cette classification ne subit que des inversions d’une place dans les
différents fourrages. Quant au pouvoir tampon des ensilages polyxéniques ol le
groupe des bactéries @ métabolisme lactique domine manifestement, il se situe trés
prés du fourrage vert pour les graminées mais beaucoup plus loin pour la luzerne.

Les trois ensilages monoxéniques avec Enterobacter sp. et les trois ensilages axé-
niques ont en commun une irés faible concentration en acides organiques (Bousset
et al., 1972) et une forte protéolyse (72,1-59,8 et 62,2 p. 100 d’azote soluble pour la
luzerne, fétuque, ray-grass dans l'axénique (fig. 3 et tabl. 1). Il est aussi notable que
parmi les espéces bactériennes étudiées, Enferobacter sp. est celle qui augmente le plus
le pouvoir tampon.

H
F.vert n:
H
, 4
E . axenique rd
-1
. L [ —— T
E. holoxénique [SEp— 4
r—_————— 4
E . Polyxénique O 4
L Plantarum S I
—_—f—_———— e e =
L Brevis g co e mmccc e e e m e mm e m e 4 N
—_——————— e
"Branching” L O L
St Faecalis T
Pediococcus R e mmmmmm 4
e i e e |
Enterobacter Sp bo——— —
———
—
Cl. Tyrobutyricum ;..'|
-
T T T T T 1 M M T
i 2 3 12 5 10 g%MS
Acide acétique Acide lacéique
FIG. 3. — Concentrations en acides lactique et acétique produits dans le fourrage vert et les différents

ensilages expérimentaux.

Luzerne ........ Fétuque — — — — Ray grass

L'examen de la figure 3 et du tableau 1 révéle que les espéces homofermentaires
d métabolisme lactique, en souches pures ou en mélange (polyxéniques), produisent
selon 'espéce fourragére de 7 & 12 g d’acide lactique pour 100 g de M. S. alors que
les concentrations en azote soluble et en azote ammoniacal de ces ensilages sont les
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plus faibles. A I'opposé on constate que les ensilages holoxéniques se sont trés mal
conservés et possédent les concentrations les plus élevées en azote soluble et ammeo-
niacal et les plus faibles en acide lactique. Les ensilages holoxéniques et monoxéniques
avec Enterobacter sp. ont des concentrations en métabolites et en fractions azotées
peu différentes.

Le rapprochement entre cet ensemble de résuliats et les variations du pouvoir
tampon nous conduit d penser que les acides organiques formés par les bactéries ne
sont pas les responsables principaux de ces variations qui semblent beaucoup plus en
liaison avec les formes d’azote résultant de la protéolyse.

L’étude statistique par régression linéaire des différentes données obtenues
confirme cette interprétation. Le tableau 2 donne les valeurs de « r» des différentes
régressions et leur signification pour p = 0,1 ; 0,05 ; 0,001. Nous voyons que ce sont
les formes dégradées de I’azote qui interviennent et ceci d’autant plus que I’azote est
plus dégradé.

TABLEAU 2

Valeur du coefficient de régression du pouvoir tampon dans les trois espéces fourragéres,
en fonction des principaux métabolites

. . . acides
P E:pect\es s n u'ctnfie I q;:.lde lactique N soluble Nnp NH,
ourragere acétique actique + acétique
Luzerne............ 13 — 0,245 0,651 * — 0,020 0,662 * 0,648 * 0,945 *+
Fétuque ........... 13 0,038 0,293 0,092 0,601 * 0,691 ** 0,747 **
Raygrass.......... 11 0,026 0,563 + 0,106 0,595 + 0,614* 0,761 **

n : nombre de données ; + : p = 0,10 ; * : p = 0,05 ; ** : p = 0,01.

L’examen des trois groupes de courbes de la figure 2 fait nettement ressortir
que pour un méme fourrage les variations importantes du pouvoir tampon se font
dans la zone pH-6-pH 4,5, les courbes devenant ensuite sensiblement paralléles, a
’exception de celle de St. faecalis. Aprés étude des valeurs tangentes a différents pH,
nous avons calculé qu'une bonne expression du pouvoir tampon dans les limites de
pH 6 a pH 4, était obtenue a partirdecelleapH5 : Y = 93,28 X 24,60 ; r = 0,97;
Y = pouvoir tampon du fourrage ; X =tg a pH 5.

On peut conclure que le pouvoir tampon du fourrage vert est toujours augmenté
au cours de la conservation par ensilage et de ce fait, les quantités d’acide lactique
nécessaires 4 une bonne acidification seront toujours supérieures a celles que I'on
pourrait déterminer par acidification artificielle du fourrage vert par cet acide.

Il est clair maintenant que I'augmentation du pouvoir tampon est due pour I’es-
sentiel a la protéolyse d’origine végétalc. Le seul moyen d’agir sur celle-ci réside
dans une acidification forte et rapide. La voie biologique la plus intéressante consiste
a favoriser une fermentation lactique cussi intense que possible en lui réservant le
maximum de glucides. Ceci implique un fort tassement qui bloque la respiration de la
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plante et I'inhibition de groupes bactériens nuisibles comme ceux qui constituent la
flore Gram négative (Enterobacter) (Bousset et al., 1972). Un ensemencement avec
des lactobacilles homofermentaires bien adaptés au fourrage s’implantant rapide-
ment dés les premiers jours de la conservation et produisant trés peu d’acide acé-
tique pourrait apporter une solution a ce probléme tout en assurant I'appétence
optimum pour I'animal.

Regu en avril 1977.
Accepté en juin 1977.
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