’gb

\QW'"" b” N‘}
LOU|§ PASTEUR

1822 — 1895

I\

Dessin réalisé par I’artiste Fabrice Hyber

Numéro interacadémique
de célébration du bicentenaire de Louis Pasteur

Un faisceau de commémorations pour des démocraties
éclairées

Académie des sciences, Académie d’agriculture de France, Académie vétérinaire

Académie des sciences ACADEMIE
‘ +AGRICULTURE
/ de FRANCE

’m; Académie

Veterlnalre

AGRICULTURE m ALIMENTATION ® ENVIRONNEMENT

Document préparé par Pierre Braunstein', Pascale Cossard', Maxime Schwartz'?, Hervé This?,
Nadine Vivier?

1. Académie des sciences
2. Académie d’agriculture de France
3. Académie vétérinaire de France


https://comptes-rendus.academie-sciences.fr/

ouis Pasteur est né il y a deux cents ans, le 27 décembre 1822. Les diverses académies

dont il était membre (Académie des sciences, Académie d’agriculture de France,

Académie vétérinaire, Académie de médecine) ont organisé, en 2022, des manifestations
pour marquer 1’anniversaire de celui qui a sans doute été et reste 1’'un des savants francais les plus
célebres, et dont I’ceuvre a eu des conséquences qui se font encore sentir aujourd’hui, tant dans les
sciences que dans notre vie quotidienne.
Les organes de publications de ces académies, les Comptes rendus de 1’Académie des sciences
(biologie, chimie), les Notes Académiques de |’Académie d’agriculture de France, le Bulletin de
[’Académie vetérinaire, ont publié, au cours de I’année de célébration, des articles qui ont retracé,

analysé les divers aspects d’un scientifique exceptionnel.

Les premiers travaux de Pasteur, sur les tartrates du vin 1’ont conduit a explorer les relations entre la
forme des cristaux et leur effet sur la lumiere, un maillon important d’une histoire qui a débouché
sur la constitution de la stéréochimie, cette partiec de la chimie qui explore 1’organisation des
molécules dans ’espace. Pasteur avait hérit¢ d’un autre scientifique étonnant, Jean-Baptiste Biot,
I’hypothése selon laquelle les éléments constitutifs de la matiére qui constitue le vivant auraient été
dissymétriques, ce qui n’aurait pas été le cas pour le monde minéral. On mesure le caractere
visionnaire de ces hypothéses quand on songe que toute la biologie moléculaire moderne tente
d’expliquer les phénomenes biologiques par des interactions entre molécules, interactions dictées
par la forme de celles-ci. Le succes actuel d’Alphafold, un outil révolutionnaire d’intelligence
artificielle, qui permet de prédire la structure tridimensionnelle des protéines et d’identifier les sites
importants, soit pour leur fonction, soit pour leurs interactions avec d’autres molécules, poursuite
cette quéte des relations entre la forme des molécules et leurs fonctions. Surtout, ces premiers
travaux montrent bien des qualités que le scientifique mit en ceuvre tout au long de sa carriére : un
activité extraordinairement soutenue, focalisée sur la science, et un esprit de synthése hors norme.
Apres ces travaux de chimie, Pasteur a bifurqué vers I’étude des fermentations, explorant le role
joué par les micro-organismes dans ces phénomeénes qui conduisent a la bicre, au vin, au vinaigre
... Il a révolutionné I’industrie alimentaire, qui a, de plus bénéficié, pour la conservation des
aliments, de la « pasteurisation », un processus qu’il avait mis au point pour la conservation du vin.
Tout ce travail a fondé la microbiologie.

Le rdle majeur des micro-organismes dans |’environnement, dont on mesure aujourd’hui
I’importance, tant en agriculture que dans la lutte contre le changement climatique, fut mis en
¢évidence par Pasteur lorsqu’il montra leur intervention dans la putréfaction, phénomeéne a la base du

recyclage de la matiere organique.



A P’époque de Pasteur, nombreux étaient ceux qui croyaient en la génération spontanée des
microbes. Par une approche rigoureuse, Pasteur réfuta cette théorie. Il montra dans la foulée que les
microbes sont présents partout, dans 1’air, dans 1’eau, sur tous les objets qui nous entourent, ce dont
nous n’avions pas conscience auparavant.

Sa démonstration, en complément de celle de Robert Koch, que les maladies contagieuses sont dues
a des microbes, a été a lorigine d’une rationalisation de 1’hygi¢ne, élément majeur de
I’accroissement de 1’espérance de vie au cours du siécle dernier, avec les antibiotiques et, bien siir,
les vaccins. Au-dela de cette démonstration, une révolution en médecine s’est mise en marche, les
maladies commencant alors a étre définies par leurs causes et non plus seulement par leurs
symptomes.

La fabrication et la mise au point des vaccins contre les maladies infectieuses ont été inventées par
Pasteur, méme si le principe de la vaccination avait été¢ découvert par Alfred Jenner un siecle plus
tot. Leur importance n’est plus a démontrer, surtout en cette période de pandémie. Pandémie due a
un virus, tout comme celui de la rage, que Pasteur manipulait sans le voir ni le cultiver, devenant
ainsi, sans le savoir, le premier virologiste !

Au-dela de ces accomplissements, Pasteur nous a 1égué une certaine conception de la science, que
I’on qualifie parfois d’esprit pasteurien. Elle inclut en premier lieu la rigueur et I’excellence dans la
maniére de conduire la recherche alliant intuition, rigueur et esprit critique. En second lieu,
I’entretien d’un lien permanent entre recherche fondamentale et applications. En troisieme lieu
I’importance de la communication, sous toutes ses formes, essentielle pour que les découvertes
bénéficient rapidement au bien-étre de I’humanité. Enfin, une vision planétaire se résumant par la
formule de Pasteur « la science n’a pas de patrie » et qui s’est traduite par la création d’un réseau
d’instituts Pasteur, répartis sur tous les continents.

Alors que la vaccination contre le covid rencontre des résistances, alors que la parole des
scientifiques est mise -par des idéologues- au méme rang que des discours d’opinions, alors que
I’on oublie que les sciences de la nature n’ont pas d’intéréts financiers ni idéologiques, nous devons
protéger nos démocraties, notamment par une réconciliation du public avec une science dont il est
parfois bien ¢loigné.

A ce titre, la commémoration du bicentenaire de la naissance de Louis Pasteur a été une excellente
occasion de rappeler les avancées des sciences, des technologies et des techniques auxquelles
Pasteur a contribué, s’inscrivant dans une lignée remarquable de savants a qui nous devons nombre
de nos idées actuelles. Des collégues de diverses disciplines ont exploré 1’histoire des travaux de
Pasteur. Nous espérons que le panorama constitué¢ (par ordre alphabétique des auteurs) sera un

hommage efficace : inspirant pour certains qui se livrent a des travaux scientifiques, éclairant pour



ceux qui n’ont qu’une vague idée des avancées réelles dues a Pasteur, utile pour ceux qui ne

percoivent pas bien I’importance des sciences dans notre vie quotidienne.
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Résumé. La chiralité moléculaire est une propriété de la nature et de la vie, elle est présente a toutes
les échelles de grandeur. Un aspect fondamental des molécules qui est généralement négligé de I'aro-
mathérapie scientifique pourtant basée sur I'utilisation de la chimie des groupes fonctionnels. Cette
mise au point tente d’apporter de 'information sur la stéréochimie moléculaire dans la composition
des huiles essentielles (HE) et son impact sur leurs activités biologiques. Des notions de stéréochimie
sont introduites et un nouvel éclairage est apporté avec de nombreux exemples sur les principales
molécules composant les HE. Limportance du profil énantiomérique des HE est démontrée avec une
évaluation plus précise des conséquences sur leurs propriétés biologiques.

Abstract. Molecular chirality is a property of the nature and life, it is present everywhere and at all
scales of magnitude. A fundamental aspect of molecules that is generally overlooked in scientific
aromatherapy yet based on the use of the chemistry of functional groups. This update attempts to
provide information on molecular stereochemistry in the composition of essential oils and its impact
on their biological activities. Notions of stereochemistry are introduced and new light is shed with
numerous examples on the main molecules making up EO. The importance of the enantiomeric
profile of EOs is shown with a more precise evaluation of the consequences on their biological
properties.

Mots-clés. Chiralité, Huile essentielle, Enantiomeres, Authentification, Odeur, Activité biologique,
Enantiotype.

Keywords. Chirality, Essential oil, Enantiomers, Authentication, Odor, Biological activity, Enantiotype.
Manuscrit recu le 13 septembre 2021, révisé le 14 octobre 2021, accepté le 15 octobre 2021.

1. Introduction

La chiralité moléculaire est 'un des concepts les
plus puissants du XXe siecle de par sa portée et ses

* Auteur correspondant.

ISSN (electronic) : 1878-1543

applications [1], cette caractéristique de la nature
intégre tous les processus régulateurs de dévelop-
pement et impacte un vaste domaine d’applica-
tion : santé (médicaments et vitamines), agroali-
mentaire (ar6mes, additifs alimentaires), agronomie
(controle des insectes, herbicides, fongicides), cos-
métiques (parfums, produits de beauté). Les huiles

https://comptes-rendus.academie-sciences.fr/chimie/
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essentielles, substances complexes volatiles, lipo-
philes, odoriférantes, sont riches de centaines de
molécules organiques issues du métabolisme secon-
daire des plantes, elles sont particulierement concer-
nées par cette propriété de la nature. Ces molécules
variées sont largement impliquées dans les interac-
tions de la plante avec son environnement (protec-
tion, communication, réserve énergétique...). Leurs
composants, essentiellement des terpénes (mono-
terpenes, sesquiterpénes, diterpénes) et leurs dé-
rivés oxygénés (alcools, aldéhydes, esters, cétones,
phénols...) sont majoritairement des molécules
chirales [2,3].

Le retour vers une consommation « natu-
relle » amene un nouvel élan au développement
de produits a base de plantes [4], spécialement dans
les industries de la beauté et du bien-étre [5]. Le
marché des huiles essentielles connait une crois-
sance importante, il a dépassé 7,51 milliards USD
en 2018 et devrait parvenir a un taux de croissance
annuel de 9% entre 2019 et 2026 [6]. Ces concen-
trés de plantes aromatiques affichent toutes les ver-
tus : anti-inflammatoires, anti-infectieuses, immu-
nomodulatrices, bronchodilatatrices, antivirales,
anti-déprime, relaxantes. La demande de substances
« naturelles » pour soulager des affections physiques
et/ou psychologiques, s’est accentuée avec la pan-
démie de SARS-CoV-2, que ce soit, pour renforcer
I'immunité, en intégration dans les protocoles de
soin [7,8] ou pour traiter I'anosmie souvent consé-
quente a la maladie [9-11]. La mise au point d'un
protocole de stimulation olfactive [12,13] a base
d’huiles essentielles a permis a plus d'un tiers des
hyposmiques de présenter un mieux-étre et de re-
trouver leur odorat. Ces derniers mois, de nombreux
travaux de recherche explorent le potentiel antiviral
des huiles essentielles [14-22].

On doit 'origine de la chimie du chiral aux tra-
vaux de Louis Pasteur [23] sur la dissymétrie molécu-
laire, cependant, la littérature francophone de I'aro-
mathérapie [24-28] n’intégre pas cet aspect structu-
ral des molécules, restreignant fortement la compré-
hension des mécanismes intervenant sur l'activité
moléculaire. La classification chimique des huiles es-
sentielles repose sur une approche basée sur un clas-
sement par groupes fonctionnels [29], avec une ré-
partition générale un peu réductrice ou le facteur
d’attribution de l'activité thérapeutique est basé sur
une fonction de la molécule (alcool, cétone, éther,

C. R. Chimie— 2021, 24, n° 3, 397-414

ester, oxyde...). Ensuite, la précision du chimio-
type (ou chemotype) permet de désigner I’entité chi-
mique distincte prépondérante pour une méme es-
peéce végétale. Cette notion de race chimique [30]
s’estimposée depuis 1975 et a été normalisée en 2006
au sein de I'Union Européenne avec I’adoption du re-
glement REACH.! Depuis quelques années, de nom-
breuses insuffisances conceptuelles de la classifica-
tion des familles moléculaires, en lien avec la sté-
réochimie des molécules sont signalées [31,32], elles
ciblent également l'efficacité et/ou la toxicité liée a
certaines fonctions et la polyvalence des HE qui au-
rait plusieurs niveaux d’action en synergie.

Dans cette mise au point, le concept de la chiralité
moléculaire, son importance et ses enjeux sont in-
troduits, la configuration des principales molécules
composant les HE est présentée en soulignant I'im-
pact du profil stéréochimique sur I'activité biolo-
gique de quelques huiles essentielles. Larticle est
complété par la présentation de l'activité pharmaco-
logique des énantiomeres du linalol, une molécule
chirale présente naturellement dans la quasi-totalité
des huiles essentielles. Au-dela du chimiotype, I'im-
portance de la signature chirale naturelle sera dé-
montrée avec les configurations moléculaires pré-
cises et leurs implications sur 'activité biologique et
les propriétés olfactives...Vers un énantiotype des
huiles essentielles?

2. Lachiralité moléculaire, qu’est-ce que c’est?

La chiralité vient du grec « kheir » qui signifie main,
c’est la propriété d'un objet non superposable a son
image dans un miroir, comme une main droite et une
main gauche et qui se traduit par une absence de sy-
métrie. L'image de la main droite dans un miroir cor-
respond a la main gauche et réciproquement, cepen-
dant, les deux mains ne peuvent se superposer ou,
plus simplement, un gant droit ne pourra étre en-
filé que par une main droite. De maniére analogue,
quand deux molécules en trois dimensions, symé-
triques par rapport a un axe sont dites chirales, cela
se traduit par une absence de centre de symétrie ou
de plan de symétrie (Figure 1).

IRegistration, Evaluation, Authorization and restriction of
CHemicals (REACH).
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F1GURE 1. Chiralité moléculaire.

La nature constitue le plus important réservoir
chiral, ainsi, seule la (-)-morphine, isolée de pavot
a opium (Papaver somniferum) [33] posséde une ac-
tivité analgésique, son isomere de synthese (+) en
est dépourvuy, tous les acides a-aminés possedent
la méme configuration (S) a I'exception de la cys-
téine, et, a 1'état naturel, les sucres existent sous la
forme d'un unique énantiomere. Par ailleurs, du fait
de leur forme en hélice et aussi par leur composition,
I’ADN et ’ARN sont des molécules chirales [34,35].

Les deux formes d'une molécule chirale sont
des énantiomeres et peuvent avoir des activités bio-
logiques trés différentes car elles interagissent sur
des récepteurs différents. Plusieurs cas de figure
peuvent étre rencontrés qui sont définis comme
suit:

(1) Teutomere; c’est I'énantiomere dont l'acti-
vité biologique est la plus forte ou dont I'af-
finité relative de liaison a un récepteur biolo-
gique ou une enzyme est la meilleure.

(2) le distomere; c’est I'énantiomere inactif,
moins actif, ou possédant une activité tout
autre que 'activité recherchée et/ou pouvant
s’avérer porteur d’'une toxicité différente.

2.1. Enantiomeres et médicaments

Le phénomene est crucial pour les médicaments [36]
avec des énantiomeres d’activités biologiques tres
différents ou l'un peut étre bénéfique et 'autre
trés toxique (Figure 2). On peut citer la Dopa ou
I'énantiomere (S) soigne la maladie de Parkinson
alors que I'énantiomere (R) est un poison, ou en-
core, I'Ethambutol, ol I'énantiomere (S) est un
anti-tuberculinique alors que I'énantiomeére (R)
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cause la cécité. Un des plus gros scandales pharma-
ceutiques de tous les temps, est lié a I'affaire du Tha-
lidomide qui fut a I'origine d’'une prise de conscience
de I'importance de la chiralité dans la toxicité des
molécules présentes dans les médicaments. Pres-
crite aux femmes enceintes au début des années
soixante pour soulager les nausées, le Thalidomide
a défrayé la chronique en causant des ravages irré-
versibles sur le développement du feetus. On estime
entre 10 000 et 20 000 le nombre des victimes de ce
médicament qui sont nées avec des malformations.
En fait, seul 'énantiomere (R) est sédatif I’autre (S)
est tératogene.

Depuis 1990, I'autorisation de mise sur le marché
de nouveaux médicaments de synthése est soumise
a une réglementation tres stricte [37,38], 'activité de
chacun des énantiomeéres d'une nouvelle molécule
chirale doit étre évaluée. Ces restrictions ont conduit
a I’émergence de la chimie du chiral qui connait un
essor considérable, face a une chimie organique de
synthése traditionnelle qui produit des mélanges ra-
cémiques (deux énantiomeres en égale quantité).

Aujourd’hui, on estime qu’environ 50% des mé-
dicaments possedent une structure chirale et de
nombreux principes actifs thérapeutiques présen-
tant un ou plusieurs centres de chiralité sont aujour-
d’hui encore utilisés sous forme de mélanges racé-
miques. Lutilisation d’'un énantiomere a la place du
mélange racémique n’est intéressante que lorsque
«1'autre » énantiomere influence défavorablement le
rapport bénéfice-risque du mélange racémique. Les
propriétés pharmacodynamiques et pharmacociné-
tiques des deux énantiomeres doivent étre évaluées.
Pour cela, la séparation des premiers mg d’énantio-
meres purs pour réaliser les premiers tests d’activité
et de toxicité est souvent réalisée par chromatogra-
phie sur support chiral [39,40]. Les stratégies de syn-
thése d’'un énantiomere unique interviennent dans
un second temps si son activité est reconnue, pour
y accéder selon le besoin par catalyse asymétrique
ou par dédoublement de racémiques. Le développe-
ment de la catalyse asymétrique [41] qui consiste a
utiliser un catalyseur chiral (complexe organométal-
lique, biocatalyseur ou organocatalyseur), a permis
de réaliser de nombreuses syntheses industrielles de
médicaments énantiopurs. On constate un impact de
« l'atropoisomérie », (chiralité de type axiale di au
blocage de la rotation autour d’une liaison simple)
sur la découverte des médicaments ou des produits
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FIGURE 2. Activité biologique des énantiomeres de médicaments.

FiGure 3. Centre de chiralité.

naturels [42,43]. Ce type d’énantiomeéres présentent
des caractéristiques intéressantes, montrant que la
chiralité conformationnelle devrait étre traitée avec
autant d’intérét que la chiralité centrée sur 'atome.

Cette année, la catalyse asymétrique est une nou-
velle fois mise a 'honneur avec le Prix Nobel 2021
pour récompenser l'organocatalyse. Cet important
champ de recherche, qui permet de créer des mo-
lécules droites et gauche en respectant les principes
de chimie verte, avait déja fait 'objet du Prix Nobel
de chimie 2001 [44], viales catalyseurs organométal-
liques.

3. Reconnaitre une molécule chirale

De maniere simple, on peut dire qu'une molécule est
chirale si elle présente au moins un centre d’asymé-
trie, qui est, le plus souvent, un atome de carbone
(noté C*) lié a quatre atomes ou groupes d’atomes
différents (Figure 3).

Une molécule possédant n C* peut exister au
maximum sous 2" isomeéres stériques que 'on ap-
pelle des stéréoisomeres, constitués d’énantiomeres,
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C = centre de chiralité

Distribution chirale de
substituants autour d'un point

de diastéréoisomeres et d’isomeres de conforma-
tion. Seuls les énantiomeéres sont images miroirs,
contiennent des centres chiraux et ne sont pas su-
perposables. Les diastéréoisomeres sont des stéréoi-
someres qui ne sont pas des images miroirs, leurs
propriétés physico-chimiques sont différentes (éner-
gie potentielle, moment dipolaire, point de fusion,
d’ébullition, indice de réfraction) [1].

La nomenclature absolue de Cahn, Ingold et Pre-
log (CIP) [1] permet de désigner les énantiomeres et
de les nommer séparément. Cet arrangement spatial
de la molécule, c’est la configuration absolue, elle re-
pose sur un ensemble de régles de classement des
quatre coordinats attachés au centre chiral, selon une
séquence spécifique par ordre de priorité applicables
atous types de molécules, sur la base de critéres défi-
nis. Les quatre substituants a, b, ¢, d du carbone asy-
meétrique sont classés par ordre de priorité. En se pla-
cant dans 'axe de la liaison carbone — substituant
minoritaire, on regarde le sens de rotation de la mo-
lécule en suivant 'ordre a > b > d; si la molécule
tourne vers la droite, la configuration est R (Rectus),
si c’est vers la gauche la configuration est S (Sinister)
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d configuration R

o
o
(9]

d configuration S

FiGure 4. Configuration absolue Rectus (R)/Sinister (S).

(Figure 4). Avec des géométries spatiales opposées,
ils interagissent différemment avec leur environne-
ment. La chiralité centrale est]'élément stéréogene le
plus fréquent, pourtant d’autres éléments induisent
la chiralité moléculaire comme I’axe de chiralité (chi-
ralité axiale), le plan de chiralité (chiralité planaire)
ou encore 'hélicité (chiralité hélicoidale).

4. Molécules chirales et activité biologique des
huiles essentielles

Une méme espece de plante peut synthétiser des
proportions variables de terpénes chiraux et les rai-
sons de ce phénomene ne sont pas trées claires, méme
siles conséquences de cette chiralité sont treés impor-
tantes pour tous les organismes vivants. Les énan-
tiomeéres d'une molécule chirale ne réagissent pas
avec les mémes récepteurs, eux méme chiraux, n'in-
duisant pas nécessairement la méme activité biolo-
gique, et cette propriété est d'une importance fon-
damentale [45]. C’est un élément déterminant dans
le controdle de la naturalité des huiles essentielles et
pour la détection de contrefacons.

En olfaction, par exemple, c’est la liaison de la
molécule odorante chirale avec le récepteur chiral
qui déclenchera la série d’événements moléculaires
qui constituent la transduction du signal sensitif par
la cellule sensorielle et in fine la reconnaissance par
le cerveau de 'odeur caractéristique [46]. L'odorat
est devenu un axe de recherche central depuis la
découverte de la plus grande famille de genes im-
pliquée dans la production de protéines capables de
détecter des odeurs qui a été récompensée par le Prix
Nobel 2004 de Médecine [47]. Ces travaux montrent
que chaque récepteur olfactif est activé spécifi-
quement par les caractéristiques structurales des
molécules.
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Ainsi, le seuil de détection olfactif peut différer for-
tement entre deux énantiomeéres d’'une méme mo-
lécule [48]. C’est le cas par exemple, du limonéne,
de la carvone ou du linalol présents en abondance
dans les huiles essentielles d’agrumes. Leurs énan-
tiomeres ont des fragrances tres différentes, le (S)-
(-)-Limoneéne a l'odeur de citron alors que le (R)-
(+)-Limonene sent I'orange; I'énantiomere (R)-(-)-
Carvone sent la menthe verte alors que le (S)-(+)-
Carvone sent le cumin. Pour les énantiomeéres du
linalol, le (S)-(+)-Linalol a une odeur douce, flo-
rale, aux fragrances d’agrumes et le (R)-(—)-Linalol
a un aréme boisé rappelant la lavande (Figure 5).
Par ailleurs, trés fréquemment, le nez humain ne
détecte pas de la méme fagon deux énantiomeres.
Pour la forme (R)-Linalol, sa une note fleurie puis-
sante est percue dés la concentration de 0,8 ppb,?
alors qu’il faut atteindre 7,4 ppb pour apprécier
la senteur beaucoup moins intense de la forme
(S)-Linalol [49].

Avec trois carbones asymétriques (3C*) dans la
molécule, la famille des menthes compte 8 stéréoi-
someres (23). Dans la nature, le plus courant est
I’énantiomere (1R,2S,5R)-(—)-Menthol,[(1R,2S,5R)-
5-méthyl-2-(propan-2-yl)cyclohexanol], c’est le seul
qui possede les propriétés anti-inflammatoires, anti-
virales, anesthésiques, pesticides et désinfectantes;
il appartient a la famille des monoterpénols et se
trouve naturellement dans 'HE de menthe poivrée
(Mentha piperita). Le menthol japonais contient
également un léger pourcentage de (+)-Néomenthol
[(1S,2S,5R)-2-Isopropyl-5-methylcyclohexanol] (Fi-
gure 6). Lanalyse chirale d’échantillons d’huile

2Valeur du seuil de perception olfactive ppb : partie par billion,
le billion étant le milliard en volume.
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FIGURE 5. Aromes des énantiomeres limoneéne, carvone et linalol.
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FiGURE 7. Diastéréoisomeres et énantiomeres des composants de I'HE de rose.

essentielle montrant la présence de I'énantiomere
(1S,2SR,5S)-(+)-Menthol est une preuve d’adultéra-
tion.

Lexemple de 'HE de rose, I'une des plus pré-
cieuses de l'aromathérapie, trés appréciée par les
parfumeurs, est particulierement intéressant. Parmi
ses principales composants on trouve le citronellol
[3,7-dimethyloct-6-en-1-ol] et les oxydes de rose [4-
methyl-2-(2-methylprop-1-enyl)oxane] qui ont des
profils énantiomériques tres spécifiques [50]. L'oxyde
de rose, molécule star de nombreux parfums presti-
gieux, posséde plusieurs diastéréoisomeres dus a une
isomérie endo/exo (position du substituant sur/sous
le cycle) et a la présence de deux carbones asymé-
triques (Figure 7).

Lautre composant principal de 'huile de rose
qui mérite d’étre cité est le citronellol, présent a
plus de 50% sous sa forme énantiomérique (S)-(-)-
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Citronellol. Son odeur florale de rose rappelle celle
de T'huile de géranium alors que I'ar6me du (R)-
(+)-Citronellol est semblable a I'huile de citronnelle.
Leurs seuils olfactifs sont proches entre 40-50 ppb
pour I'énantiomere (S) et 50 ppb pour le (R) [51,52].
Dans I'HE de rose de Bulgarie et de Turquie,
les énantiomeres lévogyres (2S,4R)-(—)-cis-oxyde
de rose et (2R,4R)-(—)-trans-oxyde de rose sont
retrouvés avec une pureté énantiomérique élevée
(>99,5%) [53,54], la présence des énantiomeres (+)-
cis et (+)-trans-oxydes de rose permet une identifi-
cation « non naturelle » de cette huile essentielle. A
I'inverse, les deux énantiomeres dextrogyres (2R,4S)-
(+)-cis-oxyde de rose et (25,4S5)-(+)-trans-oxyde de
rose sont détectés avec une haute pureté énantiomé-
rique dans I'HE de Mélisse officinale (Melissa offici-
nalis) et s’averent étre des indicateurs d’authenticité
de cette huile essentielle. Les ardmes et les seuils
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olfactifs de ces quatre énantiomeéres [55-57] sont
intéressants, ils sont décrits comme suit :

e (4R,25)-(-)-cis-oxyde de rose possede une
note vert floral nette, légere, rose verte, dif-
fusive, forte, il a été décrit comme puissant
fruité, son seuil olfactif de 0,5 ppb est tres
faible, c’est le seul énantiomere responsable
du parfum typique de la rose.

e (4S,2R)-(+)-cis-oxyde de rose, avec une note
florale, vert foin, terreux, lourd et un seuil
olfactif de 50 ppb est inodore.

e (4R,2R)-(-)-trans-oxyde de rose a une note
verte, mentholée, fruitée, son seuil olfactif est
de 160 ppb.

e (4S5,25)-(+)-trans-oxyde de rose, avec une
note verte végétale, florale fruitée, rose aux
herbes, agrumes (écorce amere), son seuil ol-
factif est de 80 ppb.

La perception des ardmes est un mécanisme tres
complexe qui intégre de nombreux facteurs tels que
la structure moléculaire, la concentration, le mi-
lieu de libération, le mécanisme d’olfaction mais
également les différences génétiques dans !'expres-
sion des récepteurs d’odeur. La bibliographie scien-
tifique est tres riche sur la relation structure-odeur
des molécules chirales [58-67] et sur I'impact de
la configuration absolue sur le seuil d’olfaction des
énantiomeres. L'exemple le plus marquant est ce-
lui de la Nootkatone [68,69], une cétone sesquiter-
pénoide dontI’énantiomere dextrogyre (4R,4aS,6R)-
(+)-Nootkatone possede une forte odeur de pample-
mousse et un seuil olfactif de 800 ppb, tandis que
I'énantiomere 1évogyre (4S,4aR,6S)-(—)-Nootkatone
a une senteur fortement fraiche, verte, boisée, épicée
et un seuil olfactif de 600 000 ppb soit 750 fois supé-
rieur!

La composition énantiomérique des molécules
d’'une HE constitue sa carte d’identité, elle permet de
préciser son origine et son activité biologique. La ma-
jorité des molécules composant les HE existent sous
la forme d’'un énantiomere majoritaire ou parfois en
mélange des deux. Pour une méme espéce de plante,
il existe dans la nature une forte variabilité énan-
tiomérique de la concentration des constituants des
HE due a divers facteurs tels que 1'environnement,
les facteurs génétiques, les conditions de croissance,
de récolte et les techniques de distillation. La chira-
lité est un aspect fondamental de la nature, méme

C. R. Chimie— 2021, 24, n° 3, 397-414

si le phénomene est complexe et parfois difficile a
identifier [70].

5. Structure des principales molécules chirales
composant les huiles essentielles

La classification des HE par famille biochimique
constitue un préalable pour comprendre leurs pro-
priétés thérapeutiques et les utiliser au mieux en
toute sécurité. La chimie seule ne suffit pas pour
expliquer I'ensemble des propriétés, ni toutes les
toxicités potentielles des HE. L'activité biochimique
des molécules principales étudiées individuellement
contribue a clarifier I'action thérapeutique notam-
ment selon les énantiomeéres majoritaires pour les-
quelles la reconnaissance avec un substrat se fait sur
la base du modéele clef-serrure. Cependant, I’action
de I'HE recueillie dans son intégralité apres une dis-
tillation douce, complete, non fractionnée, s’avere
souvent plus importante et peut différer de celle des
principes actifs pris isolément.

Les principales molécules chimiques composant
les HE sont des hydrocarbures terpéniques et ses-
quiterpéniques, alcools et esters, aldéhydes, cétones,
phénols, éthers et peroxydes; la majorité de ces
molécules sont chirales et existent sous forme
d’énantiomeres ou de diastéréoisomeres. Nous pré-
senterons les formes énantiomeres de quelques mo-
lécules chirales importantes composant les hydro-
carbures terpéniques et sesquiterpéniques les plus
fréquemment retrouvées dans les HE (Tableau 1).

La stéréochimie des énantiomeres de I'ensemble
des structures moléculaires du Tableau 1 est dé-
taillées dans la Figure 8. Pour les molécules ayant
un seul carbone asymétrique, les deux formes
énantiomeéres sont représentées avec : a-terpinéol,
terpineéne-4-ol, carvone, acétate de lavandulyle, acé-
tate de linalyle, germacréne D. Dans le cas des mo-
lécules avec deux carbones asymétriques; quatre
stéréo-isomeres sont possibles, parfois moins, en cas
de pont dans la molécule. En effet, la géométrie d'un
des atomes de carbone fixe celle de I'autre carbone
et on aura uniquement deux énantiomeres, c’est le
cas pour : camphre, camphene, a-pinéne, f-pinéne,
sabinene.

En plus de leur carbone asymétrique, le Né-
rolidol et le p-caryophyllene ont une double
liaison (oléfines) avec des conformations Z/E
(cis/trans), éléments stéréogénes non chirotopes;
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TaBLEAU 1. Hydrocarbures terpéniques et sesquiterpéniques et leurs chiralités

Acycliques Nb? Monocycliques Nb Bicycliques Nb

C* c* c*
Monoterpénes et Acétate de linalyle 1 a-terpinéol 1 Sabinéene 2
monoterpénoides Acétate de lavandulyle 1  Terpinéne-4-ol 1 a-pinéne 2
Carvone 1 B-pinene 2
Camphre 2
Campheéne 2
Sesquiterpenes et (Z),(E)-Nérolidol 1 GermacreneD 1  (E)-B-caryophyllene 2

sesquiterpénoides

2 Nombre de C* : carbone asymétrique dans la molécule.

cela donne quatre stéréoisomeres possibles pour
(Z,E)-Nérolidol, dont deux paires d’énantiomeres
[(E)-(R), (E)-(S)] et [(£)-(R), (£)-(S)]. Dans le cas du
B-caryophylléne, seuls les deux énantiomeres de la
forme E (ou trans) sont présentés (Figure 8).

6. Profil énantiomérique de quelques huiles
essentielles

Méme si la composition des HE est largement dé-
terminée par la génétique, les facteurs climatiques,
géographiques et saisonniers [71], il est admis qu'a
partir d'une source spécifique et dans les mémes
conditions de traitement la composition énantiomé-
rique des molécules principales d'une HE subira peu
de variations, permettant de vérifier son authenti-
cité. Certaines especes produisent les molécules sous
forme d'un énantiomeére unique alors que d’autres
produisent les deux, soit en mélanges enrichis enl'un
oul'autre des énantiomeres ou encore sous forme ra-
cémique (les deux énantiomeres 50/50).

Le Tableau 2 réunit le profil énantiomérique de
quelques huiles essentielles choisies qui incluent
les molécules chirales présentées précédemment
comme : l'arbre a thé, la menthe verte, la lavande
fine, la lavande aspic, le lavandin, le néroli, le petit
grain bigarade, 'orange amere, I'orange douce, le ci-
tron, et la sauge sclarée. La distribution énantiomé-
rique de chaque HE est limitée aux 3 ou 4 molécules
chirales principales dont I'abondance est >1% et aux
molécules ayant un intérét d’authentification (<1%);
les molécules non chirales seront également citées.
Les structures des énantiomeres des divers hydrocar-
bures terpéniques et sesquiterpéniques concernés
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sont représentées en Figure 8 et I'impact de la chira-
lité des molécules sur I'activité biologique de I'HE est
signalée.

Lanalyse du Tableau 2 montre que toutes les
huiles essentielles décrites sont majoritairement
composées de molécules chirales avec des profils
énantiomériques constitués d’'un énantiomere tres
majoritaire.

Lhuile essentielle d’arbre a thé (Melaleuca alter-
nifolia) est la premiere dont le profil énantiomé-
rique est désormais imposé par la réglementation,
elle a longtemps fait 'objet d’adultérations récur-
rentes, soit par mélange avec d’autre HE (pin, euca-
lyptus globulus, camphre...) ou par I'ajout de com-
posants adultérants [72]. Cette huile essentielle peut
présenter jusqu’a sept chimiotypes différents [73,74],
pourtant, c’est le type terpinéne-4-ol auquel on attri-
bue les meilleures qualités thérapeutiques, qui a fait
I'objet d’études sur sa sécurité [75,76].

La version de la norme ISO 4730:2004 pour ce chi-
miotype établissait un minimum de 35% Terpineéne-
4-0l, 14% de y-Terpinéne et 6% de a-Terpinéne [77].
La nouvelle version, 'ISO 4730:2017, est plus stricte,
elle integre une analyse énantiomérique chirale par
chromatrographie gazeuse avec des rapports d’énan-
tiomeres de (+)-Terpinéne-4-ol/(—)-Terpinéne-4-ol
qui varient entre 63,3-69,8/36,7-30,2 et pour le (+)-a-
Terpinéol/(-)-a-Terpinéol entre 74,2-79,5/25,8-20,5
dans l'authentique HE d’arbre a thé [78]. Ce profil
énantiomérique permet de détecter les adultérations
les plus fréquentes de cette HE (Tableau 2, entrée 1).

Dans I'HE de menthe verte (Mentha spi-
cata var. crispa), I'énantiomeére (R)-(—)-Carvone,
présent a plus de 87%, a un effet antispasmodique
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Ficure 8. Eléments de chiralité des structures terpéniques et sesquiterpéniques.

plus puissant que la (S)-(+)-Carvone. Ces effets, dé-
crits a la fois pour la (R)-(—)-Carvone et I'huile de
menthe verte sont expliqués comme un mode d’ac-
tion de type CCB [79] (Inhibiteurs des canaux cal-
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ciques). Le (S)-(-)-Limonene y est présent a 98,8%
et les données pharmacologiques indiquent que
cet énantiomere pourrait également étre utilisé en
aromathérapie comme agent anxiolytique [80].
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TaBLEAU 2. Profil énantiomérique des composants majoritaires de quelques HE

Huile essentielle Molécules principales  %? Profil énantiomérique %P
des composants
chiraux majoritaires
Arbre a thé [81,82] Terpinene-4-ol 30-48 (8)-(+)-Terpinene-4-ol 74,2-79,5
(Melaleuca alternifolia) y-Terpinene 10-28 Non chirale —
a-Terpinene 5,0-13 Non chirale —
a-Terpinéol 1.5-8.0 (R)-(+)-a-Terpinéol 63,3-69,8
a-Pinéne 1.5-6 (R,R)-(+)-a-Pineéne 86-91
Menthe verte [83-85] Carvone >40 (R)-(—)-Carvone 87,9
(Mentha spicata) Limonene >20 (8)-(-)-Limonene 98,8
1,8-Cinéole 17 Non chirale —
B-Pinéne >2 (S,S)-(-)-B-Pinéne >52.1
Lavande fine [86] Acétate de linalyle  37-48 (R)-(-)-Acétate de linalyle >99
(Lavandula angustifolia) Linalol 19-32 (R)-(-)-Linalol >98
pB-Caryophyllene  3,7-6,3 (R,S)-(-)-(E)-B-Caryophylléene >99
Acétate de lavandulyle 2-11  (R)-(—)-Acétate de lavandulyle >99
Lavande aspic [87] Linalol 34-50 (R)-(-)-Linalol 95
(Lavandula latifolia) 1,8-Cinéole 16-39 Non chirale —
Camphre 8-16 (R,R)-(+)-Camphre 95
a-Terpinéol 0,2-2 (R)-(+)-a-Terpinéol 56
Limonéne 0,5-3 (R)-(+)-Limonene 95
Lavandin abrial [86] Linalol 33-41 (R)-(-)-Linalol >95
(Lavandula hybrida var. ~ Acétate de Linalyle 23-32 (R)-(—)-acétate de Linalyle >95
abrial) Camphre 9-11 (R,R)-(+)-Camphre >99
1,8-Cinéole 6-10 Non chirale —
(E)-B-Caryophyllene 1-2  (R,S)-(-)-(E)-B-Caryophyllene >95
Néroli [88,89] Linalol 43-54 (R)-(-)-Linalol >70
(Citrus aurantium var. Limonéne 6-10 (R)-(+)-Limonene >95
amara) fleurs Acétate de linalyle 3,5-8,6 (R)-(—)-Acétate de Linalyle >95
E-Nérolidol 2-6 (S)-(+)-(E)-Nérolidol >98
B-Pinéne 3-5 (S,5)-(—)-p-Pinéne >99
Petit grain bigarade [88,89]  Acétate de linalyle  40-80 (R)-(—)-Acétate de linalyle >97
(Citrus aurantium amara) Linalol 15-35 (R)-(—)-Linalol >80
feuilles a-Terpinéol 3-10 (R)-(+)-a-Terpinéol >72
Orange amere [90,91] Limonéne 91-96 (R)-(+)-limoneéne >99
(Citrus aurantium L var. a-terpinéol <3 (R)-(+)-a-terpinéol >93
amara) fruits Acétate de linalyle <1,5 (R)-(—)-Acétate de linalyle >99
B-Myrcene 1-2 Non chirale —
a-Pinéne <1 (R,R)-(+)-a-Pinéne >89
Linalol <1 (R)-(—)-Linalol >89
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(continued on next page)
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TABLEAU 2. (continued)

407

Huile essentielle Molécules principales %2 Profil énantiomérique %P
des composants
chiraux majoritaires
Orange douce [92-94] Limonéne >96 (R)-(+)-Limoneéne >99
(Citrus sinensis L.) Linalol <1 (8)-(+)-Linalol >87
B-Myrcéne Non chirale —
a-Pinéne <1 (R,R)-(+)-a-Pinene >99
Citron [91,95] Limonéne 60-70 (R)-(+)-Limonene >98
(Citrus limon) B-Pinéne 10-19 (S,5)-(—)-p-Pinéne >93
y-Terpineéne 7-9 Non chirale —
Sabinéne 1,4-2,3 (S,5)-(-)-Sabinene >85
a-Pinéne 1,5-1,9 (§,S)-(—)-a-Pinene >68
Sauge Sclarée [96] Acétate de linalyle 46,6 (R)-(—)-Acétate de linalyle >99
(Salvia sclarea) Linalol 17,1 (R)-(—)-Linalol >72
Germacrene D 11,8 (8)-(—)-Germacrene D 99,8
(E)-B-Caryophyllene 4,9 np —

a4 Pourcentage des composants majoritaires. ® Pourcentage en énantiomére majoritaire (pour HE d’arbre
athé ce sontles marges en énantiomere majoritaire exigées par la norme ISO 4730:2017). np : non précisé.

La distribution énantiomérique des HE de la-
vande est intéressante, les énantiomeres (R)-(—)-
Acétate de linalyle et (R)-(—)-Linalol prédominent
dans la lavande fine et le lavandin hybride avec
un exces énantiomérique >95%. Pour la lavande as-
pic, le (R)-(—)-Linalol est également majoritaire a
95% avec un énantiomere (R,R)-(+)-Camphre pré-
sent a 95%. Ces marqueurs moléculaires peuvent
étre utilisés pour 'authenticité de ces huiles essen-
tielles. Le lavandin abrial issu de I'hybridation natu-
relle entre la lavande vraie et la lavande aspic pos-
sede une composition équilibrée, avec des profils
énantiomériques également élevés, analogues a ceux
de la lavande vraie (esters) et de la lavande aspic
(camphre).

Le genre Citrus est parmi les huiles essen-
tielles naturelles les plus populaires et représente
la plus grande partie des aro6mes naturels com-
merciaux et parfums [97] et les profils énantiomé-
riques des citrus présentés dans le Tableau 2 sont
intéressants.

Les huiles de néroli (Citrus aurantium amara leaf)
et de petit grain bigarade (Citrus aurantium ssp. au-
rantium (fe)) [88,89] sont produites a partir de parties
morphologiques différentes du Bigaradier, 'huile de
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néroli est issue de la distillation des fleurs fraiches et
I'huile de petit grain de la distillation des feuilles et
brindilles. On constate pourtant des différences dans
la distribution des énantiomeres des molécules d’ a-
pinéne et du limoneéne entre ces deux HE et égale-
ment avec 'huile essentielle d’orange amere (Citrus
aurantium L var. amara), issue du zeste du fruit du
méme arbre.

Lhuile de néroli est riche en (S,S)-(—)-a-Pinéne
alors que dans l'huile de petit grain c’est le (R,R)-
(+)-a-Pinéne qui domine. Le (R)-(+)-Limonéne
est I'énantiomeére dominant dans les deux huiles
méme si dans 'huile de néroli on trouve le (S)-(-)-
Limonene en plus faible quantité que dans 'huile
de petit grain. Le (S)-(—)-B-Pinéne est retrouvé dans
les deux huiles avec une pureté énantiomérique
élevée.

Lénantiomere (S)-(+)-(E)-Nérolidol est présent
entre 2-6% avec une haute pureté énantiomérique
(>98%) dans I'HE de néroli; c’est un composé sen-
soriel important qui impacte les propriétés olfac-
tives (doux, léger, fleuri) et un indicateur d’authen-
ticité de cette HE [88,89]. Les propriétés olfactives
de ses autres stéréoisomeres ont des caractéristiques
différentes qui sont répertoriées [98]; le R-(—)-(E)-
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Nérolidol a une odeur agréable, boisée, chaude, de
moisi; pour le conformere (S)-(+)-(Z)-Nérolidol c’est
une odeur d’écorce ligneuse, verte et fraiche; et celle
du (R)-(-)-(2)-Nérolidol est intense, fleurie, douce et
fraiche.

Lhuile essentielle d’orange amere (Citrus auran-
tium L var. amara), issue du zeste du fruit du biga-
radier présente un excés énantiomérique tres élevé
pour trois composants, le (R)-(+)-Limonene (>99%),
(R,R)-(+)-a-pinene avec ee > 92 %, (S)-(—)-B-Pinéne
avec ee > 97 %. On retrouve le (R)-(+)-Limoneéne
comme énantiomere unique (>99%), dans I'orange
douce (Citrus sinensis), le citron (Citrus limon) ainsi
que dans le Neroli (>95%).

Le linalol y est présent (<1%) sous des formes
d’énantiomeres différents dans les HE d’orange
douce et d’orange ameére. Dans l'orange douce, le
(S)-(+)-Linalol est présent a plus de 82% alors que
dans l'orange amere c’est le (R)-(—)-Linalol a plus
89%. Le ratio des énantiomeres du linalol permet
de déterminer des fraudes par I'ajout d'HE d’orange
douce, moins précieuse, a 'HE d’orange amere plus
chere [91].

De nombreux travaux attestent des propriétés re-
laxantes des HE d’agrumes pour leur richesse en
(R)-(+)-Limoneéne. Lorange amere (Citrus auran-
tium L var. amara) soulage I'anxiété chez les patients
apres administration ou inhalation [99,100]. Linha-
lation d’huile d’orange douce (Citrus sinensis) réduit
le niveau d’anxiété et améliore 'humeur des ma-
lades chez les dentistes [101]. L'étude de I'activité
biologique du limonéne sur le systéeme nerveux au-
tonome humain montre que I'inhalation du (R)-(+)-
Limoneéne a un effet sur I'élévation de la tension arté-
rielle systolique, la vigilance et la nervosité, alors que
le (S)-(-)-Limonéne n'augmente que la tension arté-
rielle systolique et n’a pas aucun effet sur d’autres pa-
rametres psychologiques [102].

L'HE de sauge sclarée, composée majoritairement
des énantiomeres (R)-(—)-Acétate de linalyle (>99%)
et (R)-(—)-linalol (>72%) apporte notamment un ef-
fet spasmolytique et sédatif [103] qui pourrait étre
un agent thérapeutique pour les patients souffrant de
dépression.

On peut constater que le profil énantiomérique
des huiles essentielles est lié a une activité pharma-
cologique spécifique différenciée selon les énantio-
meres, qui conforte I'importance de 'identification
du profil énantiomérique des HE.
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7. Analyse chirale et identification des huiles
essentielles

Lidentification et la quantification des composants
chimiques des HE sont fondamentales et les difficul-
tés d’analyses déja complexes sont significativement
accrues en présence d'une discrimination chirale.
Les énantiomeéres possédent des propriétés physico-
chimiques identiques, mémes masses moléculaires,
mémes solubilités, mémes points de fusion et d’ébul-
lition, ce qui les rend difficiles a séparer et a identifier.
Les énantiomeres se différencient par leur compor-
tement vis-a-vis de la lumiere polarisée, 'un la dé-
vie vers la droite et I'autre vers la gauche. D’ailleurs,
le pouvoir rotatoire global de 'HE a longtemps été le
seul élément, de la fiche technique, permettant une
évaluation de la qualité chirale globale.

Pour garantir I'authenticité des lots d’huile essen-
tielle et en déterminer les propriétés thérapeutiques,
deux catégories de contrdles sont exigés :

(1) Caractéristiques physico-chimiques incluant les
controles organoleptiques et les constantes phy-
siques:

(a) Controles organoleptiques : a partir d’'une
aromatheque, constituée d’huiles essen-
tielles certifiées, on contrbéle la couleur,
I'odeur et dans certains cas, la saveur des
huiles essentielles analysées.

(b) Etude des constantes physiques a tempéra-
ture donnée : densité, solubilité dans I’alcool,
points de fusion et d’ébullition, points de
congélation, pouvoir rotatoire sur la lumiére
polarisée, indice de réfraction.

(2) Méthodes d’identification chromatographiques,
chiroptiques et spectroscopiques :

Les différentes approches combinant la sépa-
ration chromatographique et des méthodes per-
mettent d’évaluer les exces énantiomériques des
molécules chirales pour parvenir a une identification
précise [104-107] comme :

¢ Techniques chiroptiques : Polarimétrie, dis-
persion optique rotatoire, dichroisme circu-
laire.

» Analyses isotopiques : permettent de tracer
'origine par la mesure de la distribution iso-
topique dans les composés naturels (rap-
ports 1Bc/14C, teneur en C ou 180/170).
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» Sectroscopies Infra-rouge et la Résonance
Magnétique Nucléaire a haute résolution
(400-700 MHz et multinoyaux) avec agents
de déplacement chiraux.

« Diffraction de rayons X.

7.1. Analyse chromatographique chirale

Lanalyse chromatographique chirale met a profit le
trés haut pouvoir de résolution de la chromatogra-
phie pour la séparation des énantiomeres en utili-
sant des phases stationnaires chirales (PSC) synthé-
tiques tres performantes utilisées en phase gazeuse,
liquide ou supercritique. C’est la méthode la plus uti-
lisée pour évaluer I'exces énantiomérique des princi-
pales molécules des HE. Le mécanisme de reconnais-
sance sur une phase stationnaire chirale est basé sur
les différentes forces d’interactions des énantiomeres
avec un sélecteur chiral fixé sur une phase station-
naire permettant la formation de complexes diasté-
réoisomeres élués a des vitesses différentes en im-
pliquant souvent plusieurs techniques complémen-
taires.

La difficulté de séparer des mélanges aussi com-
plexes que les HE a mené les chimistes a utili-
ser des approches mixtes combinant plusieurs mé-
thodes pour optimiser I'identification. La chroma-
tographie liquide haute performance (CLHP) chirale
avec détection polarimétrique permet de distinguer
facilement les deux énantiomeres en mesurant leurs
pics positifs et négatifs et de les quantifier précisé-
ment [108]. Une autre méthode, la chromatographie
en phase gazeuse multidimensionnelle énantiosélec-
tive [109-111] (énantio-MDGC) s’est imposée, elle est
privilégiée pour un large éventail d’applications dont
la séparation d’énantiomeres extrémement chevau-
chants et pour les analyses des composés a I'état de
trace comme dans le cas des huiles essentielles.

D’autres types de couplages sont utilisés, avec
I'objectif d’améliorer I'analyse en associant soit deux
techniques chromatographiques, soit en couplant
deux techniques spectroscopiques. Ces dernieres
années, le couplage d'une technique chromatogra-
phique d’individualisation des composés avec une
technique spectroscopique d’identification s’est dé-
veloppé. Les plus courants sont les couplages de :

+ chromatographie en phase gazeuse- spectro-
meétrie de masse (CPG-SM),
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o chromatographie liquide haute performance-
spectrométrie de masse (CLHP-SM),

o chromatographie liquide haute performance-
spectrométrie de masse (CLHP-RMN 'H).

Lidentification des constituants est possible par
comparaison des données spectrales avec celles de
produits de référence contenus dans des biblio-
théques de spectres.

8. Reglementation et controle de qualité des
HE

La réglementation [112] des HE fait 'objet d’'une
surveillance constante avec des réévaluations pério-
diques. Pour le législateur, cela implique une sur-
veillance attentive de leur composition en raison des
risques potentiels qu’elles génerent. Les HE sont sou-
mises a plusieurs régimes juridiques selon leur uti-
lisation : cosmétique, complément alimentaire, mé-
dicament ou biocide; c’est leur destination qui dé-
termine la réglementation applicable et les exigences
auxquelles le produit doit répondre.

La commercialisation des HE est encadrée par
plusieurs normes; elles ne garantissent pas leur pu-
reté absolue mais un niveau minimal de qualité. On
peut citer les normes, AFNOR (Association Francaise
de Normalisation), ISO (International Organization
for Standarzization) et CEN (Comité Européen de
Normalisation). L'huile essentielle est définie par la
norme NF EN ISO 9235 (2014) qui précise les ma-
tieres premieres aromatiques naturelles. Les normes
sont tres strictes, elles doivent offrir une tracabilité
depuis la récolte de la plante, du mode d’extraction
jusqu’au controdle de qualité du produit final. La forte
variabilité de la composition chimique des huiles es-
sentielles (facteurs physiologiques, environnemen-
taux) est 'une des principales limites a leur qualité,
leur sécurité et leur efficacité.

Le profil énantiomérique des HE est encadré
par la norme internationale ISO 22972:2004 (fr)
qui spécifie une méthode générale d’analyse en
phase gazeuse sur colonne capillaire chirale et
détermine l'exces énantiomérique des composés
chiraux qui la composent. Récemment, la norme
ISO 4730:2017 qui spécifiait les caractéristiques de
I'HE d’arbre a thé, type terpinéne-4 ol, a fait 'ob-
jet d'un amendement (ISO 4730:2017 et addendum
ISO 4730/A1:2018) [113], cette restriction précise le
profil énantiomérique exigé pour le terpinén-4-ol
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(correspondant a 67-71% de (S)(+)-Terpinén-4-ol
et 29-33% de (R)-(—)-Terpinén-4-ol). Ces nouvelles
caractéristiques visent a garantir son authenticité, sa
qualité pour une utilisation en toute sécurité, elles
attestent de I'importance de I'ajout du critere de
distribution énantiomérique pour 'HE d’arbre a thé.

On peut confirmer I'absence d’adultération d'une
HE gréce a son profil énantiomérique. On citera deux
exemples, le cas de la mélisse (Melissa officinalis)
et celui de la bergamote (Citrus aurantium). LHE
de mélisse (Melissa officinalis) est 'une des plantes
meédicinales officinales les plus cheres, en raison du
faible rendement en huile. La majorité de I'huile de
mélisse vendue sur le marché est adultérée mais il
est possible de s’assurer de la composition de cette
huile par le profil énantiomérique du citronellal qui
la compose. Lhuile de mélisse pure contient majo-
ritairement 1'énantiomere (R)-(+)-Citronellal (98%)
par rapport au (S)-(—)-Citronellal avec uniquement
2%. Une adultération souvent utilisée est l'ajout
d’huiles essentielles riches en citronellal, moins coti-
teuses, comme huile Cymbopogon winterianus (ci-
tronnelle) ou d’Eucalyptus citriodora, la proportion
des énantiomeres peut changer jusque [(+)/(-)] a
[90% /10%]. LHE de bergamote (Citrus aurantium)
possede une composition tres particuliere, 'huile
doit contenir uniquement les énantiomeres (R)-(—)-
Linalool et (R)-(—)-Acétate de linalyle, présence qui
se vérifie facilement par chromatographie chirale.

9. Le chimiotype Linalol, une molécule incon-
tournable des HE

Le linalol (3, 7-dimethylocta-1, 6-dien-3-ol) est un al-
cool tertiaire, ce monoterpénol est présent naturelle-
ment dans la quasi totalité des huiles essentielles, en
concentration plus ou moins importante. Il est com-
posé de deux molécules énantiomeres présentes, en
différentes proportions, dans les plantes. Les énan-
tiomeéres présentés dans la Figure 5 possédent des
senteurs différentes, le (S)-(+)-Linalol (coriandrol)
possede un parfum doux, trés différent de celui de
I’arome boisé du (R)-(-)-Linalol [116] et leurs seuils
de détection olfactifs sont différents. La rotation spé-
cifique des énantiomeres rapportée dans la littéra-
ture [117] est[a]p = —20et + 19.

Le linalol est répertorié comme un agent déodo-
rant/parfumant, son origine est synthétique dans
de nombreux produits cosmétiques (60-90%) [118].
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1l fait partie des allergenes les plus ciblés de notre
environnement [119,120], pourtant, les résultats de
recherches montrent que c’est la forme oxydée de
cette molécule qui provoquerait des allergies. Le lina-
lol est considéré comme un pré-hapténes dans la me-
sure ol son oxydation par 'oxygene de I'air conduit a
formation d’hydroperoxydes [121], qui potentialisent
son effet allergisant.

Le linalol est le composant majeur d'un grand
nombre d’huiles essentielles en proportion tres va-
riable et avec des profils énantiomériques tres spé-
cifiques pour chacune d’elle. Lénantiomere (R)-(—)-
Linalol est le plus courant dans la nature mais la dis-
tribution énantiomérique des formes (R)-(-) et (S)-
(+)-Linalol et celles de I'acétate de linalyle sont des
indicateurs utiles de controle de la pureté de plu-
sieurs huiles essentielles comme pour les HE de la-
vande, de bergamote ou de coriandre [122].

Une étude sur la distribution énantiomérique des
énantiomeres du linalol de plusieurs huiles essen-
tielles a été menée [123,124], les principaux résul-
tats sont réunis dans le Tableau 3. On constate
que l'énantiomere (R)-(—)-Linalol est trés majori-
taire dans des HE comme le Bois de Ho, Cinna-
momum camphora CT linalol (>98%), le Bois de
rose [125] Aniba rosaeodora (>90%), le Basilic [126]
(Ocimum basilicum) (>99%), la Menthe Citronnée
Mentha citrata (>86%) ou la Lavande vraie (La-
vandula officinalis) (>97%). Lénantiomere (S)-(+)-
Linalol est retrouvé avec des exces énantiomériques
trés important dans les HE d’Orange douce Citrus
sinensis (>94%), de Coriandre Coriandrum sativum
(>88%), de Gingembre Rosko Zingiber roseum ra-
cines/rhizomes (90.9%), le Faux Poivre (P du Timut)
Zanthoxylum armatum (>92%), la Cannelle indienne
Cinnamomum tamala (>99%). Dans le cas de 'HE de
coriandre, sile profil énantiomérique présente moins
de 81% de (S)-(+)-Linalol, 'HE doit étre considé-
rée comme frelatée. Pour d’autres HE les deux énan-
tiomeres sont présents dans des rapports égaux ou
presque, comme l'origan, la rose, le géranium, le le-
mongrass, le citron et le pamplemousse.

9.1. Activité biologique des énantiomeres du li-
nalol

Linfluence de la chiralité de la molécule de lina-
lol sur ses propriétés biologiques a fait 1'objet de
nombreux travaux [127]. Son utilisation dans les
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TaBLEAU 3. Distribution énantiomerique du linalol dans quelques HE

(R)-(-)-linalol % (S)-(+)-linalol % Mélange des %
majoritaire majoritaire énantiomeres
HE Bois de Ho, >98 HE Orange douce, ~g4  HEOrigan commun 44.5% (R)
Cinnamomum camphora CT Citrus sinensis (83.8%) Origanum vulgare 55.5% (S)
linalol
HE Bois de rose, >90 HE Coriandre gg_gp HE Rose de Damas 56.2% (R)
Aniba rosaeodora Coriandrum sativum a Rosa damascena 43.8% (S)
HE Basilic, HE Gingembre Rosko HE de lemongrass 41.6% (R)
. . >99% A >90,9
(Ocimum basilicum) Zingiber roseum Cymbopogon flexuosus  58.4% (S)
racines/rhizomes
HE Menthe bergamote ou HE Faux Poivre HE géranium 50.7% (R)
. . 86-88 . .
Citronnée (R du Timut) Pelargonium graveolens  49.3% (S)
Mentha citrata Zanthoxylum
armatum, feuille
HE Lavande vraie >97 HE Cannelle indienne >99 HE citron Proches du
(Lavandula officinalis) Cinnamomum tamala (Citrus lime) racémique
avec >99% HE pamplemousse [114,115]

(Citrus paradisi)

systemes d’administration de médicaments a été
étudiée [128] en 2018 et confirme que ses multiples
bénéfices [anti-inflammatoire, antimicrobien, anti-
hyperlipidémique, antidépresseur, neuroprotecteur
et propriétés anticancéreuses], dépendent principa-
lement du type d’énantiomere, étant donné que le
(R)-(—)-Linalol et le (S)-(+)-Linalol sont chimique-
ment distincts.

Linhalation de linalol & un groupe d’humains
exposés a un stress provoque des réponses phy-
siologiques selon I'énantiomere de la molécule : le
(S)-(+)-Linalol agit comme un agent activateur de
la pression artérielle et de la fréquence cardiaque
alors que le (R)-(—)-Linalol a un effet contraire sur
la fréquence cardiaque. D’autres résultats consi-
derent cet énantiomere plut6t comme un agent anti-
stress [129,130]. Lhuile essentielle de lavande com-
posée de plus de 97% de (R)-(—)-Linalol se comporte
de la méme maniere, bien que 'effet de relaxation
puisse étre également influencé par son ardme ca-
ractéristique [131,132]. Chez I'homme, l'inhalation
d’huile essentielle de lavande, composée de (R)-(—)-
Linalool, provoque une sédation, une relaxation,
une réduction de l'agressivité [133]. Létude montre
que cet effet est dépendant de la configuration de
la molécule, mais aussi des taches assignées aux
sujets. Linhalation de (R)-(—)-Linalol aprés avoir
écouté des sons environnementaux produit un effet
sédatif associé a une diminution notable des ondes
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béta (ondes cérébrales de 14Hz, correspondant aux
activités courantes), tandis qu’apres un travail men-
tal, 'inhalation de (R)-(—)-Linalol conduirait plutot
a un état d’agitation et de vigilance ainsi qu’a une
augmentation des ondes béta.

Dans un autre essai, le (S)-(+)-Linalol a eu un ef-
fet stimulant sur la fréquence cardiaque, tandis que
(R)-(—)-Linalol avait un effet de sédation sur la fré-
quence cardiaque [134]. Au Brésil, 'HE de bois de
rose (Aniba rosaeodora) dont la teneur en (R)-(—)-
Linalol est proche de 90%, est utilisée en médecine
traditionnelle en tant que sédatif, anticonvulsivant
et antidépresseur [135]. Ces vertus apaisantes des
HE seraient donc liées a la présence majoritaire de
I'énantiomere (R)-(—)-Linalol.

Le linalol est une molécule précieuse, a fort po-
tentiel thérapeutique, ses énantiomeres constituent
des marqueurs dans I'appréciation des saveurs, des
parfums mais plus spécialement comme élément de
controle de I'authenticité des huiles essentielles. Le
profil énantiomérique ou « I’énantiotype » constitue
un critére fiable d’évaluation de I'origine et de la qua-
lité de I'huile essentielle.

10. Conclusion

Dans cette mise au point, I'importance de la chira-
lité moléculaire, son impact sur le profil des huiles
essentielles ainsi que sur leur activité biologique ont
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été présentés. La signature chirale naturelle des HE
« énantiotype » s’inscrit dans la continuité du chi-
miotype et fournit des indications précieuses quant
aux énantiomeres uniques ou multiples au sein d'une
méme espeéce, qui peut servir d’empreinte digitale
lorsque I'authentification est un probleme.

L'élucidation systématique de la distribution
énantiomérique des huiles essentielles apporte une
indication fiable et une meilleure visibilité sur les
espéces et leurs origines. La connaissance de 'abon-
dance relative de la composition énantiomérique
correcte des composés principaux devrait intégrer
le processus de normalisation des HE. L'énantiotype
peut constituer la meilleure option face aux régle-
mentations diverses de plusieurs pays concernant le
statut de substances « naturelles » par rapport aux
« non naturelles ».

La configuration de la molécule est un élément
clé du controle de son interaction avec son récep-
teur que 'on peut imaginer comme une clé déver-
rouillant une serrure et, par conséquent, les réponses
biologiques et thérapeutiques qui peuvent en résul-
ter. L'insertion de cet aspect stéréochimique fon-
damental a 'aromathérapie scientifique s'impose,
pour une utilisation plus sécuritaire des HE et une
meilleure compréhension des mécanismes interve-
nant sur I'évaluation de I'activité pharmacologique.

Remerciements

Nos remerciements a Madame la Professeure Nadia
ARIBI pour sa relecture méticuleuse « non spécia-
liste » qui a permis sans doute de clarifier certains
passages et a Monsieur le Professeur Jean Claude
FIAUD pour ses remarques pertinentes.

Références

[1] E. L. Eliel, S. H. Willen, Stereochemistry of Organic Com-
pounds, John Wiley and Sons, New York, 1993, 49-70 pages.
M. Moghaddam, L. Mehdizadeh, “Chemistry of essential oils
and factors influencing their constituents”, in Soft Chemistry
and Food Fermentation, Academic Press, 2017, 379-419.

M. Zuzarte, L. Salgueiro, “Essential oils chemistry”, in Bioac-
tive Essential Oils and Cancer, Springer, Cham, 2015, 19-61.
S. Roman, L. M. Sénchez-Siles, M. Siegrist, Trends Food Sci.
Technol., 2017, 67, 44-57.

N. Amberg, C. Fogarassy, Resources, 2019, 8, article no. 137.
J. B. Sharmeen, E M. Mahomoodally, G. Zengin, E Maggi,
Molecules, 2021, 26, article no. 666.

B. M. Nadjib, J. Pharmacol. Clin. Toxicol., 2020, 8, article
no. 1138.

2

[3

4

5
[6

[7

C. R. Chimie— 2021, 24, n° 3, 397-414

(8]

(9]

[10]

[11]

[12]
[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

Louisa Aribi-Zouioueche et Frangoise Couic-Marinier

M. I. Bohning, 2020, AROMARC, http://www.aromarc.com/
site/fr/documentation/-81-coronavirus- dosage-huiles-
essentielles/.

H. Nassim, T. Aissa, Rev. Algérienne D’Allergol., 2021, 6, 23-
31.

H. Gurden, J.-M. Maillard, 2019, Anosmie.org, https://www.
anosmie.org/@medias/docs/PRO/PR.O-V1.1Epdf.

T. Hummel, G. Kobal, H. Gudziol, A. J. E. A. Mackay-Sim,
Arch. Oto-Rhino-Laryngol., 2007, 264, 237-243.

A. M. Ergis, Rev. de Neuropsychol., 2021, 13, 99-101.

S. Koyama, K. Kondo, R. Ueha, H. Kashiwadani, T. Hein-
bockel, Int. J. Mol. Sci., 2021, 22, article no. 8912.

M. Asif, M. Saleem, M. Saadullah, H. S. Yaseen, R. Al Zarzour,
Inflammopharmacology, 2020, 28, 1153-1161.

R. Jahan, A. K. Paul, K. Jannat, M. Rahmatullah, Nat. Prod.
Commun., 2021, 16, article no. 1934578X21996149.

A. Asdadi, A. Hamdouch, S. Gharby, L. M. I. Hassani, J. Anal.
Sci. Appl. Biotechnol., 2020, 2, 67-72.

P K. Yadalam, K. Varatharajan, K. Rajapandian, P. Chopra,
D. Arumuganainar, T. Nagarathnam, T. Madhavan, Front.
Chem., 2021, 9, 86.

S. Sardari, A. Mobaiend, L. Ghassemifard, K. Kamali,
N. Khavasi, J. Adv. Med. Biomed. Res., 2021, 29, 83-91.

T. . A. My, H. T. P. Loan, N. T. T. Hai, L. T. Hieu, T. T. Hoa,
B. T. P Thuy, N. T. A. Nhung, ChemistrySelect, 2020, 5, 6312-
6320.

B. T. P Thuy, T. T. A. My, N. T. T. Hai, L. T. Hieu, T. T. Hoa,
H.T.P. Loan, N. T. A. Nhung, ACS Omega, 2020, 5, 8312-8320.
S. Panyod, C. T. Ho, L. Y. Sheen, J. Tradit. Complement. Med.,
2020, 10, 420-427.

R. B. Malabadi, K. P. Kolkar, N. T. Meti, R. K. Chalannavar,
Biomedicine, 2021, 41, 181-184.

L. Pasteur, Ann. Chim. Phys., 1848, 24, 442-459.

J. Valnet, Aromathérapie : Traitement des maladies par
les essences des plantes, Maloine S.A. Editeur, Paris, 1984,
544 pages.

P. Franchomme, R. Jollois, D. Pénoél, Laromathérapie ex-
actement : encyclopédie de lutilisation thérapeutique des ex-
traits aromatiques, Edition Roger Jollois, Limoges, 2001.

P. Franchomme, La science des huiles essentielles médici-
nales, Trédaniel, G., Paris, 2015.

A. Zhiri, D. Baudoux, Huiles essentielles chémotypées et leurs
synergies, Editions Inspir, Luxembourg, 2005.

E Couic Marinier, A. Touboul, Le guide terre vivante des
huiles essentielles, Terre vivante, Rhone-Alpes, France, 2020.
P Franchomme, P. Daniel, Laromathérapie exactement, Jol-
lois Edit, Marseille, France, 1990, 490 pages.

P Franchomme, L'Aromathérapie: thérapeutique de pointe
en médecine naturelle, Amyris Edit, Luxembourg, 1999,
231 pages.

M. I. Bohning, Phytotherapie, 2011, 9, 33-37.

R. Tisserand, M. Valussi, A. Cont, E. J. Bowles, Int. J. Prof.
Holist. Aromather., 2018, 7, 7-61.

A. Somogyi, E Bochner, D. Foster, Aust. Prescr., 2004, 27, 109-
113.

V. A. Tverdislov, E. V. Malyshko, Symmetry, 2020, 12, article
no. 587.

D. Winogradoff, P. Y. Li, H. Joshi, L. Quednau, C. Maffeo,
A. Aksimentiev, Adv. Sci., 2021, 8, article no. 2003113.


http://www.aromarc.com/site/fr/documentation/-81-coronavirus-dosage-huiles-essentielles/
http://www.aromarc.com/site/fr/documentation/-81-coronavirus-dosage-huiles-essentielles/
http://www.aromarc.com/site/fr/documentation/-81-coronavirus-dosage-huiles-essentielles/
https://www.anosmie.org/@medias/docs/PRO/P.R.O-V1.1F.pdf
https://www.anosmie.org/@medias/docs/PRO/P.R.O-V1.1F.pdf

[36]

[37]

[38]

[39]
[40]

[41]

[42]

[43]

[44]
[45]
[46]
[47]
[48]
[49]
[50]
[51]
[52]
[53]

[54]
[55]

[56]

[57]

[58]
[59]

[60]

[61]

[62]

[63]
[64]

[65]

Louisa Aribi-Zouioueche et Frangoise Couic-Marinier

L. A. Nguyen, H. He, C. Pham-Huy, Int. J. Biomed. Sci., 2006,
2, 85-100.

Food and Drug Administration, 1992, https://www.fda.gov/
regulatory-information/search-fda- guidance-documents/
development- new- stereoisomeric- drugs.

Agence Européenne des Médicaments, rapport Eu-
ropéen Public d’Evaluation (EPAR), 2019, Thalidomide
Celgene, disponible sur : https://www.ema.europa.eu/
en/documents/overview/thalidomide- celgene-epar-
medicine-overview_fr.pdf.

E. R. Francotte, J. Chromatogr. A, 2001, 906, 379-397.

B. Chankvetadze, G. Blaschke, J. Chromatogr. A, 2001, 906,
309-363.

H. B. Kagan, M. Tabart, Actual. Chim., 2015, 393, 31-38.

S. R. LaPlante, L. D. Fader, K. R. Fandrick, D. R. Fandrick,
O. Hucke, R. Kemper, P. J. Edwards, J. Med. Chem., 2011, 54,
7005-7022.

M. Eichelbaum, A. S. Gross, “Stereochemical aspects of
drug action and disposition”, in Advances in Drug Research,
vol. 28, Academic Press, London, 1996, 1-64.

A. Mann, C.-G. Wermuth, Med. Sci., 2001, 17, 1230-1232.

M. Lahlou, Flavour Fragr. J., 2004, 19, 159-165.

T. Dalal, N. Gupta, R. Haddad, Commun. Biol., 2020, 3, 1-12.
M. A. Phelouzat, Protéines a la Une, 2005.

M. Laska, P. Teubner, Chem. Senses, 1999, 24, 161-170.

V. S. Pragadheesh, C. S. Chanotiya, S. Rastogi, A. K. Shasany,
Phytochemistry, 2017, 140, 83-94.

R. Kumar, S. Sharma, S. Sood, V. K. Agnihotri, B. Singh, Sci.
Hortic., 2013, 154, 102-108.

T. Yamamoto, A. Shimada, T. Ohmoto, H. Matsuda, M. Ogura,
T. Kanisawa, Flavour Fragr. J., 2004, 19, 121-133.

H. Asao, H. Sakauchi, S. Kuwahara, H. Kiyota, Tetrahedron:
Asymmetry, 2007, 18, 537-541.

M. Wiist, A. Mosandl, Eur. Food Res. Technol., 1999, 209, 3-
11.

P. Kreis, A. Mosandl, Flavour Frag. J., 1992, 7, 199-203.

T. Yamamoto, H. Matsuda, Y. Utsumi, T. Hagiwara, T. Kani-
sawa, Tetrahedron Lett., 2002, 43, 9077-9080.

G. Ohloff, “Odorous Properties of Enantiomeric Com-
pounds”, in Olfaction and Taste (D. Schneider, éd.), Wiss.
Verlagsges. Stuttgart, 1972, 156-160.

M. H. Boelens, H. Boelens, L.J. Van Gemert, Perfum. Flavor.,
1993, 18, 1-15.

R. Bentley, Chem. Rev., 2006, 106, 4099-4112.

U. J. Meierhenrich, J. Golebiowski, X. Fernandez, D. Cabrol-
Bass, Actual. Chim., 2005, 289, 29-40.

A. Sharma, R. Kumar, 1. Aier, R. Semwal, P. Tyagi, P. Varadwaj,
Cur. Neuropharmacol., 2019, 17, 891-911.

J. C. Leffingwell, 2003, Leffingwell & Associates[on-line]:
www.leffingwell.com/chirality/linalool.htm. [Revisado el 28
de mayo de 2006].

A. Stepanyuk, A. Kirschning Beilstein, J. Org. Chem., 2019,
15, 2590-2602.

K. H. Engel, J. Agric. Food Chem., 2020, 68, 10265-10274.

S. Okur, P. Qin, A. Chandresh, C. Li, Z. Zhang, U. Lemmer,
L. Heinke, Angew. Chem. Int. Ed., 2021, 60, 3566-3571.

A. Sharma, R. Kumar, I. Aier, R. Semwal, P. Tyagi, P. Varadwaj,
Curr. Neuropharmacol., 2019, 17, 891-911.

C. R. Chimie— 2021, 24, n° 3, 397-414

[66]

[67]

[68]
[69]
[70]
[71]
[72]
[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

413

E. T. Theimer, T. Yoshida, E. M. Klaiber, J. Agric. Food Chem.,
1977, 25,1168-1177.

C. C. Licon, G. Bosc, M. Sabri, M. Mantel, A. Fournel,
C. Bushdid, M. Bensafi, PLoS Comput. Biol., 2019, 15, arti-
cle no. e1006945.

H. G. Haring, E Rijkens, H. Boelens, A. Van der Gen, J. Agric.
Food Chem., 1972, 20, 1018-1021.

M. H. Boelens, H. Boelens, L. J. van Gemert, Perfum. Flavor.,
1993, 18, 1-15.

R. Croteau, Chem. Rev., 1987, 87, 929-954.

S. E Van Vuuren, J. Ethnopharmacol., 2008, 119, 462-472.

S. Gafner, A. Dowell, “Tea tree oil laboratory guidance doc-
ument”, in Botanical Adulterants Prevention Program, ABC-
AHPNCNPR, Austin, TX, USA, 2018, 1-7.

A. Keszei, Y. Hassan, W. J. Foley, J. Chem. Ecol., 2010, 36, 652-
661.

J. J. Brophy, L. A. Craven, J. C. Doran, “Melaleucas: their
Botany”, in Essential Oils and Uses, Australian Centre for
International Agricultural Research (ACIAR), Canberra, ACT,
Australia, 2013.

S.J. Greay, D. J. Ireland, H. T. Kissick, P. J. Heenan, C. E Car-
son, T. V. Riley, M. W. Beilharz, Cancer Chemother. Pharma-
col., 2010, 66, 1095-1102.

C. E Carson, K. A. Hammer, T. V. Riley, Clin. Microbiol. Rev.,
2006, 19, 50-62.

ISO, “Essential oil of Melaleuca, terpinen-4-ol type (Tea Tree
oil)”, Tech. report, 2017.

N. W. Davies, T. Larkman, P. J. Marriott, I. A. Khan, J. Agric.
Food Chem., 2016, 64, 4817-4819.

E V. M. Souza, M. B. da Rocha, D. P. de Souza, R. M. Margal,
Fitoterapia, 2013, 85, 20-24.

N. G. Lima, D. P. De Sousa, E C. E Pimenta, M. E Alves,
E S. De Souza, R. O. Macedo, R. N. De Almeida, Pharmacol.
Biochem. Behav., 2013, 103, 450-454.

A. C. de Groot, E. Schmidt, Contact Dermat., 2016, 75, 129-
143.

R. Shellie, L. Mondello, G. Dugo, P. Marriott, Flavour Fragr. J.,
2004, 19, 582-585.

K. K. Aggarwal, S. P. S. Khanuja, A. Ahmad, T. R. Santha Ku-
mar, V. K. Gupta, S. Kumar, Flavour Fragr. J., 2002, 17, 59-63.
M. Snoussi, E. Noumi, N. Trabelsi, G. Flamini, A. Papetti,
V. De Feo, Molecules, 2015, 20, 14402-14424.

W. M. Coleman III, B. M. Lawrence, J. Chromatogr. Sci., 2000,
38, 95-99.

S. Lafhal, I. Bombarda, N. Dupuy, M. Jean, K. Ruiz, P. Van-
loot, N. Vanthuyne, J. Chromatogr. A, 2020, 1610, article
no. 460568.

A. Carrasco, R. Martinez-Gutierrez, V. Tomas, J. Tudela,
Planta Med., 2016, 82, 163-170.

D. Juchelka, A. Steil, K. Witt, A. Mosandl, J. Essent. Oil Res.,
1996, 8, 487-497.

I. Bonaccorsi, D. Sciarrone, L. Schipilliti, A. Trozzi, H. A.
Fakhry, G. Dugo, Nat. Prod. Commun., 2011, 6, article
no. 1934578X1100600723.

G. Dugo, I. Bonaccorsi, D. Sciarrone, R. Costa, P. Dugo,
L. Mondello, H. A. Fakhry, J. Essent. Oil Res., 2011, 23, 45-59.
I. Bonaccorsi, D. Sciarrone, A. Cotroneo, L. Mondello,
P. Dugo, G. Dugo, Rev. Bras. Farmacogn., 2011, 21, 841-849.
E. H. B. Ndiaye, M. T. Gueye, I. Ndiaye, S. M. Diop, M. B. Diop,


https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-new-stereoisomeric-drugs
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-new-stereoisomeric-drugs
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/development-new-stereoisomeric-drugs
https://www.ema.europa.eu/en/documents/overview/thalidomide-celgene-epar-medicine-overview_fr.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/overview/thalidomide-celgene-epar-medicine-overview_fr.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/overview/thalidomide-celgene-epar-medicine-overview_fr.pdf
www.leffingwell.com/chirality/linalool.htm

414

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]
[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

Louisa Aribi-Zouioueche et Frangoise Couic-Marinier

A.Thiam, G. Lognay, J. Essent, Oil Bear. Plants, 2017, 20, 820-
834.

A. Nunes Wolffenbuttel, A. Zamboni, M. Kerpel dos Santos,
B. Tassi Borille, O. Americo Augustin, K. de Cassia Mariotti,
R. Pereira Limberger, Nat. Prod. J., 2015, 5, 14-27.

M. J. Veldzquez-Nunez, R. Avila-Sosa, E. Palou, A. Lopez-
Malo, Food Control, 2013, 31, 1-4.

P. Dugo, C. Ragonese, M. Russo, D. Sciarrone, L. Santi,
A. Cotroneo, L. Mondello, J. Sep. Sci., 2010, 33, 3374-3385.

D. Lorenzo, D. Paz, P. Davies, J. Villamil, R. Vila, S. Canigueral,
E. Dellacassa, Flavour Fragr. J., 2004, 19, 303-307.

M. Sawamura, Citrus Essential Oils: Flavor and Fragrance,
John Wiley & Sons, Hoboken, NJ, USA, 2011.

V. Schubert, A. Dietrich, T. Ulrich, A. Mosandl, Z. Natur-
forsch. C, 1992, 47, 304-307.

A. Farshbaf-Khalili, M. Kamalifard, M. Namadian, Comple-
ment Ther. Clin. Pract., 2018, 31, 132-138.

G. C. Neto, J. E. E Braga, M. E Alves, L. C. de Morais Pordeus,
S. G. Dos Santos, M. T. Scotti, M. E E Diniz, Evid. Based
Complementary Altern. Med., 2017,2017, 1-8.

J. Lehrner, G. Marwinski, S. Lehr, P. Johren, L. Deecke, Phys-
iol. Behav., 2005, 86, 92-95.

E. Heuberger, T. Hongratanaworakit, C. Bohm, R. Weber,
G. Buchbauer, Chem. Senses, 2001, 26, 281-292.

G. H. Seol, H. S. Shim, P.J. Kim, H. K. Moon, K. H. Lee, I. Shim,
S.S. Min, J. Ethnopharmacol., 2010, 130, 187-190.

M. E. A. Said, P. Vanloot, I. Bombarda, J. V. Naubron,
A. Aamouche, M. Jean, N. Vanthuyne, N. Dupuy, C. Roussel,
Anal. Chim. Acta, 2016, 903, 121-130.

D. El Montassir, A. Aamouche, N. Vanthuyne, M. Jean, P. Van-
loot, M. Taourirte, N. Dupuy, C. Roussel, J. Sep. Sci., 2013, 36,
832-839.

M. E. A. Said, M. Militello, S. Saia, L. Settanni, A. Aleo,
C.Mammina, I. Bombarda, C. Vanloot, C. Roussel, N. Dupuy,
Chem. Biodiversity, 2016, 13, 1095-1102.

M. E. A. Said, I. Bombarda, J. V. Naubron, P. Vanloot, M. Jean,
A. Cheriti, N. Dupuy, C. Roussel, Chirality, 2017, 29, 70-79.
K. Ng, S. W. Linder, J. Chromatogr. Sci., 2003, 41, 460-466.

A. S. Kaplitz, M. E. Mostafa, S. A. Calvez, J. L. Edwards, J. P.
Grinias, J. Sep. Sci., 2021, 44, 426-437.

B. Chankvetadze, Trends Anal. Chem.,
no. 116332.

D. M. Rasheed, A. Serag, Z. T. A. Shakour, M. Farag, Talanta,
2020, article no. 121710.

K. H. C. Baser, G. Buchbauer, Handbook of Essential Oils: Sci-
ence, Technology, and Applications, CRC Press, Boca Raton,
FL, 2009.

ISO, “Huile essentielle de Melaleuca, type terpinén-4-ol

2021, article

C. R. Chimie— 2021, 24, n° 3, 397-414

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]
[133]

[134]

[135]

(huile essentielle de Tea Tree) — Amendement 1 : Distribu-
tion énantiomérique”, Tech. report, International Organiza-
tion for Standardization (ISO), 2018.

L. Mondello, M. Catalfamo, P. Dugo, G. Dugo, J. Microcolumn
Sep., 1998, 10, 203-212.

C. Frank, A. Dietrich, U. Kremer, A. Mosandl, J. Agric. Food
Chem., 1995, 43, 1634-1637.

B. Bonnlédnder, R. Cappuccio, E S. Liverani, P Winterhalter,
Flavour Fragr. J., 2006, 21, 637-641.

N. J. Rahway, The Merck Index, 11th éd., Merck & Co., Inc.,
USA, 1989.

K. Cal, M. Krzyzaniak, J. Dermatol. Sci., 2006, 42, 265-267.
N. H. Bennike, N. B. Oturai, S. Miiller, C. S. Kirkeby, C. Jor-
gensen, A. B. Christensen, C. Zachariae, J. D. Johansen, J. Eur.
Acad. Dermatol. Venereol., 2018, 32, 79-85.

W. Uter, K. Yazar, E. M. Kratz, G. Mildau, C. Lidén, Contact
Derm., 2013, 69, 335-341.

J. Brared Christensson, K. E. Andersen, M. Bruze, J. D. Jo-
hansen, B. Garcia-Bravo, A. Gimenez Arnau, C. L. Goh,
R. Nixon, I. R. White, Contact Derm., 2012, 67, 247-259.

E. N. Renaud, D. J. Charles, J. E. Simon, J. Essent. Oil Res.,
2001, 13, 269-273.

H. Casabianca, J. B. Graff, V. Faugier, E Fleig, C. Grenier,
J. High Resolut. Chromatogr., 1998, 21, 107-112.

C. S. Chanotiya, A. Yadav, Nat. Prod. Commun., 2009, 4,
article no. 1934578X0900400424.

C. S. Sell, in The Chemistry of Fragrances. From Perfumer
to Consumer (C. S. Sell, éd.), Royal Society of Chemistry,
Cambridge, 2nd éd., 2003, 54-63.

U. Ravid, E. Putievsky, I. Katzir, E. Lewinsohn, Flavour Fragr.
J., 1997, 12, 293-296.

A. C. Aprotosoaie, M. Hancianu, I. I. Costache, A. Miron,
Flavour Fragr. J., 2014, 29, 193-219.

I. Pereira, P. Severino, A. C. Santos, A. M. Silva, E. B. Souto,
Colloids Surf. B: Biointerfaces, 2018, 171, 566-578.

M. Hoferl, S. Krist, G. Buchbauer, Planta Med., 2006, 72,
1188-1192.

K. Kuroda, N. Inoue, Y. Ito, K. Kubota, A. Sugimoto,
T. Kakuda, T. Fushiki, Eur: J. Appl. Physiol., 2005, 95, 107-114.
S. Howard, B. M. Hughes, Br: J. Health Psychol., 2008, 13, 603-
617.

M. Toda, K. Morimoto, Arch. Oral Biol., 2008, 53, 964-968.

C. Dobetsberger, G. Buchbauer, Flavour Fragr. J., 2011, 26,
300-316.

M. Hoferl, S. Krist, G. Buchbauer, Planta Med., 2006, 72,
1188-1192.

E. R. Q. Dos Santos, C. S. E Maia, E. A. E Junior, A. S. Melo,
B. G. Pinheiro, J. G. S. Maia, J. Ethnopharmacol., 2018, 212,
43-49.



INSTITUT D E FRANCE
Académie des sciences

Comptes Rendus

Chimie

Morgane Bas, Felipe Herndndez and J. Pablo Huidobro-Toro

Architecture of the molecules of life, a contribution of Louis Pasteur to
molecular pharmacology; opportunities for adrenergic pharmacology
developments

Volume 23, issue 1 (2020), p. 3-16
Published online: 6 May 2020

https://doi.org/10.5802/crchim.2

This article is licensed under the
CREATIVE COMMONS ATTRIBUTION 4.0 INTERNATIONAL LICENSE.
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

"I.<1
>
MERSENNE

Les Comptes Rendus. Chimie sont membres du
Centre Mersenne pour I’édition scientifique ouverte
www.centre-mersenne.org
e-ISSN : 1878-1543


https://doi.org/10.5802/crchim.2
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.centre-mersenne.org
https://www.centre-mersenne.org

Comptes Rendus

Chimie

2020, 23,n°1, p. 3-16
https://doi.org/10.5802/crchim.2

Full Length Article / Article original

Architecture of the molecules of life, a contribution
of Louis Pasteur to molecular pharmacology;
opportunities for adrenergic pharmacology
developments

Morgane Bas® ¢, Felipe Hernandez and J. Pablo Huidobro-Toro® * ¢

% Laboratorio de Farmacologia de Nucle6tidos, Departamento de Biologia, Facultad
de Quimica y Biologia, y Centro de Nanociencias y Nanotecnologia, CEDENNA,
Universidad de Santiago de Chile Santiago, Alameda 3363, Estacién Central, Santiago,
Chile.

E-mail: juan.garcia-huidobro@usach.cl.

Abstract. When Louis Pasteur observed para tartaric acid crystals under the microscope, he noted
right- and left-handed tiny crystals, which when manually separated resulted in the same optical ac-
tivity but of opposite sign. This seminal observation was correctly interpreted indicating that para tar-
taric acid was the mixture of two different molecules: a finding that was later recognised as an es-
sential code of molecular pharmacology based on the 3D spatial configuration of molecules. An im-
mediate application of this concept refers to natural products such as morphine or ephedrine, both
of which have the precise stereochemistry to fit and selectively activate the p-opiate receptor or a-
adrenoceptor mechanisms, respectively, and their associated intracellular signalling mechanisms. In
this essay, we review the past, present and future of stereochemistry notions and its significance for
adrenergic pharmacology, highlighting the relevance of optical isomers of sympathomimetics or -
adrenoceptor antagonists. The principle of optical activity revealed by Pasteur challenges the phar-
maceutical industry to identify biologically active chemicals identifying the relevant stereochemical
isomer responsible for drug efficacy and safety. It is no overstatement that pain is alleviated world-
wide by a single stereochemical morphine isomer, that is synthesised by the poppy plant, which inter-
acts stereospecifically with the relevant opioid receptor(s) highlighting Pasteur’s brilliant discovery to
the principles of molecular pharmacology.

Keywords. Optical activity, Pasteur, Optical asymmetry, Stereochemistry, Adrenergic drug enan-
tiomers, Racemic drugs, Molecular pharmacology stereoisomers.

Manuscript received 9th August 2019, revised and accepted 19th November 2019.

* Corresponding author.

ISSN (electronic) : 1878-1543 https://comptes-rendus.academie-sciences.fr/chimie/


https://doi.org/10.5802/crchim.2
https://orcid.org/0000-0001-8389-0149
https://orcid.org/0000-0002-2217-5499
mailto:juan.garcia-huidobro@usach.cl
https://comptes-rendus.academie-sciences.fr/chimie/

4 Morgane Bas et al.

1. The historical emergence of the stereo-
chemistry concept

For centuries humans have used botanical extracts
as a medical source. Only during the past century,
with the consolidation of a vigorous pharmaceutical
industry, the development of drugs by industrial
synthesis prevailed over natural product discoveries.
Notwithstanding, up to our days, the proper stere-
oselective synthesis of morphine, the golden stan-
dard opioid analgesic, is too laborious and expen-
sive, so it is obtained from poppies; vast plantations
are cultivated in eastern Asia to produce opium, from
where morphine is extracted and crystallised. This
opiate has five chiral centres; but the poppy plant
synthesises only one of the possible stereochemical
isomers, that with high affinity for the opiate recep-
tors. Knowing the spatial configuration of a drug mol-
ecule is an essential step to understand drug inter-
actions with biological receptors. Pasteur, through
his brilliant and laborious investigation on tartaric
acids over 170 years ago, paved the road to reveal
the 3D spatial configuration of molecules: an essen-
tial code of the architecture of living molecules. This
principle is a crucial concept critical for drug de-
sign. It is no overstatement that pain-relieving, hy-
pertension, asthma, mental diseases and infectious
diseases, to name some clinical conditions, are mas-
sively treated with optically active drugs, highlighting
the influence of Pasteur’s contributions to modern
pharmacodynamics.

1.1. Pasteur, a pioneer biochemist and a modern
biotechnologist

Pasteur was born in Dole (Jura, France) in 1822. He
began his scientific formation as a physicist and a
chemist; along his career he succeeded in studying
numerous topics in all of which he demonstrated cre-
ativity, innovation and provided scientific answers as
a prototype of a modern biotechnologist. Early in his
career he played an essential role in the understand-
ing of molecular asymmetry providing the scaffold
for the understanding of life’s spatial molecular struc-
tures [1-3]. Years later, Pasteur became interested in
the fermentation of spirits and wines and discov-
ered the involvement of yeast and microorganisms
in the fermentation process [4,5]. These observations
questioned the dominant theory of spontaneous
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generation, a concept passionately defended by L.
Spallanzani (1729-1799), which prevailed to his days.
He meticulously demonstrated that killing environ-
mental germs, which he latter associated with wine
fermentation, stopped food spoilage [4]. A variant al-
lows to preserve milk from acidification, inventing a
heating process that keeps his name; this procedure
is known worldwide as milk pasteurisation, a proce-
dure currently used by the dairy industry to prolong
the half-life of milk and its derivatives. Moreover, and
based on his increasing interest on microorganisms
and human disease, Pasteur succeeded in creating
vaccines for cholera, rabies and anthrax [6-8], high-
lighting contributions to microbiology and modern
biotechnology.

Notwithstanding the multiple contributions of
Pasteur to modern medicine, this essay will focus on
his influence on the understanding of the spatial ar-
chitecture of living molecules and his decisive inspi-
ration to the fundamentals of molecular pharmacol-
ogy development. This essay reviews the develop-
ment of optically active adrenergic agonists and an-
tagonists as a heritage to modern therapeutics.

1.2. From crystals to the 3D spatial configura-
tion, Pasteur investigated the optical activity
of molecules, laying the foundations of stere-
ochemistry and chirality

Light polarisation is an essential concept to under-
stand the bases of optically active isomers. Quartz
was first observed to deviate light; by 1809, a French
physicist Malus (1775-1812) discovered the light po-
larisation principle [9]. An exciting debate ensued
about the nature of this effect as applied to the
study of chemicals in solution. Biot (1774-1862), a
French physicist, affirmed that the optical activity of
a chemical can be neutralised by an opposed activ-
ity [10], inferring correctly that the optical activity of
a compound in solution depends on its crystalline
structure [11,12]. Decades thereafter, Mitscherlich
described crystal isomorphisms while investigating
why salt solutions of tartaric and para tartaric acids
(C4HgOg) differ in optical activity. As a mineralogist,
he compared the crystal forms of the corresponding
salts and noted differences in their morphologies, a
finding that was not further investigated. The acid so-
lutions of these chemicals, although apparently iden-
tical based on the same and equal proportion of
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atomic composition, differed in optical activity since
only tartaric acid was optically active while para tar-
taric was not [13].

This unexplained observation set a paradox that
attracted young Pasteur’s imagination. He wanted
to understand why two apparently identical com-
pounds, tartaric and para tartaric acids, differed
in optical activity. Based on Mitscherlich’s observa-
tions [13], plus the notion that optical activity de-
pends on crystalline structure, he reasoned that para
tartaric acid crystals must be a mixture of com-
pounds which annulled each other’s optical activity.
To prove his thesis, Pasteur used a microscope to ob-
serve the crystals of para tartaric and tartaric acid; he
noted two different crystal morphologies [1-3] as re-
ported previously by Mitscherlich. Manually, he un-
dertook the painstaking job of separating these crys-
tals (Figure 1) and analysed the optical activity of
each crystal type distinctly. He observed that the two
types of para tartaric acid crystals had the same op-
tical activity but of opposite signs; he concluded that
para tartaric acid solutions were optically inactive be-
cause the activity of one type of molecules cancelled
the activity of the other. In contrast, tartaric acid was
optically active and was composed of a single crys-
tal population. This observation explained and ac-
counted for the observation that para tartaric acid
was optically inactive, resolving the inconsistency.
This result allowed to further infer that the optical ac-
tivity of asymmetric molecules is due to their spatial
atomic arrangements, as summarised by [11,12]. Fur-
thermore, this critical observation illumined a pre-
pared mind to predict the relevance of optical activity
for living molecules. In his dissertation memoire [1],
he wrote: “la dissymétrie parait étre une nécessité de
la constitution des molécules qui se sont édifiées sous
l'influence de la vie”, which in English reads, dissym-
metry seems to be a necessity of the constitution of
the molecules which were built under the influence
of life.

Although Pasteur’s discovery solved the para
tartaric paradox, a complete understanding of
Pasteur’s discovery in terms of spatial molecular
configurations required a deeper grounding in spa-
tial molecular geometry, a proposal that evolved
only 25 years later. In 1874, two independent pub-
lications by Van't Hoff [14] and Le Bel [15] raised
the theory of stereoisomerism which explained the
spatial configuration of the C atom, raising the no-
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tion of optical isomers based on different C atom
substituents. This proposal vigorously boosted the
modern view that the 3D geometry of asymmetric
carbon atoms, as in tartaric acids, is represented
as a tetrahedron, with four different radical sub-
stituents [16]. Some decades later, Thomson, also
known as Lord Kelvin [17], coined the term chiral
centres (from the Greek, chiral for hand) referring to
asymmetric atoms which have different atomic sub-
stitutes, deciphering that stereoisomers cannot be
superposed, mimicking mirror images. The notion of
optical asymmetry known to Pasteur has been sub-
stituted by chirality, a notion that gave a powerful 3D
structural support to stereochemistry, a view which
prevails nowadays.

The notion of chiral centres expanded over the
years from the C atom to include atoms such as S
or N or even those in metal complexes. Werner re-
alised early during the XX century that optical activ-
ity also occurred among inorganic complexes [18]. In
fact, the octahedral conformation of transition metal
coordinates was demonstrated to be optically active.
These findings originated octahedral molecular ge-
ometry giving rise to the theory of metal coordina-
tion, for which Werner was awarded the Nobel Prize
in Chemistry in 1913. Cr(IlI), Co(IIl) or even Pt(IV)
under special conditions, form optically active chiral
complexes [19]. Based on these fundamentals, it is no
surprise that drugs based on S or N chiral centres are
currently used, such as omeprazole and its active iso-
mer, esomeprazole, which is the prototype of mod-
ern “prazoles” successfully used for ulcers treatment
based on selective H+/K+ pump inhibition. Similarly,
N-based synthetic opiates with chiral centres give
rise to clinical relevant optimal isomers [16].

2. Principles of stereochemistry and its appli-
cation to adrenergic pharmacology: the case
of natural and synthetic drugs

2.1. Definition

Stereochemistry (from the Greek stereos, space)
deals with the spatial conformation of compounds
with the same molecular formula but differing in
spatial structure; these compounds are referred as
stereoisomers (from the Greek isos, equal and meros,
part). Stereoisomers contain the same number and
types of atoms, but the atoms are spatially oriented
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Dextrorotatory

Levorotatory

Figure 1. Pasteur manually separated tartaric acid crystals. Left panel shows an etching portrait of
Pasteur observing under the microscope tartaric acid salt crystals obtained during the wine fermentation
process. Right panel shows the tartaric acid stereoisomers: dextrorotatory (from the latin dexter, right)
and levorotatory (from latin laevus, left), referring to the polarised light rotation. Pasteur demonstrated
that para tartaric acid was the racemic mixture of both dextro- and levorotatory crystals, in equal
quantities, explaining why para tartaric acid was optically inactive.

in differing ways. Two types of stereoisomers are
known: conformation isomers—the same molecule
but in different spatial arrangements; these isomers
have identical chemical and physical properties;
they are difficult to separate from each other except
for interactions with another stereochemical isomer;
and configuration isomers—distinct molecules with
different physical and chemical properties, despite
having identical atomic composition.

2.2. Differentiating enantiomers from
diastereoisomers; the art of chirality

Enantiomers (from the Greek enantio, meaning op-
posite and meros, parts) are configuration stereoiso-
mers, which cannot be superposed in the mirror;
therefore, these compounds are mirror images of
each other. This property is called chirality (from the
Greek hand). A molecule with a chiral centre does not
have a symmetry plane. As an example of a promi-
nent psychoactive drug with a chiral centre, am-
phetamine (a family member of potent brain stim-
ulants) and its enantiomers are shown in Figure 2.
The dextro isomer is a central nervous system stimu-
lant widely used as a recreational drug nowadays, but
in the past, it was used by soldiers to endure physi-
cal strength, while its enantiomer is markedly less ac-
tive. Enantiomers have identical chemical and physi-
cal properties, apart from the power of rotating po-
larised light in opposite directions: one is positive
while the other is a negative polarised light rotator.
The isomer that rotates polarised light to the right
side is also known as dextrorotatory D (+), whereas

C. R. Chimie, 2020, 23,n° 1, 3-16

the other, which turns polarised light to the left side,
is known as levorotatory L (-), a notation created by
Fischer, based on Le Bel and Van't Hoff proposal of
stereoisomerism. Fisher was awarded the Nobel Prize
in Chemistry (1902) for discovering, among other
issues, the absolute configuration of D (+)-glucose,
a main carbohydrate energy source for most cells
from bacteria to humans. Moreover, based on spa-
tial chemical configurations and on sugars’ interac-
tion with proteins, he proposed the “lock and key”
principle [20], which prevailed for over 70 years. This
theory was later modified by Koshland [21], who re-
viewed the salient features of the lock and key versus
the induced fit theory, stressing that in the interac-
tion of ligands with proteins, each induces a recipro-
cal conformational change to allow meaningful bio-
logical responses.

Later studies concluded that the power of po-
larised light rotation depends on chiral carbon sub-
stitutes. Amino acids, the building blocks of pro-
teins (from bacteria to humans), belong to the L (-)
series, with only minor exceptions; racemases con-
vert L-amino acids to their D (+) stereoisomer in
those very exceptional cases. Since proteins are con-
structed with L-amino acids, these macromolecules
are asymmetric in nature, allowing stereoselective
ligand binding—a principal pillar of life [22]. Enan-
tiomers may have one or more than one chiral centre
allowing differentiation between two absolute con-
formations: R for rectus, or S for the sinister confor-
mation. This absolute conformation depends on the
priority order of the substituents of the chiral centre,
anomenclature established by Cahn et al. [23].
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Figure 2. Spatial configuration of amphetamine and methamphetamine, two potent psycho stimu-
lants. Amphetamine enantiomers: on the left is its levorotatory form, corresponding to (S)-amphetamine
configuration; on the right the dextrorotatory form, corresponding to (R)-amphetamine. The tetrahedral
representation of each molecule is shown in the middle figure panel. The major stimulant amphetamine
effect is due to the R-isomer which is 4-10 times more potent than the L-enantiomer. Bottom part shows
methamphetamine, using Cahn and Ingold’s rules: the priority group is the secondary amine group, fol-
lowed by the aromatic-C;H7 and finally the methyl group. According to the disposition of each sub-
stituent, the rotation is not the same. To the left, the rotation is clockwise, (S) conformation, to the right,

anticlockwise rotation (R) conformation.

Racemic mixtures have equal proportions of the
(+) and (-) optical isomers; racemic solutions lack
optical activity as with Pasteur’s para tartaric crys-
tals [16]. Racemic mixtures are relevant to medicine
since many chiral drugs are commercialised as race-
mates; with few exceptions stereoisomers are formu-
lated separately as will be discussed. Usually, only
one of the enantiomers carries the pharmacological
activity, while the other is inactive, or even may cause
non-specific side effects [22].

Diastereomers (from the Greek dia, through or
apart, stereos, space and meros, parts) are isomers
that have more than one stereocentre and can be
chemically separated. Ephedrine (drug used as a
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mild bronchodilator, component of several decon-
gestant mixtures) has two chiral centres and there-
fore four isomers, only one of which has therapeu-
tic activity. Ephedrine’s enantiomers and diastere-
omers are shown in Figure 3. A pair of diastere-
omers, as opposite to enantiomers, have distinct
physical properties and similar, but not identical,
chemical properties. Compounds with a carbon-
carbon double bond are famous for their cis (latin
on this side) and trans (latin for across) configura-
tions which are geometric diastereomers; an interest-
ing example for biology is the process of vision which
depends on light-governed cis-trans retinaldehyde
transitions [24].
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(1R,2S)-(+)-norephedrine

NH,

(1S5,25)-(+)-norpseudoephedrine

NH,

(1S,2R)-(+)-norephedrine

- CNANTIOMET

(1R,2R)-(+)-norpseudoephedrine

diastereomer

>

Figure 3. Representation of enantiomers and diastereoisomers of the natural product ephedrine, the
popular Chinese Ma Huang plant. Only one of the isomers is synthetised by the plant and used as
a medicinal component of decongestants used to alleviate common cold. The configuration of enan-
tiomers and diastereoisomers are shown diagrammatically.

3. Stereochemistry and autonomic pharma-
cology

3.1. Applications of stereochemistry to auto-
nomic pharmacology

It took over half a century before optical activ-
ity enlightened drug action principles, or in other
words, before the Pasteur principles found a solid
pharmacological application. In 1904, Cushny, a
British chemist and pharmacist, published a series
of seven papers describing the pharmacology of
levo-hyoscyamine (levo-atropine) or levo-hyoscine
(scopolamine) compared to racemic hyoscyamine
(atropine) [25,26]. These drugs evidenced different
potencies as antimuscarinic agents in the frog heart
but differed in central stimulant potencies, evidenc-
ing for the first time that optical isomers differed in
pharmacological potencies, although a sound ex-
planation was lacking [27,28]. Years later, Ahlquist
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(1948) proposed that the actions of natural nora-
drenaline and adrenaline are mediated by adreno-
ceptors, the classic a¢- and S-receptors [29]. Natu-
ral noradrenaline and adrenaline are levorotatory,
100-300 times more potent than the correspond-
ing dextrorotatory isomers as a- or [3-adrenoceptor
agonists, respectively. These seminal observations,
published about 100 years after Pasteur’s proposal,
led the way to the molecular aspects of autonomic
pharmacology and optical activity in particular [28].

Almost simultaneously biochemical evidence
showed the relevance of stereoisomer substrates
for enzymatic reactions and protein constitution.
Proteins, including enzymes, transporters, biological
receptors and other relevant biomolecules, are asym-
metric because of chiral amino acids. The interac-
tion between any ligand molecule, endogenous or
exogenous, and proteins is therefore stereoselective.
For example, D (+) glucose is the preferred substrate
of glucokinase or glucose transporters (GLUTS),
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Table 1. Dissociation constants (Kd), an indication of
adrenoceptors

relative receptor affinities, for human $1- and 2-

Drug Active form Dissociation constant (1) Dissociation constant (32)
Noradrenaline (R)-adrenaline —5.74 + 0.03 —-5.41 +0.07
Adrenaline (R)-adrenaline  —5.15 + 0.06 —6.13 + 0.05
Isoproterenol —-6.06 £ 0.08 —6.64 + 0.09
Salbutamol (R)-salbutamol —4.68 + 0.03 —6.01 +0.03
Propranolol (R)-propranolol -8.167 + 0.08 -9.09 £ 0.06
Nebivolol -9.06 £ 0003 —7.92 £ 0.04

Binding energy data were obtained from the literature from Baker [30].

among many enzymes used in carbohydrate metab-
olism [24].

3.2. a- and B-Adrenoceptor ligands launched
optical isomers into therapeutics

Noradrenaline, the sympathetic neurotransmitter, is
synthesised in sympathetic nerve endings by an
enzymatic sequence that starts with L-tyrosine, an
essential amino acid and ends with a $-hydroxylation
that introduces a chiral centre. L or (-) noradrenaline
or structural analogues are used as vasoconstric-
tors or as a component in the formulation of lo-
cal anaesthetics. Noradrenaline binds to a- and f3-
adrenoceptors stereoselectively with slightly higher
potency to 3;- than [32-adrenoceptors; (see Table 1;
for additional data consult [30]).

(-) Adrenaline has lower affinity for -
adrenoceptors as compared to the B;-adrenoceptor
(Table 1) and adjusts the body to exercise and stress,
redistributing blood flow and eliciting metabolic
adjustments for the “fight or flight” reaction, in re-
sponse to unexpected, stressful situations. The hor-
mone adrenaline is synthetised by a further enzy-
matic step through noradrenaline N-methylation.
Adrenaline is used clinically in rare occasions as in
anaphylactic or septic shock or other severe col-
lapsing vasodilatations caused by life-threatening
conditions. In further support of S-adrenoceptors,
the isopropyl substitution of noradrenaline origi-
nated isoproterenol, a higher-affinity, non-selective
[3-adrenoceptor agonist (Table 1).

Prior to decoding the structural elements of the
purported adrenergic receptors, Easson and Sted-
man [31] advanced a thought-provoking proposal to
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account for the biological activity of optical isomers;
the proposal advocated at least a three-point attach-
ment of ligands to the putative biological receptors.
This hypothesis intended to explain the potency of
drug stereoisomers by arguing that only one of the
isomers met the correct receptor conformation of
a C chiral centre requirement, based on the main
bonds between ligands and the receptor; with at least
3 of the 4 tetrahedron bonds of the chiral centre
conferring higher receptor-complex stability. In ad-
dition, this proposal provided a graphical repre-
sentation of the “key and lock” principle articu-
lated by Fischer almost 40 years earlier [20]. In this
model (Figure 4), the dextrorotatory bioamine has
only two dock points (phenol aromatic ring and the
charged amino function) whereas its levorotatory
isomer displays three binding points (aromatic ring,
the charged amino function plus an H bond). The ex-
tra hydrogen bond accounts for the larger affinity of
the levo isomer over the dextro isomer (Figure 4).

The concept of catecholamines adrenergic re-
ceptors took shape fifteen years later; the seminal
classification of adrenergic receptors into @ and
based on excitatory or inhibitory adrenaline actions
in smooth muscles was published in the Ameri-
can J. Physiol [29] since the editors of the Phar-
macology Journal found no major pharmacolog-
ical relevance of this research. Ahlquist 1976 and
Baker 2010 reviewed this topic [30,32]. Years later,
both the «- and [3-adrenergic receptors were fur-
ther sub-classified as a;- and a,- and ;- and B»-
adrenoceptors [33], allowing a more precise adren-
ergic responses classification, nurturing clinical sig-
nificance. These developments paved the develop-
ment of the renowned 3-adrenoceptor antagonists
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Figure 4. The three-point attachment theory
applied to adrenaline isomers explains the dif-
ference in §2-adrenoceptor binding affinity for
(R)- and (S)-adrenaline, based on the chiral
B hydroxyl substituent (A and B). Simplified
schematic conceptualisation of the three-point
attachment model proposed for the binding
of adrenaline enantiomers (A), while C repre-
sents, as a graphical abstract, the interaction of
adrenaline with the f,-adrenoceptor illustrat-
ing the three-point attachment at the adreno-
ceptor binding pocket identifying main inter-
actions based on 7t-7t interactions, ionic and
an H bonds. Docking to the crystallised f,-
adrenoceptor receptor with adrenaline posi-
tioned in its binding pocket, modified from
reference [17] (D).
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as the massive first-choice worldwide antihyperten-
sive treatment. Nowadays, other medications have
been launched as useful alternatives; nonetheless,
[3-adrenergic antagonists are still widely used to treat
arrythmia, ischemic heart disease, glaucoma, car-
diac failure, first stages of hyperthyroidism, perfor-
mance anxiety, migraine prophylaxis, and so forth.
At the time of the (-adrenergic classification [33],
no notion was available related to the chemical na-
ture of receptors, which started to mature 20 years
later, linking adrenoceptors with the trimeric G pro-
teins. Within the past 10 years, the -adrenoceptor
was crystallised with its corresponding G proteins,
providing topological conformation details prior
to and upon receptor occupation by agonists and
antagonists [34].

4. Optically active sympathomimetic amines:
synthetic and natural products

4.1. Amphetamines, a family of potent psychos-
timulants

In the early 30s at the School of Pharmacy of the Uni-
versity of California Medical Centre in San Francisco,
Alles and co-workers (1928) synthetised a series of
alpha methyl phenylethyl amine derivatives (chem-
ical acronym shown in bold for amphetamine and
congeners), which caused potent brain stimulation
and classified as psychostimulants [35-37]. Due to
structural similarity with catecholamines (Figure 4),
these chemicals were thought to produce brain stim-
ulation due to catecholamine mimicry in brain cir-
cuits. The clinical potential of amphetamines was
immediately recognised, and its central stimulant
action was used clinically in narcolepsy patients [38].
Decades later, these compounds, well-known for
antifatigue effects, were used during World War II
as military warfare and much later, during the 60s,
these chemicals became popular as recreational
agents. These compounds cross the blood- brain
barrier better than catecholamines or derivatives.
Although first used as racemates, soon the psychos-
timulant activity was shown to reside in the dextro
(+)-isomer, a finding confirmed in many behavioural
and pharmacological studies. Amphetamines also
elicit a spectrum of peripheral sympathomimetic
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effects including metabolic adaptations. A thor-
ough analysis of amphetamine mechanisms of ac-
tions shows that not all family members act via a
unique mechanism. In addition to the presynaptic
release mechanism, some members interfere with
dopamine and noradrenaline transport while oth-
ers combine a complex reuptake blockade with a
release mechanism and even some, direct stimu-
lation of adrenoceptors [39]. The discovery of re-
ceptors for phenylethylamine [40] as a novel am-
phetamine target is an emerging actively pursued
topic.

Methamphetamine, the N-methylated amphet-
amine derivative, crosses the blood-brain barrier
more extensively and has an even stronger psy-
chostimulant effect and causes more dependence
than amphetamine itself. Methamphetamine causes
a considerably long-lasting loss of sympathetic nerve
endings, explaining its cytotoxic potential far be-
yond amphetamine. Only dextro methamphetamine
is used as a recreational drug; its optical isomer is
considerably less active as a stimulant.

Methylphenidate, an amphetamine variant widely
used worldwide to treat children with attentional
deficits or hyperactive disorder as the parent drug
causes considerable addiction and is heavily abused
as reviewed by Kollins et al., [41]. Methylphenidate
essentially blocks dopamine transporter rather than
increasing bioamine release as compared with am-
phetamine. Methylphenidate has two chiral centres;
however, it is the (1R, 2R)-methylphenidate which is
biologically active [41]. The psychostimulant action
is of central origin; amphetamine crosses the blood—
brain barrier to reach bioamine brain circuits. Most
of the psychostimulant effect is exerted at dopamin-
ergic or noradrenergic synapses; serotoninergic tar-
gets cannot be discarded.

4.2. Ephedrine, the Ma Huang alkaloid

Ephedrine is an alkaloid extracted from the popu-
lar Chinese Ma Huang plant, (Ephedra Sinica), used
medicinally for over 5000 years in oriental traditional
medicine. A main constituent of the plant extract
was isolated in 1887; this natural product has central
stimulant activity, plus peripheral sympathomimetic
effects early recognised. Pharmacodynamically, the
ephedrine mechanism differs from those of the am-
phetamines. The prevailing view is that ephedrine is
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amixed adrenergic agonist combining an indirect ac-
tion mediated by sympathetic nerve terminal release
together with a direct, although lower affinity inter-
action with - and f3-adrenoceptors. The ephedrine
structure was soon revealed; it has two chiral centres
and all the isomers have been characterised phar-
macologically (Figure 3). The natural ephedrine alka-
loid is the (1R, 2S)-(-)-ephedrine, also known as pseu-
doephedrine, a compound endowed with deconges-
tant effect in addition to bronchodilator ,-agonism
(Figure 3), two useful clinical properties that call for
pseudoephedrine as a common component of cold
decongestant mixtures. From a synthetic point of
view, it is considered as a precursor in the illicit syn-
thesis of methamphetamine, a condition that is lim-
iting its medical use. Its four ephedrine isomers are:
(1R, 2S)-ephedrine (levorotatory) is the isomer with
the most pharmacological activity.

(1R, 2R)-(-)-ephedrine is an inactive alkaloid.

(1S, 2R)-ephedrine (dextrorotatory) is an inactive
stereoisomer.

(1S, 2S)-pseudoephedrine (dextrorotatory) is an
enantiomer with slight sympathomimetic activity;
not used to treat asthma, but currently used as a
mixture component of antiviral, cold decongestants.

4.3. Phenylpropanolamine, the dual acting de-
congestant

Phenylpropanolamine, or norephedrine, is a syn-
thetic phenylethylamine congener. Based on its
structural similarity with amphetamines and
ephedrine, it causes indirect and direct sympa-
thomimetic activity, much like amphetamine or
ephedrine. This drug is generally used combined
with other remedies to treat nasal and bronchial
decongestion during severe cold. It is also used as
an appetite suppressant. Like ephedrine, phenyl-
propanolamine has two chiral centres; four dis-
tinct isomers are involved in the racemic prepara-
tions: dextrorotatory (+)-norephedrine, levorota-
tory (-)-norephedrine, dextrorotatory (+)-pseudo-
norephedrine and  levorotatory  (-)-pseudo-
norephedrine. The therapeutic properties are:

(1R, 2S)-norephedrine (levorotatory). The commer-
cialised form of norephedrine is the racemic mixture;
levorotatory form is the only isomer with pharmaco-
logical activity.



12 Morgane Bas et al.

(1S, 2R)-norephedrine (dextrorotatory). Lacks
pharmacological effect, but it is not toxic, (1S,
2S)-pseudonorephedrine (dextrorotatory). (+)-
Pseudonorephedrine, called cathine, belongs to the
amphetamine family with central stimulant activity.
It is a natural product of Catha edulis plant; less
potent compared to amphetamine.

(1R, 2R)-pseudonorephedrine (levorotatory). (-)-
Pseudonorephedrine is also considered an am-
phetamine; it elicits dopamine and noradrenaline
release.

4.4. Miraculous (L-DOPA), a stereoisomer used
for Parkinson’s disease treatment

L-Dopa, corresponds to the levorotatory enan-
tiomer of DOPA, an endogenous dopamine precursor
currently still used for Parkinson’s disease treatment.
This chiral molecule needs to be transported to the
brain substantia nigra where the dopaminergic pop-
ulation is progressively and markedly reduced dur-
ing disease progression. The rationale to introduce
this precursor in the treatment of this neurodegen-
erative disorder relates to the fact that L-DOPA is a
substrate of the aromatic amino acid transporter al-
lowing levo-DOPA passage through the blood-brain
barrier to increase dopamine synthesis in this brain
region. A serious limitation to the sole use of L-DOPA
is its large liver metabolism. To bypass this caveat,
treatment with L-DOPA is generally combined with
a peripheral DOPA decarboxylase inhibitor, a mol-
ecule that will largely reduce its liver metabolism,
increasing L-DOPA brain transport to the nigros-
triatal circuitry. In view of the progressive disease
nature, patients are also treated with dopamine re-
ceptor agonists or other agents to block dopamine
metabolism.

4.5. Dobutamine, a semi-selective
B1-adrenoceptor agonist with cardiac appli-
cations

This synthetic chiral adrenaline congener with a
bulkier aromatic amino substituent has significant
B1-adrenoceptors selectivity; it was introduced in
clinical use for the treatment of cardiac insuffi-
ciency because of its direct interaction with heart
B1-adrenergic receptors, causing positive ino- and

C. R. Chimie, 2020, 23,n° 1, 3-16

(R)-(-)-Salbutamol
high affinity binding to B2 adrenoreceptor

therapeutic activity )
() var)
— 4 Asn
/ HO t( H @
o K
HO
e ~1(S)~(+)-Salbutamol

low affinity binding to B2 adrenoreceptor

Figure 5. Graphical abstract illustrating the
salbutamol stereochemical interaction with
the f.-adrenoceptor. Representation of the
two salbutamol stereoisomers, one of which
is a preferred B,-adrenoceptor agonist, am-
ply used as a bronchodilator because of its
high affinity for bronchial f,-adrenoceptors.
B2-Adrenoceptors are coupled to an intracel-
lular signalling cascade including activation of
G proteins to elicit cAMP formation which acts
as a second messenger, which as an end re-
sult, causes bronchodilatation. Note that the
secondary N group is substituted by a tert-
butyl group, represented as a cross. Only the
(-) salbutamol is therapeutically relevant as a
bronchodilator.

chronotropism. In contrast to dopamine, dobu-
tamine acts selectively on adrenergic receptors.
Although commercialised as a racemic mixture,
only (+)-dobutamine is a relative selective fi-
adrenoceptor agonist, with residual §»-adrenoceptor
activity. In contrast, the (-)-dobutamine enantiomer
has low affinity as an a-adrenergic agonist.

4.6. Salbutamol and structurally related deriva-
tives, semi- selective [3,-adrenoceptor ago-
nists used for respiratory distress syndromes

A series of synthetic catechol and non-catechol
adrenaline congeners were elaborated searching
for potent bronchodilators. Salbutamol, also known
as albuterol, became after years of clinical experi-
ence, the top bronchodilator used for acute antiasth-
matic use. It is a non-catecholamine rather selective
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B2-adrenoceptor (Table 1) agonist bearing a chiral 3
hydroxyl centre and a tert-butyl amino substituent
(Figure 5). This drug is effective in asthma treat-
ments, and related respiratory syndromes, because it
relaxes the bronchial tree independent of the nature
of the bronchoconstrictor agent. Salbutamol is com-
mercialised as a racemic mixture. While the (R)-levo-
salbutamol bears high affinity f,-adrenoceptor ac-
tivity, (S)-salbutamol, is pharmacologically inactive.
The racemic mixture formulation permits to reduce
the metabolisation’s velocity of the active enan-
tiomer, tightening metabolic pathways of elimina-
tion. Salbutamol and derivatives proved relatively se-
lective f,-adrenoceptor agonists; however, in larger
doses, tachycardia, a sign of §;-adrenoceptor activity
is evidenced.

5. Adrenergic antagonists

Parallel to the development of stereoisomers with ag-
onist properties, Pasteur’s principle was extended to
receptor antagonists. Although a-adrenergic antago-
nists, based on ergots preparations, were known by
Dale [42] in the early last century, the classic “rever-
sal of adrenaline pressor effect” response was popu-
lar in medical teaching to exemplify the dual effects
of adrenaline in the vascular system. No systematic
development of adrenergic blockers emerged until
the mid-50s. The clinical use of phentolamine and
congeners was dampened due to lack of selectivity
and affinity for a-adrenoceptors. Almost simultane-
ous with the sub-classification of f-adrenoceptors
into B;- and B,- adrenoceptors [33], the discovery of
dichloroisoproterenol first, and propranolol next, as
a prototype fB-adrenergic antagonist became a land-
mark. Two major improvements were rapidly recog-
nised. Propranolol proved efficient to control cer-
tain cardiac arrhythmias, but most relevant, it paved
the way for the pharmacological management of hy-
pertension avoiding the severe reserpine side effects.
Second, propranolol displayed a remarkable high
affinity for B-adrenoceptors (Table 1), allowing the
daily use of 10-20 mg doses, a true innovative high
standard medication for the time. Propranolol has a
B hydroxyl chiral centre; at the light of Pasteur find-
ings only one of the stereoisomers is active, fulfilling
the promise of optical isomers for clinical use with
worldwide consequences.

C. R. Chimie, 2020, 23,n°1, 3-16

Four generations of B-blocking agents

Propranolol belongs to the first-generation of chi-
ral (3-adrenergic blockers. This drug, as most of
the group members, is used as a racemate; propra-
nolol was followed by structurally related optical
isomers with higher affinity for the ;- than the f,-
adrenoreceptor subtype, compounds known as the
cardio-selective f;-blockers. Some of the first- and
second-generation fB-adrenoceptor blocking agents
have a novel and compounded pharmacological
property described as intrinsic sympathomimetic
activity (ISA), the nature of which has not been clari-
fied as yet in molecular terms. A third-generation of
this family of drugs combined competitive (3- and
«-adrenergic blocking properties. More recently, a
fourth generation of structurally related chiral com-
pounds that in addition release nitric oxide, such
as carvedilol, or nebivolol (Table 1) and congeners,
provide novel properties allowing heart failure treat-
ment with B-adrenergic antagonists, a condition
contraindicated for propranolol. All f-adrenoceptor
antagonists developed are optical isomers but are
clinically used as racemic mixtures. Note the more
than 10-fold higher affinity of nebivolol for §;- over
B2-adrenoceptors, the inverse of propranolol (Ta-
ble 1).

5.1. (%) Propranolol

This drug replaced the catechol moiety of isopro-
terenol with a naphthoxy ring while keeping alkyl
side chain conserving the B-hydroxyl chiral centre.
(-) Propranolol, as with adrenaline, is more potent
and active than its (+) enantiomer, although both iso-
mers bind to plasma proteins and elicit local anaes-
thetic activity in about equal proportions. Its affinity
for the 3,-adrenoceptor is 10-fold larger than for the
B1-adrenoceptor (Table 1).

5.2. Labetalol, combines a- and - antagonist
properties

This drug has two chiral centres, two of its diastere-
omers have different pharmacological properties. La-
betalol reduces systemic blood pressure via a com-
pounded heart and vascular component due to «-
and B-adrenergic blockade. Its affinity for human
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[31-adrenoceptor is 31 and 9.7 nM for ;- and B,-
adrenoceptors, respectively [30]; see Table 1. The
pharmacological properties of each diastereomers
are:

(1S, 2R)-labetalol: is a potent a; -antagonist.

(1R, 2R)-labetalol: also known as dilevalol, is a non-
selective B;- and f32-adrenoceptor antagonist and a
weak a)-antagonist.

(1R, 2S)-labetalol and (1S, 2S)-labetalol: are inactive,
with no major toxicity.

5.3. Tamsulosin, an a,-selective adrenoceptor
antagonist prototype

The clinically relevant isomer is (R)-tamsulosin,
which has a preferential «;5,p-adrenoceptor affinity;
itis commercialised as the racemic compound. It was
introduced for benign prostatic hyperplasia treat-
ment, due to the predominant a;s-adrenoceptor
subtype population in the human prostate. Block-
ade of this receptor subtype causes augmented uri-
nary flow due to blockade of a14-adrenoceptor and
reduced urine flow resistance.

6. Application of optical activity to fields other
than autonomic pharmacology

6.1. Thalidomide lessons

The role of inactive isomers was not well docu-
mented and frequently disregarded as an irrelevant
compound. This negligence caused a severe pub-
lic health problem with (+) thalidomide used as
sedative agent and against pregnancy-associated
morning sickness. Years later, it was identified that
the (R)-enantiomer caused severe teratogenesis due
to embryonic limb malformation, known as pho-
comelia, while (S)-thalidomide was associated with
sedation [43]. Nowadays, racemic thalidomide or its
structurally related chiral analogue, lenalidomide,
is safely and efficaciously used against multiple
myeloma cancer patients, an unforeseen medical
application.

6.2. Antibiotics

The first worldwide highly successful antibacterial
agents were the (3-lactam antibiotics. This family
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of drugs which encompass at least five groups, are
produced until now by semi- synthesis based on
the 6-aminopenicillanic acid, the 7-aminocephalo-
sporanic acid, 3-amino-4-methylmonobactamic acid
or the 3-hydroxyethylcarbapenemic acids used as
precursors. Since the stereochemistry of these com-
pounds is complex with three or more chiral cen-
tres, depending on the antibiotic, the pharmaceuti-
cal industry relies on genetically engineered penicil-
lium industrial cultures to produce these acids which
are then purified and used as the building blocks
for the synthesis of the corresponding commercial
derivatives of f-lactams. Likewise, some macrolides,
aminoglycosides or fluoroquinolones are chiral com-
pounds, only one of which has the desired antimicro-
bial activity, nevertheless commercialised as the cor-
responding racemic mixtures.

6.3. Psychoactive and other drugs

Newer generation of benzodiazepine-like congeners
or antidepressants contain chiral centres which in
some cases are commercialised as the correspond-
ing active isomer, rather than racemates. Such is the
case for zopiclone, which is commercialised as es-
zopiclone, the active enantiomer. In the field of gas-
trointestinal pharmacology, esomeprazole, the active
isomer of omeprazole, is commercialised and has
gained popularity for gastrointestinal ulcer manage-
ment. Similarly, many other fields of pharmacology
have benefitted from Pasteur’s ideas on spatial chem-
istry and chirality developing and commercialising
the biologically relevant isomer, providing safer and
more efficacious medicines.

7. Conclusions

Pasteur’s contribution to the architecture of
molecules has endured the test of time and pro-
vided multiple applications to medicine through
molecular pharmacology developments. The bril-
liance of Pasteur’s separation of crystals with oppos-
ing optical activity propelled the way to understand
the 3D spatial geometry of molecule conformation,
a fundamental code of chemistry with deep roots in
pharmacology (see graphical abstract in Figure 5).
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Receptor proteins recognise spatial molecular con-
formations with nanomolar affinities to form stereo-
chemical ligand-receptor complexes which are ther-
apeutically relevant. Understanding this basic chem-
ical code has resulted in safe and efficacious drugs
with applications from antibiotics to psychotropic
drugs, highlighting the relevance of Pasteur’s findings
to pharmaceutical chemistry and modern lifestyle.
As a proof of concept, pain control through mor-
phine, an alkaloid with three chiral centres, only
one of which is synthetised by poppies, is the clinical
golden standard for pain management. Likewise, chi-
ral antihypertensive agents are still the first-choice
drug treatments. It is no exaggeration that pain, hy-
pertension as well as many infectious diseases, to
mention common pathologies, are currently treated
with chiral molecules, honouring Pasteur’s creativity.
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qui ont bouleversé le domaine de la microbiologie. Si Louis Pasteur sortait de son caveau pour féter
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Two hundred years after the birth of Louis Pasteur,
I take the opportunity of this anniversary to ex-
amine what has become of microbiology. This ex-
ercise forces me to make a first observation: I am
not used to writing in French, nor to writing in the
first person. However, it was in their mother tongue
and in this form that Louis Pasteur and his con-
temporaries expressed themselves in the Comptes
Rendus de I’Académie des sciences. This shift from

ISSN (electronic) : 1768-3238

the national to the global, from the individual to
the collective, is symptomatic of the turns taken by
modern science, which is increasingly international
and collaborative. English has taken precedence over
Pasteur’s French or Koch’s German, and the “we”
over the “I” in publications, reflecting the number
of experts and collaborators needed for our work.
The values underlying this evolution were, however,
already dear to Louis Pasteur, to whom the quota-
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tion “Science has no homeland” is attributed, and
who gathered around him so many collaborators
within his Institute, throughout the world, and now
throughout the centuries. Modern microbiology is
based on the work of these illustrious predecessors,
but their discipline has now change a lot. I wish to
examine here what it means to be a microbiologist
in the 21st century by asking myself three questions:
Are the goals of the discipline still the same? How
do modern technologies impact our scientific ap-
proach? What are the new frontiers of microbiology?

1. Why are we studying microbes in the 21st
century?

Since its birth, microbiology has aimed at the funda-
mental understanding of microorganisms, the search
for mechanisms that explain infectious diseases or
food fermentation. The discovery of these mecha-
nisms was, for precursors such as Pasteur or Koch, a
prerequisite for the improvement of human and an-
imal health, and the immense progress made in the
20th century thanks to the advancement of knowl-
edge in microbiology proved them right. Hygiene, an-
tibiotics and vaccines have emerged as the three pil-
lars that have made it possible to relegate infectious
diseases to second place among human afflictions,
behind cancers and cardiovascular diseases, at least
in developed countries [1]. Everyone does not yet
share this progress. Hygiene measures, such as run-
ning water and sanitation, which seem so obvious to
us, still have a long way to go. More than half of the
world’s population still does not have access to mod-
ern sanitation [2]. However, progress in this area is
more a matter of economic development and pub-
lic policy than of microbiology, so I will not dwell on
it here, although it is important to remember that no
research or new discovery is necessary to improve the
living conditions of those billions of people who still
live without the practical benefits of the discoveries
of the last century.

Nevertheless, basic microbiology continues to
play the role that its precursors had assigned to it in
the fight against human suffering. Around the world,
we are facing new public health challenges, such as
the rise of antibiotic resistance and the emergence of
pathogens like SARS-Cov2, which is currently killing
millions. The understanding of the mechanisms of

pathogen emergence, transmission and antimicro-
bial resistance remains more than ever one of the
objectives of modern microbiology. The more fun-
damental study of the mechanisms of immunity, mi-
crobial ecology, the genetics of microorganisms, and
their interaction with human or animal cells, contin-
ues to inform the development of new prophylactic,
therapeutic and public health strategies.

Beyond infectious diseases, it is now clear that
the population of microbes that populate our body,
our microbiome, exerts an influence in many other
pathologies: cancers [3], obesity [4], neurological dis-
eases [5], autoimmune diseases [6, 7] etc. According
to recent publications, microbes seem to play a role
in almost all human pathologies. However, strong
causal links, such as the role of Helicobacter pilori
in the development of gastric cancer [8], have only
been established in a limited number of cases. This is
an extremely complex field of exploration and it will
probably take a few decades before we really under-
stand the underlying mechanisms, disentangle the
true from the false, and be able to propose treat-
ments that take into account the role played by the
microbes. In any case, this is one of the major axes of
modern microbiology.

Today, as in the past, microbes are not only stud-
ied because of their impact on our health. Environ-
mental microbiology has revealed the central role
played by microorganisms in all ecosystems, includ-
ing the carbon and nitrogen cycles, with an impact
on human activities such as agriculture, but also on a
global scale. The best example of this is undoubtedly
the rapid increase in atmospheric oxygen levels 2 bil-
lion years ago, caused by the photosynthetic activity
of cyanobacteria [9]. This great oxidation event had
dramatic consequences on the evolution of life and
on the earth’s climate, shaping the world we know to-
day. At a time of global warming, we must not for-
get the importance of these microbes, which are both
producers and consumers of greenhouse gases [10].
The study of environmental microbial ecology and
the incorporation of these phenomena into climate
models are therefore a major challenge for microbi-
ology in the 21st century.

Microorganisms are also studied for their ability to
transform matter and food. Louis Pasteur himself be-
came interested in microorganisms after observing
the selective consumption of one of the enantiomers
of a chiral molecule, tartrate [11]. He then quickly un-
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derstood the relevance of a scientific approach to mi-
crobiology for the improvement of fermented food
production processes. His entrepreneurial spirit even
led him to start producing beer. Today, food compa-
nies exploit a wide range of modern techniques and
knowledge about the ecology, metabolism and genet-
ics of the microorganisms they use for their business.
Sometimes the industry even contributes to expand-
ing our fundamental knowledge, as the fascinating
example of the discovery of the prokaryotic immune
system known as CRISPR-Cas [12] has shown. In-
deed, the industrial production of yogurt requires the
cultivation of bacteria in thousands of liters of milk,
which can be ruined by bacteriophage infections,
and industrialists are therefore constantly looking
for bacterial strains resistant to these viruses. While
studying the emergence of resistance in Streptococcus
thermophilusbacteria, Danisco researchers observed
the capture of viral sequences by the bacterial chro-
mosome, within a very specific locus: CRISPR. This
observation, which was of little importance to the
lactic acid fermentation industry, was a major con-
tribution to our fundamental understanding of the
interactions between bacteria and their viruses. The
study of the molecular mechanisms of this prokary-
otic adaptive immunity system then had a reach far
beyond basic microbiology, with the development of
numerous biotechnological tools based on CRISPR-
Cas, awarded the 2020 [13] Nobel Prize in Chemistry.
This technology is now being used in new therapeutic
strategies from which the first patients have already
benefited.

The example of the study of CRISPR-Cas systems
as prokaryotic immune systems shows how microbi-
ologists, from Pasteur to the present day, are not only
guided by a purely utilitarian vision of their work,
but also by their simple curiosity. Microorganisms
have been and still are formidable subjects of study
for what they teach us about the mechanisms of life.
The study of bacteria and bacteriophages has thus
been at the heart of the discoveries of the fundamen-
tal processes of life. The work of Griffith and Avery
on Streptococci [14], then of Hershey and Chase on
E. coli and its bacteriophages [15] led to the de-
scription of DNA as a carrier of genetic informa-
tion. The work of pioneers such as Brenner, Meselson
and Jacob led to the description of messenger RNA,
and that of Crick, Barnett and Watts-Tobin to the
description of the genetic code, etc. I cite here only a

few examples of this golden period of microbiology in
the 20th century, where the study of bacteria and bac-
teriophages has changed our understanding of life by
revealing the underlying molecular mechanisms.

The quasi-universal scope of the principles dis-
covered would have made Jacques Monot say: “Ev-
erything that is true for the bacterium Escherichia
coli is true for the elephant” [16]. This assertion, of
course hyperbolic and provocative, carried the revo-
lutionary idea of the existence of fundamental mech-
anisms shared by all living organisms. Half a century
later, we have a good understanding of the specifici-
ties of the different domains of life. However, even to-
day the study of bacteria continues to reveal mecha-
nisms shared by humans and these microorganisms.
A recent example is the description of common an-
tiviral systems.

One of these immune systems is based on proteins
known as viperins [17]. These convert nucleotides
into analogues capable of blocking the replication
of viral genetic material. In humans, a viperin con-
fers antiviral activity against Dengue fever, hepatitis
C and HIV [18]. A recent study conducted by Aude
Bernheim in Rotem Sorek’s team at the Weizmann In-
stitute has shown how bacteria also encode viperins
that confer antiviral protection [17]. In an experiment
that I find particularly striking, the human viperin
introduced into the bacterium E. coli allows it to
defend itself against bacteriophages. Several billion
years after our evolutionary separation from bacte-
ria, we thus retain numerous commonalities, many
of which have probably yet to be discovered.

2. How do modern technologies impact our
scientific approach?

As I sit at my computer writing these lines, I can
only imagine Louis Pasteur’s reaction if he came
out of his crypt, in the basement of the building
that once housed his laboratories and apartments,
to visit me. The sterile culture techniques he in-
vented are still central to our practices, even though
plastic has almost universally replaced glass, and
the flame has given way to laminar flow hoods.
Data acquisition methods, on the other hand, have
changed: optical, electron or atomic force micro-
scopes compete with spectrometers, cytometers and
sequencers to produce ever more data. Carefully
recorded observations and measurements by hand
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have given way to databases and analysis software,
and the laboratory notebook itself has become elec-
tronic. The computational exploration of biological
data has become a discipline in its own right and
researchers who have never touched a pipette are
making many discoveries.

Sydney Brenner is credited with the following
quote, “Progress in science depends on new tech-
niques, new discoveries and new ideas, probably in
that order.” The technologies at our disposal have
a strong impact on our scientific process as well as
on the discoveries we make. DNA sequencing plays
a special role in revealing the incredible diversity
of microorganisms and their evolutionary relation-
ships. The wonder of the bioinformatician in front
of metagenomic sequencing data is probably com-
parable to that of a Leeuwenhoek observing for the
first time the water of a puddle under the microscope.
Much of this ever-growing amount of sequence data
remains to be deciphered, but combined with experi-
mental microbiology and genetics, it is already telling
us much about the strategies that microbes deploy
in their never-ending race to survive and reproduce.
The incredible diversity of microorganisms in our
bodies has been revealed in recent years by projects
such as the Human Microbiome Project [19], while
the Tara Ocean expedition continues to catalog the
organisms and viruses that inhabit our oceans [20].

In addition to the fresh look at microbial biodi-
versity that sequencing technologies provide, the in-
creased throughput and falling cost of these tech-
nologies now allow us to trace the spread and evo-
lution of pathogens with unprecedented granularity.
Never before has a pathogen been tracked as well as
Sars-Cov-2. We are now observing the adaptation of
this virus to the human species mutation by muta-
tion, in real time. It will probably take decades for
researchers to extract all possible knowledge from
the phenomenal amount of data generated over the
past two years. Sequencing has also played a key role
in the development of vaccines. Researchers around
the world were able to start studying the virus and
developing vaccines as soon as its sequence was
made available online, even before samples of the
virus were obtained. The breathtaking speed with
which RNA vaccines have been developed is also the
culmination of decades of basic RNA research in vi-
rology and immunology.

In the field of bacteriology, sequencing makes it
possible to track the evolution of antibiotic resis-
tance and to describe the underlying mechanisms. It
is thus possible to follow the development of resis-
tance on various scales, from the evolution occurring
within a patient by mutation or gene transfer [21], to
global epidemiological considerations including hu-
mans, animals and their environment [22].

The contribution of sequencing technologies goes
far beyond the establishment of a simple catalog of
genomes. The last decades have seen the develop-
ment of strategies, each more ingenious than the last,
to obtain, through sequencing, high-throughput data
on gene expression, the three-dimensional organi-
zation of genomes, the interaction of proteins with
DNA, RNA, or other proteins and much more. Com-
bined with proteomics, metabolomics, and other
-omics approaches, all of biology is now being done
in a systematic, high-throughput manner. Immersed
in these data sets, the scientist, aided by analysis
tools, finds patterns, relationships and correlations
that lead to the formulation of new hypotheses. This
approach, driven by technology, has taken on an im-
portance that it probably did not have in 20th century
microbiology, where the formulation of hypotheses
almost always preceded data collection.

In addition to advances in scientific instrumenta-
tion, Pasteur would probably also marvel at the abil-
ity to communicate almost instantaneously with re-
searchers around the world, and at the equally rapid
access to all scientific communications, including his
own. I smile at the thought of Louis Pasteur sitting in
front of a computer and typing his name into Google.
Information and computer technologies are indeed
what have most changed our scientific practices. As
wonderful as these new possibilities are, I find that I
complain more often about this flow of information,
the pace of which I cannot control, than I marvel at it.
The current competition between the ever-growing
number of scientists around the world and the break-
neck pace of discovery does not pale in comparison
to the fierce competition that existed between Koch
and Pasteur. While Pasteur was likely to have read
all the microbiological work available to him, it has
become difficult for the modern microbiologist to
keep up with the publications on his or her specific
subject of study alone. However, new sharing and
communication tools are emerging, allowing to dis-
tinguish important developments from the mass in
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which they could drown. Twitter has thus become a
gigantic scientific forum; where everyone becomes
the editor of his or her own information flow, and
where network effects can give instant glory to work
posted online a few minutes before. The pace of re-
search thus seems ever more frantic.

3. New frontiers

The systematic organization and interpretation of
scientific data, which are accumulating at an ever-
increasing rate, requires the use of new tools. Arti-
ficial intelligence is thus beginning to make its en-
try into biology with impressive recent demonstra-
tions. Research teams at companies like Facebook
and Google have recently been tackling the prob-
lem of modeling proteins and their folding in space.
The Alphafold [23] tool, which predicts the three-
dimensional structure of proteins, is thus disrupting
our ability to interpret sequencing data by making it
easier to identify gene function. This type of tool will
be a major asset in deciphering the microbial genetic
diversity revealed by sequencing.

The potential of machine learning techniques is
not limited to protein modeling. In all areas where
data are generated in a massive way, artificial intel-
ligence has a role to play. The prediction of protein
folding can in this respect be seen as a special case
of one of the central problems of molecular biology,
that of predicting the phenotype from the genotype
and the environment. Can we predict whether a bac-
terium is resistant to an antibiotic from its genome
sequence? If a coronavirus variant is capable of in-
fecting a bat, a dog or a human? If a strain of Strep-
tococcus thermophilus will produce a yogurt with the
desired organoleptic properties? If a bacteriophage
will be able to effectively kill the bacteria infecting a
patient?

All these problems are not as difficult as each
other. For those where the genetic determinism is
well established and the observations are numer-
ous, solutions are beginning to emerge. This is no-
tably the case for the prediction of antibiotic resis-
tance [24]. An important question for the future of
these approaches is to what extent they will be able
to reveal the mechanisms underlying their predic-
tions. It is likely that in many circumstances the al-
gorithm will make correct predictions without us un-
derstanding why at first. It will then be critical to work

with interpretable algorithms, which can point the
researcher to new phenomena and mechanisms. The
researcher will also be able to learn from the algo-
rithm’s failures to pose new hypotheses and guide the
acquisition of new data.

For many problems, however, the acquisition of
large data sets will remain impossible. In particular,
one of the primary goals of modern microbiology
is to deal with the emergence of new diseases. But
how can we predict the emergence of a new coro-
navirus pandemic when documented examples are
few and far between? Is it possible to predict evolu-
tion? Some researchers are trying, at least in simple
experimental evolutionary systems [25] but predict-
ing the evolution of pathogens in nature is a problem
of an entirely different magnitude. Future microbiol-
ogists may discover promising avenues of thought,
but there is no doubt that machine learning tech-
niques will be put to good use for this task as in all
areas of microbiology.

The ever finer understanding of the functioning
of microorganisms enabled by high-throughput data
acquisition coupled with artificial intelligence will go
hand in hand with an increased ability to control
microorganisms to meet our needs. This other fron-
tier that is opening up to us is that of Synthetic Bi-
ology. This field, driven by both academic laborato-
ries and companies like Gingko Bioworks, promises
to transform a wide range of industries through the
genetic programming of microorganisms. The pos-
sibilities range from the design and production of
new drugs, to the replacement of polluting chemi-
cal processes, to the creation of new ingredients for
food or feed. The use of microorganisms to propose
alternatives to animal products is a particularly in-
teresting application to face the challenges posed by
the growth of the human population and its impact
on global warming. Some companies have started
to produce leghemoglobin by yeast as an ingredi-
ent for meat substitutes, or casein for the produc-
tion of artificial milk. Louis Pasteur, whose research
contributed to the improvement of beer and wine
production, probably had no idea that similar pro-
cesses would contribute 150 years later to the pro-
duction of milk, meat, and even spider silk for the
manufacture of new textiles, as proposed by the com-
pany Bolt Threads. Some even propose the modifica-
tion of microorganisms as tools to fight against en-
vironmental problems, allowing for the depollution
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of soils [26] or even the capture of atmospheric
carbon [27].

In the medical field, many laboratories and com-
panies are exploring the possibility of designing new
bacteria or bacteriophages capable of modifying our
microbiome [28, 29], controlling our immune system
to fight cancers [30] or cure infectious diseases [31].
Promising leads already exist, and we can hope that
as researchers reveal the mechanisms by which the
microbiota influences many diseases, we will be able
to propose new therapeutic interventions. This is still
an extremely large field of exploration. The number
of genes carried by the microorganisms in our body is
much larger than that encoded by our own genome,
and we do not know the function of the vast ma-
jority of these genes. Moreover, we do not have at
present genetic manipulation tools for most of these
microorganisms, that would allow us to interrogate
their functions. The road ahead is therefore still long,
and the study of the complex ecosystems of microor-
ganisms that populate our body, their ecology and
evolution, their impact on our immune system and
on our brain, undoubtedly still holds many surprises
in store. The challenge is even greater for the bacte-
ria of terrestrial ecosystems, or for the microbiota of
other animals.

Version francaise

Deux cents ans apres la naissance de Louis Pasteur, je
saisis ici 'opportunité de cet anniversaire pour ten-
ter d’examiner ce qu’est devenue la microbiologie.
Cet exercice me force a ce premier constat : je n’ai ni
I'habitude d’écrire en francais, ni ’habitude d’écrire
a la premiere personne. C’est pourtant bien dans
leur langue maternelle et sous cette forme que Louis
Pasteur et ses contemporains s’exprimaient dans les
Comptes Rendus de ’Académie des Sciences. Ce pas-
sage du national au global, de I'individuel au collectif,
est symptomatique des tournants pris par la science
moderne, toujours plus internationale et collabora-
tive. L'anglais I'a emporté sur le francais de Pasteur
ou l'allemand de Koch, et le « nous » sur le « je » dans
les publications, reflétant le nombre des expertises et
collaborateurs nécessaires a nos travaux. Les valeurs
qui sous-tendent cette évolution étaient cependant
déja cheres a Louis Pasteur, a qui 'on préte la cita-
tion : « La science n'a pas de patrie », et qui a réuni
autour de lui de si nombreux collaborateurs au sein

In conclusion, 21st century microbiology remains
firmly anchored in its primary goals of improving our
understanding of microorganisms for the benefit of
humanity. It remains guided by the curiosity of re-
searchers towards an ever more detailed description
of the biodiversity of our planet and the mechanisms
of life, down to the finest molecular scale. The im-
mense technological progress of the last few years
continues to extend the reach of researchers, allow-
ing an accumulation of data that, once screened by
artificial intelligence, will be integrated into increas-
ingly powerful predictive models. These models will
not only accelerate our understanding of microor-
ganisms and their impacts, but will also allow us to
modify them for our needs in an ever more efficient
way and by going towards ever more complex mod-
ifications. This will only expand the scope of micro-
biology, which is already ubiquitous and will even-
tually percolate through all industries, from its core
domains such as medicine and food processing to
architecture, fashion and the fight against climate
change.
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de son Institut, de par le monde, et maintenant de par
les siecles. La microbiologie moderne s’appuie sur les
travaux de ces illustres prédécesseurs mais elle est
pourtant aujourd’hui une discipline bien différente
de celle qu'ils pratiquaient. Je souhaite examiner ici
ce que veut dire étre microbiologiste au 21° siecle
en me posant trois questions : Les objectifs de cette
discipline sont-ils toujours les mémes ? Comment
les technologies modernes impactent-elles notre dé-
marche scientifique ? Quelles sontles nouvelles fron-
tieres de la microbiologie ?

1. Pourquoi étudions-nous les microbes au
2lesieécle ?

Dés sa naissance, la microbiologie avait pour but la
compréhension fondamentale des microorganismes,
la recherche des mécanismes qui expliquent les ma-
ladies infectieuses ou encore la fermentation des ali-
ments. La mise en évidence de ces mécanismes était,
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pour des précurseurs comme Pasteur ou Koch, un
prérequis a 'amélioration de la santé humaine et
animale, et les immenses progres accomplis au 20°
siecle grace au progres de la connaissance en mi-
crobiologie leur ont donné raison. Hygiéne, antibio-
tiques et vaccins ont émergé comme les trois piliers
qui ont permis de reléguer les maladies infectieuses
au second plan des affres humaines, derriére les can-
cers et maladies cardiovasculaires, du moins dans
les pays développés [1]. Ces progrés ne sont en ef-
fet pas encore partagés par tous. Les mesures d’hy-
giéne, telles 'eau courante et les sanitaires, qui nous
semblent tellement évidentes, ont encore un long
chemin a parcourir. Plus de la moitié de la popula-
tion mondiale n’a toujours pas acces a des sanitaires
modernes [2]. Les progres en la matiére relevent ce-
pendant plus du développement économique et des
politiques publiques que de la microbiologie, et je ne
m’y attarderai donc pas ici, méme s’il est important
de rappeler qu’aucune recherche ou nouvelle décou-
verte n'est nécessaire a I’amélioration des conditions
de vie de ces milliards d’hommes qui vivent encore
dénués des bienfaits pratiques des découvertes du
siecle dernier.

La microbiologie fondamentale continue néan-
moins toujours a jouer le role que lui avaient as-
signé ses précurseurs dans la lutte contre les souf-
frances humaines. Partout dans le monde, nous fai-
sons face a de nouveaux défis de santé publique,
telles la montée des résistances aux antibiotiques et
I'émergence de pathogenes comme le SARS-Cov2,
qui fait actuellement des millions de morts. La com-
préhension des mécanismes d’émergence des patho-
genes, de leur transmission et des résistances aux an-
timicrobiens reste donc plus que jamais un des ob-
jectifs de la microbiologie moderne. L'étude plus fon-
damentale des mécanismes de 'immunité, de 1’éco-
logie microbienne, de la génétique des microorga-
nismes, de leur interaction avec les cellules humaines
ou animales, continue d’'informer le développement
de nouvelles stratégies prophylactiques, thérapeu-
tiques et de santé publique.

Au-dela des maladies infectieuses, il est main-
tenant clair que la population de microbes qui
peuplent notre corps, notre microbiome, exerce une
influence dans de nombreuses autres pathologies :
cancers [3], obésité [4], maladies neurologiques [5],
maladies auto-immunes [6, 7] etc. A en croire les pu-
blications récentes, les microbes semblent jouer un

role dans presque toutes les pathologies humaines.
Mais des liens solides de cause a effet, tel le role de la
bactérie Helicobacter pilori sur la survenue de can-
cers gastriques [8], n'ont cependant été établis que
dans un nombre limité de cas. Il s’agit d'un champ
d’exploration extrémement complexe et il faudra
sans doute quelques décennies avant de réellement
comprendre les mécanismes sous-jacents, démé-
ler le vrai du faux, et pouvoir proposer des traite-
ments qui prennent en compte le role joué par les
microbes. C’est en tout cas I'un des axes majeurs de
la microbiologie moderne.

Aujourd’hui comme hier, les microbes ne sont pas
étudiés uniquement a cause de leur impact sur notre
santé. La microbiologie environnementale a notam-
ment révélé le role central joué par les microor-
ganismes dans l'ensemble des écosystémes, entre
autres sur les cycles du carbone et de I'azote, avec
un impact sur les activités humaines comme I'agri-
culture, mais également a 1'échelle planétaire. Le
meilleur exemple en est sans doute 'augmentation
rapide du taux d’oxygene atmosphérique il y a 2 mil-
liards d’années, causé par l'activité de photosynthese
des cyanobactéries [9]. Ce grand événement d’ oxy-
dation a entrainé des conséquences dramatiques sur
I'évolution de la vie et sur le climat de la terre, facon-
nant le monde que nous connaissons aujourd’hui. A
I'heure du réchauffement climatique, il ne faut pas
oublier I'importance de ces microbes, qui sont a la
fois producteurs et consommateurs de gaz a effet de
serre [10]. L'étude de 1'écologie microbienne envi-
ronnementale et I'incorporation de ces phénomeénes
dans les modeles climatiques sont donc un enjeu
majeur de la microbiologie du 21€ siécle.

Les microorganismes sont également étudiés
pour la capacité a transformer la matiére et les ali-
ments. Louis Pasteur lui-méme s’est intéressé aux
microorganismes apres avoir observé la consom-
mation sélective de I'un des énantiomeres d'une
molécule chirale, le tartrate [11]. Il a ensuite vite
compris la pertinence d'une approche scientifique
de la microbiologie pour I'amélioration des proces-
sus de production de nourriture fermentée. Son es-
prit entrepreneurial 'a méme conduit a se lancer
dans la production de biére. Aujourd’hui, les entre-
prises agroalimentaires exploitent un large éventail
de techniques et connaissances modernes sur I'éco-
logie, le métabolisme et la génétique des microor-
ganismes qu’elles utilisent pour les besoins de leur
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activité. Parfois méme, I'industrie contribue a élar-
gir nos connaissances fondamentales, comme l'a
montré 'exemple fascinant de la découverte du sys-
téme immunitaire procaryote connu sous le nom de
CRISPR-Cas [12]. En effet, la production industrielle
de yaourt requiert la culture de bactéries dans des
milliers de litres de lait, qui peuvent étre ruinés par
des infections de bactériophages, et les industriels
sont donc constamment a la recherche de souches
bactériennes résistantes a ces virus. C’est en étu-
diant 'émergence de la résistance chez la bactérie
Streptococcus thermophilus que des chercheurs de
Danisco ont observé la capture de séquences virales
par le chromosome de la bactérie, au sein d'un locus
bien particulier : le CRISPR. Cette observation, qui
n'avait que peu d’'importance pour l'industrie des
ferments lactiques, fut une contribution majeure
a notre compréhension fondamentale des interac-
tions entre les bactéries et leurs virus. L'étude des
mécanismes moléculaires de ce systéme d'immunité
adaptative procaryote a ensuite eu une portée allant
bien au-dela de la microbiologie fondamentale, avec
le développement de nombreux outils biotechnolo-
giques basés sur CRISPR-Cas, couronnés par le prix
Nobel de Chimie 2020 [13]. Cette technologie est
maintenant employée dans de nouvelles stratégies
thérapeutiques dont de premiers patients ont déja
pu bénéficier.

Lexemple de I'étude des systemes CRISPR-Cas
en tant que systéme immunitaire procaryote montre
comment les microbiologistes, de Pasteur a nos
jours, ne sont pas uniquement guidés par une vision
purement utilitaire de leurs travaux, mais également
par leur simple curiosité. Les microorganismes ont
été et sont toujours de formidables sujets d’étude
pour ce qu’ils nous apprennent des mécanismes de
la vie. Létude des bactéries et des bactériophages
a ainsi été au cceur des découvertes des processus
fondamentaux du vivant. Les travaux de Griffith et
Avery sur les Streptocoques [14], puis de Hershey et
Chase sur E. coli et ses bactériophages [15] ont mené
a la description de 'ADN comme support de I'infor-
mation génétique. Les travaux de pionniers comme
Brenner, Meselson, Jacob ont conduit a la descrip-
tion des ARN messagers, ceux de Crick, Barnett,
Watts-Tobin a la description du code génétique, etc.
Je ne cite ici que quelques exemples de cette période
faste de la microbiologie au 20° sieécle, o1 I'étude des
bactéries et des bactériophages a bouleversé notre

compréhension du vivant en faisant apparaitre les
mécanismes moléculaires sous-jacents.

La portée quasi universelle des principes décou-
verts aurait fait dire a Jacques Monot : « Tout ce qui
est vrai pour la bactérie Escherichia coli est vrai pour
I'éléphant » [16]. Cette assertion, bien siir hyperbo-
lique et provocatrice, portaitl'idée révolutionnaire de
I'existence de mécanismes fondamentaux partagés a
I’ensemble du vivant. Un demi-siecle plus tard nous
comprenons bien les spécificités des différents do-
maines du monde vivant. Pourtant, aujourd’hui en-
core 1'étude des bactéries continue de révéler des
mécanismes partagés par 'homme et ces microorga-
nismes. Un exemple récent est celui de la description
de systémes antiviraux communs.

Lun de ces systemes immunitaires repose sur des
protéines connues sous le nom de vipérines [17].
Celles-ci convertissent des nucléotides en analogues
capables de bloquer la réplication du matériel gé-
nétique viral. Chez 'homme, une vipérine confere
une activité antivirale contre la Dengue, I'hépatite
C ou encore le VIH [18]. Une étude récente me-
née par Aude Bernheim au sein de 1'équipe de Ro-
tem Sorek au Weizmann Institute, a démontré com-
ment les bactéries encodent, elles aussi, des vipé-
rines leur conférant une protection antivirale [17].
Dans une expérience que je trouve particuliére-
ment marquante, la vipérine humaine introduite
chez la bactérie E. coli lui permet de se défendre
contre les bactériophages. Plusieurs milliards d’an-
nées apres notre séparation évolutive des bactéries,
nous conservons donc de nombreux points com-
muns, dont une grande partie reste sans doute en-
core a découvrir.

2. Comment les technologies modernes
impactent-elles notre démarche
scientifique ?

Assis devant mon ordinateur a écrire ces lignes, je ne
peux qu'imaginer la réaction de Louis Pasteur s’il sor-
tait de sa crypte, au sous-sol du batiment qui autre-
fois abritait ses laboratoires et appartements, pour
me rendre visite. Les techniques de culture stérile
qu’il a inventées restent toujours au coeur de nos
pratiques, méme si le plastique a presque partout
remplacé le verre, et la flamme a fait place a des
hotes a flux laminaire. Les méthodes d’acquisition de
données ont en revanche bien changé : microscopes
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optiques, électroniques ou a force atomique riva-
lisent avec les spectrometres, cytometres et séquen-
ceurs pour produire toujours plus de données. Les
observations et mesures soigneusement enregistrées
a la main ont fait place a des bases de données et
logiciels d’analyses, et le cahier de laboratoire lui-
méme est maintenant devenu électronique. L'explo-
ration des données biologiques est devenue une dis-
cipline a part entiére et de nombreuses découvertes
sont faites par des chercheurs qui n’ont jamais tou-
ché une pipette.

Lon préte a Sydney Brenner la citation suivante :
« Le progres en science dépend des nouvelles tech-
niques, nouvelles découvertes et nouvelles idées,
vraisemblablement dans cet ordre. « Les technolo-
gies a notre disposition ont un impact fort sur notre
démarche scientifique ainsi que sur les découvertes
que nous faisons. Le séquencage de 'ADN joue un
role tout particulier en nous révélant I'incroyable di-
versité des microorganismes et leurs relations évo-
lutives. Lémerveillement des bio-informaticiens de-
vant des données de séquencage métagénomique est
sans doute comparable a celui d'un Leeuwenhoek
observant pour la premiere fois I'eau d'une flaque
au microscope. Ces séquences toujours plus nom-
breuses restent en grande partie a décrypter, mais
combinées a la microbiologie expérimentale et a la
génétique, elles nous apprennent déja beaucoup sur
les stratégies que les microbes déploient au cours de
leur course sans fin pour survivre et se reproduire.
Lincroyable diversité des microorganismes hébergés
par notre corps a ainsi été révélée au cours de ces der-
nieres années par des projets tels que I'Human Mi-
crobiome Project [19], tandis que 'expédition Tara
Ocean continue de cataloguer les organismes et virus
qui peuplent nos océans [20].

Outre le regard nouveau que les technologies du
séquencage permettent de jeter sur la biodiversité
microbienne, I'augmentation du débit et la chute du
colit de ces technologies permettent maintenant de
suivre la propagation et I'évolution des pathogénes
avec une granularité sans précédent. Jamais un pa-
thogene n’avait été aussi bien suivi que le Sars-Cov-
2. Nous sommes en train d’observer 'adaptation de
ce virus a I'espéce humaine mutation par mutation,
en temps réel. Il faudra sans doute aux chercheurs
des décennies pour extraire toutes les connaissances
possibles de la quantité phénoménale de données
générées au cours de ces deux derniéres années. Le

séquencage a également joué un role clé dans le dé-
veloppement des vaccins. Partout dans le monde, les
chercheurs ont ainsi pu commencer a étudier le vi-
rus et développer les vaccins dés que sa séquence
a été mise en ligne, et ce, avant méme 1'obtention
des échantillons du virus. La vitesse époustouflante
avec laquelle les vaccins a ARN ont été développés
est par ailleurs la culmination de décennies de re-
cherche fondamentale sur I’ARN, en virologie et en
immunologie.

Dans le domaine de la bactériologie, le séquen-
cage permet de pister I'évolution des résistances aux
antibiotiques et de décrire les mécanismes sous-
jacents. Il est ainsi possible de suivre le dévelop-
pement des résistances a diverses échelles, allant
de I’évolution se produisant au sein d'un patient par
mutation ou transfert de géne [21], jusqu’a des consi-
dérations épidémiologiques mondiales incluant
I'homme, les animaux et leur environnement [22].

Lapport des technologies de séquencage va par
ailleurs bien au-dela de I'établissement d'un simple
catalogue de génomes. Ces derniéres décennies ont
vu le développement de stratégies toutes plus in-
génieuses les unes que les autres pour obtenir, par
le truchement du séquencage, des données a haut
débit sur I'expression génétique, 1'organisation tri-
dimensionnelle des génomes, I'interaction des pro-
téines avec I'ADN, I'ARN, ou d’autres protéines et
bien plus encore. Combiné aux approches de pro-
téomique, métabolomique et autres -omiques, c’est
toute la biologie qui se fait maintenant de maniere
systématique et a haut débit. Immergé dans ces jeux
de données, le scientifique aidé par des outils d’ana-
lyse y trouve des motifs, relations, corrélations qui
I'ameénent a formuler de nouvelles hypotheses. Cette
démarche dont les technologies sont le moteur a pris
une importance qu’elle n’avait sans doute pas pour la
microbiologie du 20° siecle, ol la formulation d’hy-
pothéses précédait presque toujours la collecte de
données.

Outre les progres en instrumentation scientifique,
Pasteur serait sans doute également émerveillé par
la possibilité de communiquer de maniére quasi ins-
tantanée avec les chercheurs du monde entier, et par
I'acces tout aussi rapide a 'ensemble des communi-
cations scientifiques, les siennes y comprises. Je sou-
ris a 'idée de Louis Pasteur assis devant un ordina-
teur et tapant son nom sur Google. Les technologies
del'information et de 'informatique sont bien ce qui
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a le plus changé nos pratiques scientifiques. Aussi
merveilleuses que soient ces nouvelles possibilités, je
m’apercois que je me plains plus souvent de ce flux
d’'information dont je ne maitrise pas le rythme que
je ne m'en émerveille. La compétition actuelle entre
les scientifiques du monde entier, dont le nombre
croit sans cesse, et la cadence effrénée des décou-
vertes n'a rien a envier a la compétition féroce qui
existait entre Koch et Pasteur. Alors que Pasteur avait
vraisemblablement lu ’ensemble des travaux en mi-
crobiologie qui lui étaient accessibles, il est devenu
difficile pour le microbiologiste moderne de se tenir
ajour des publications sur son seul sujet d’étude pré-
cis. De nouveaux outils de partage et de communica-
tion émergent cependant, permettant tant bien que
mal de distinguer les développements importants de
la masse dans laquelle ils pourraient se noyer. Twitter
est ainsi devenu un gigantesque forum scientifique,
ol chacun devient I'éditeur de son flux information,
et ol les effets de réseaux peuvent donner une gloire
instantanée a des travaux déposés en ligne quelques
minutes auparavant. Le rythme de la recherche pa-
rait ainsi toujours plus effréné.

3. Nouvelles frontieres

Lorganisation systématique et l'interprétation des
données scientifiques qui s’accumulent a un rythme
toujours croissant nécessitent de faire appel a de
nouveaux outils. L'intelligence artificielle commence
ainsi a faire son entrée en biologie avec des démons-
trations récentes impressionnantes. Les équipes de
recherches d’entreprises comme Facebook et Google
se sont récemment intéressées au probleme de la
modélisation des protéines et de leur repliement
dans l'espace. Loutil Alphafold [23], qui prédit la
structure tridimensionnelle des protéines, est ainsi
en train de bouleverser notre capacité a interpréter
les données de séquencage en facilitant I'identifica-
tion de la fonction des génes. Ce type d’outils sera un
atout majeur pour décrypter la diversité génétique
microbienne révélée par le séquencage.

Le potentiel des techniques d’apprentissage au-
tomatique ne se limite pas a la modélisation des
protéines. Dans tous les domaines ot des données
sont générées de maniere massive, l'intelligence ar-
tificielle a un réle a jouer. La prédiction du replie-
ment des protéines peut a cet égard étre vu comme
un cas particulier d'un des problémes centraux de la

biologie moléculaire, celui de la prédiction du phé-
notype a partir du génotype et de 'environnement.
Peut-on prédire si une bactérie est résistante a un an-
tibiotique a partir de la séquence de son génome ?
Si un variant de coronavirus est capable d’infecter
une chauve-souris, un chien ou un homme ? Si une
souche de Streptococcus thermophilus peut produire
un yaourt aux propriétés organoleptiques désirées ?
Si un bactériophage peut tuer efficacement la bacté-
rie qui infecte un patient ?

Tous ces problemes ne sont pas aussi ardus les
uns que les autres. Pour certains dont le détermi-
nisme génétique est bien établi et les observations
nombreuses des solutions commencent a émerger.
C’est notamment le cas de la prédiction des résis-
tances aux antibiotiques [24]. Une des questions im-
portantes pour le futur de ces approches est de sa-
voir dans quelle mesure elles seront capables de ré-
véler les mécanismes qui sous-tendent leurs prédic-
tions. Il est probable que dans de nombreuses cir-
constances 'algorithme fasse des prédictions justes
sans que nous comprenions pourquoi au premier
abord. Il sera alors critique de travailler avec des algo-
rithmes interprétables, qui pourront pointer le cher-
cheur vers de nouveaux phénomenes et mécanismes.
Le chercheur pourra également tirer parti des échecs
de l'algorithme pour poser de nouvelles hypothéses
et guider 'acquisition de nouvelles données.

Pour de nombreux problemes cependant, I'ac-
quisition de grands jeux de données restera impos-
sible. En particulier, 'un des objectifs premiers de
la microbiologie moderne est de faire face a 'émer-
gence de maladies nouvelles. Mais comment prédire
I’émergence d'une nouvelle pandémie de coronavi-
rus alors que les exemples documentés se comptent
sur les doigts de la main ? Est-il possible de pré-
dire I’évolution ? Certains chercheurs s’y essaient, du
moins dans le cadre de systemes d’évolution expé-
rimentale simples [25], mais prédire 1'évolution des
pathogeénes dans la nature est un probleme d’'une
tout autre ampleur. De futurs microbiologistes dé-
couvriront peut-étre des pistes de réflexion promet-
teuses, mais il ne fait nul doute que les techniques
d’apprentissage automatiques seront mises a profit
pour cette tache comme dans tous les domaines de
la microbiologie.

La compréhension toujours plus fine du fonc-
tionnement des microorganismes permise par
l'acquisition de données a haut débit couplée a
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I'intelligence artificielle viendra de pair avec une ca-
pacité accrue a controler les microorganismes pour
répondre a nos besoins. Cette autre frontiére qui est
en train de s’ouvrir a nous est celle de la biologie
de synthése. Ce domaine poussé aussi bien par des
laboratoires académiques que par des entreprises
comme Gingko Bioworks promet de transformer un
grand nombre d’industries par la programmation
génétique de microorganismes. Les possibilités vont
de la conception et production de nouveaux médi-
caments, au remplacement de procédés chimiques
polluants, en passant par la création de nouveaux in-
grédients pour I'alimentation humaine ou animale.
Lutilisation de microorganismes permettant de pro-
poser des alternatives aux produits d’origine animale
est une application particulierement intéressante
pour faire face aux défis posés par la croissance de
la population humaine a 'heure du réchauffement
climatique. Certaines entreprises se sont ainsi lan-
cées dans la production de léghémoglobine par des
levures comme ingrédients pour des substituts de
viande, ou encore de caséine pour la production
de lait artificiel. Louis Pasteur, dont les recherches
ont contribué a I'amélioration de la production de
biere et de vin, ne se doutait sans doute pas que
des procédés similaires contribueraient 150 ans plus
tard a la production de lait, de viande, voir méme de
soie d’araignée pour la fabrication de nouveaux tex-
tiles comme proposé par I'entreprise Bolt Threads.
Certains proposent méme la modification de mi-
croorganismes comme outils pour lutter contre des
problémes environnementaux, permettant la dépol-
lution des sols [26] ou encore la capture du carbone
atmosphérique [27].

Dans le domaine médical, de nombreux labora-
toires et entreprises explorent la possibilité de conce-
voir de nouvelles bactéries ou bactériophages ca-
pables de modifier notre microbiome [28, 29], de
controler notre systeme immunitaire pour combattre
des cancers [30] ou soigner des maladies infec-
tieuses [31]. Des pistes prometteuses existent déja,
et nous pouvons espérer qu’'a mesure que les cher-
cheurs révelent les mécanismes par lesquels le mi-
crobiote influence de nombreuses maladies, nous se-
rons capables de proposer de nouvelles interventions
thérapeutiques. 1l s’agit 1a d'un champ d’exploration
encore extrémement vaste. Le nombre de génes por-
tés par les microorganismes de notre corps est bien
plus important que celui encodé par notre propre

génome, et nous ne connaissons pas la fonction de
la trées grande majorité de ces genes. De surcroit,
nous ne disposons a I'’heure actuelle pour la plu-
part de ces microorganismes d’aucun outil de ma-
nipulation génétique qui nous permettrait d’interro-
ger leurs fonctions. La route est donc encore longue,
et ’étude des écosystemes complexes de microorga-
nismes qui peuplent notre corps, de leur écologie et
évolution, de leur impact sur notre systéme immuni-
taire et sur notre cerveau nous réserve sans doute en-
core de nombreuses surprises. Le défi est encore plus
grand pour les bactéries des écosystémes terrestres,
ou pour les microbiotes d’autres animaux.

Pour conclure, la microbiologie du 21€ siécle reste
bien ancrée dans ses objectifs primordiaux d’amélio-
rer notre compréhension des microorganismes pour
le bien de I'humanité. Elle reste en cela guidée par
la curiosité des chercheurs vers une description tou-
jours plus détaillée de la biodiversité de notre pla-
nete et des mécanismes du vivant, allant jusqu'a
I'échelle moléculaire la plus fine. Les progres tech-
nologiques immenses de ces dernieres années conti-
nuent d’étendre la portée des chercheurs, permet-
tant une accumulation des données qui, une fois pas-
sée au crible de l'intelligence artificielle, sera inté-
grée au sein de modeles prédictifs toujours plus puis-
sants. Ces modeéles vont a la fois accélérer notre com-
préhension des microorganismes et de leurs impacts,
mais également permettre de les modifier pour nos
besoins de maniére toujours plus efficace et en allant
vers des modifications toujours plus complexes. Ceci
ne fera qu’'étendre le champ d’action de la micro-
biologie, qui, déja omniprésente, finira par percoler
toutes les industries, allant de ses domaines de prédi-
lection comme la médecine et I’agroalimentaire jus-
qu’a l'architecture, la mode et la lutte contre le chan-
gement climatique.

Conflit d’intérét

Lauteur n'a aucun conflit d’'intérét a déclarer.
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1. Introduction

A half a century ago, while browsing through the
musty-smelling science books in the dimly lit back
aisles of the Mead Public Library, I stumbled upon
a 1925 book entitled “The Life of Pasteur” by René
Vallery-Radot. While paging through the introduc-
tion I read, “This is a biography for young men of sci-
ence and for the others who wish to learn what sci-
ence has done, and may do, for humanity.” Reading
“The Life of Pasteur” deeply influenced me and mod-
ified the trajectory of my own life and as a result has
brought me to the Institut Pasteur for the past forty-
three years.

Like many others, one of the aspects of Pasteur’s
ceuvre that has always impressed me was the linearity
and forward-thinking connectivity of his researches:
a knowledge of the true nature of the bio-chemical
processes of fermentation; techniques and processes
to improve fermentation; the establishment of the
germ theory of disease; and measures by which to
attenuate the virulence of microorganisms to render
them innocuous upon injection within the body in
order to protect against disease. Emile Duclaux, per-
haps one of the persons who knew Pasteur the best,
in that he was one of Pasteur’s closest collaborators,
said in the introduction to his book “The History of a
Mind” that “Pasteur was not a savant like the others.
His scientific life had an admirable unity; it was the
logical and harmonious development of one and the
same thought” [1]. Duclaux goes on in the same text
to underline the paramount importance of Pasteur’s
using an exacting experimental method throughout
his researches, which allowed him to deftly move for-
ward in his scientific assertions and to design reme-
dies and improvements to benefit industry, as well as
human and animal health.

Both Emile Duclaux and Emile Roux, another
close collaborator of Louis Pasteur’s, declared that
Pasteur had the mind of a “genius.” However, later
on upon re-reading Pasteur’s biography written by
his son-in-law, René Vallery-Radot, as well as the
Correspondence de Pasteur 1840-1895 compiled by
his grandson Louis Pasteur-Vallery Radot, (1940) and
more recent articles on the savant, I did not get
the impression that Pasteur was a typical genius or
polymath like Albert Einstein or Leonardo Di Vinci.

Instead, I got the image of a highly sensitive, excep-
tionally observant, and careful individual, who was
exceedingly curious, serious, and literally obsessed
by his laboratory work and in his later years by his
public image. Pasteur was seemingly able to observe
minute details to imagine and later prove unforeseen
associations before others could, e.g., the links and
connections between stereochemistry and microbial
fermentation and later links between microbial fer-
mentation and infectious diseases. But what was the
origin or source of Louis Pasteur’s clairvoyant scien-
tific vision? Was he a natural genius? Or was it his up
bringing and education?

What Pasteur’s closest collaborators referred to
as his “genius” was perhaps his perceptive ability
to see affinities hidden under facts or within phe-
nomena seemingly far apart, using a relentless per-
sonal “motivated” or “targeted” research approach
to bring these phenomena to light and link them
into a common thesis or vision, at the same time
spinning off useful applications. One detailed ex-
ample that places Pasteur in another realm com-
pared to his contemporary detractors and competi-
tors will serve to illustrate this point. This is when
he related to Jean-Baptiste Biot his observations dur-
ing the fermentation of sodium-ammonium race-
mate (or paratartrate), which was initially optically
inactive, but as fermentation progressed gradually
became optically active. Pasteur demonstrated that
that the d-enantiomer is metabolized by the liv-
ing fermenting microorganism, leaving behind the
l-enantiomer in solution, thereby rendering the so-
lution optically active. Pasteur concluded that fer-
menting microorganisms, like higher organisms, are
composed of dissymmetric organic molecules, and
as such, for their nutrition, selectively metabolize
the enantiomer that corresponds to their nutritional
needs. To quote Pasteur, “Let it therefore be admit-
ted that all fermentation is an act correlative to a vi-
tal act.” (Letter from Louis Pasteur to Jean-Baptiste
Biot, September 7, 1857) [2]. This assertion, seem-
ingly commonplace for us today, was all but unimag-
inable, or even revolutionary, at the time as fermenta-
tion was considered as a purely chemical process un-
related to living organisms. Pasteur’s understanding
that fermentation is a “vital act” or a biological pro-
cess of living organisms was indeed a eureka moment
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in that it was the starting point that directed him to a
series of subsequent discoveries. This led Pasteur to
conclude that “The universe is asymmetric and I am
persuaded that life, as it is known to us, is a direct re-
sult of the asymmetry of the universe or of its indirect
consequences,” a hypothesis still actively debated to-
day [3].

Personally, alongside my interest in and fascina-
tion with his work and discoveries, I have always
wondered about the origins of Pasteur’s uniquely
progressive mind and spirit and the various factors
in his background and upbringing that shaped them.
There is, however, very limited documentation on the
early period of Pasteur’s life, apart from his son-in-
law’s (René Vallery-Radot) biographical account, and
this is considered by many as more akin to a work
of hagiography. We do have, on the other hand, Pas-
teur’s correspondence with his parents and sisters as
compiled and annotated by his grandson, Louis Pas-
teur Vallery-Radot. Using these limited sources, com-
bined with what we know about Pasteur’s home envi-
ronment and early education, his cultural influences
(like the books he read), and his drawings and etch-
ings, I have attempted in this essay to hypothesize
regarding the influences during Pasteur’s childhood,
adolescence, and very early adult years as a scientist
and how they contributed to the formation of Pas-
teur’s mind and spirit, while fully acknowledging the
extent to which this is based on indirect evidence
and, occasionally, outright speculation.

2. Education at home and at school: “the child
is father of the man” paradox

Jean-Joseph Pasteur (1791-1865), Louis’s father, was
orphaned at a young age, received little formal ed-
ucation, and followed in his father’s and grandfa-
ther’s footsteps to become a tanner. At the age of
20 he was conscripted into the Napoleonic army to
fight in the final stages of the Peninsular War, from
1812 to 1814, on the Iberian Peninsula. Promoted
to Sergent-Major, he returned to France in early
1814, was awarded La croix de chevalier de I'Ordre
de la Légion d’honneur, and continued fighting un-
til Napoleon’s unconditional abdication on 6 April,
1814. Discharged shortly thereafter, he returned to
Salins to resume the ordinary life of a tanner [4].

As a fervent Bonapartist, one can only imagine the
young man’s dejection following Napoleon’s defeat

and his own return to a relatively uneventful life fol-
lowing his war-time experiences. Certainly, this had
a lasting effect on his personality and perception of
the world. Upon returning to his trade in Salins, Jean-
Joseph, who was said to be a thoughtful and hard-
working man, continued to read, study, and paint in
his spare time despite the rigors of the working day
(Pasteur Vallery-Radot, 1956). At this time, he met
his future wife, Jeanne-Etiennette Roqui (1793-1849),
portrayed as modest, intelligent, and kind woman,
and the couple were married in 1816. Their first-born
was a son, Jean-Denis, who only lived a few months.
Virginie, Louis Pasteur’s older sister, was born in
1818, followed by Louis on 27 December 1822 and
two younger sisters, Josephine in 1825 and Emilie in
1826. Louis therefore grew up in what appears to have
been a tight-knit family with his parents and three
sisters in Dole and later in Arbois [4]. It is clear from
the correspondence between Louis Pasteur and his
father that they had a warm and affectionate relation-
ship. We should not forget that during the 1820s and
1830s, the period of Louis Pasteur’s childhood, fa-
thers were often portrayed as stern, authoritarian fig-
ures, emotionless and incapable of smiling [5]. This
was definitely not the case with Jean-Joseph Pasteur
who, based on his correspondence, was indeed both
a loving father and capable of displaying that love to
his children.

Pasteur entered primary school shortly after the
educational reforms of 1816 were put into prac-
tice. This was during the Bourbon Restoration (1815-
1830), where local children were grouped together
to receive primary instruction for free. At this time,
“mutual teaching” was popular among the groups
of students, where the more advanced students, i.e.,
monitors, taught the rudiments of reading to the
younger or less advanced students under the super-
vision of the headmaster. According to Pasteur’s son-
in-law, René Vallery-Radot, Louis Pasteur aspired to
become a monitor, but he goes on to say that dur-
ing his early school years Louis Pasteur was not ex-
ceptionally talented, just a studious “good average
pupil” [4, 6]. Pasteur’s parents, although not formally
educated themselves, believed deeply in educating
their children.

More interestingly, Vallery-Radot also mentions
that during Louis’ school studies, his father spent his
evenings with his son helping Louis with his home-
work and concomitantly instructing himself [4, 6].
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Iam inclined to believe that this seemingly banal ref-
erence to the father’s sitting with the boy, learning
alongside his son while he did his school homework
day after day, could have played a paramount role in
imprinting and modeling Louis Pasteur’s future mind
and spirit. This situation certainly created an unusual
learning environment, where father and son initially
learned together, but as time went on and Louis Pas-
teur’s studies advanced, the son becoming more and
more the father’s teacher. In fact, this possible rever-
sal of roles, if it were indeed the case, would appear to
be quite exceptional and would require a great deal
of love, sensitivity, mutual respect, humility and con-
fidence on the part of both. Perhaps the young Louis
Pasteur recognized in this situation a certain form of
vulnerability on the part of his father, a man without
formal education due to being orphaned as a child,
who was seeking every opportunity to learn along-
side and from his son. Even years later, when Louis
was at the Ecole Normale Supérieure, he continued
to participate in his father’s instruction by sending
him problems to solve, under the guise that his fa-
ther “may be able to help Josephine,” Louis’ younger
sister, but they both knew this was just a respectful
and delicate way to continue their son/father shared
learning experience [4]. In a letter dated 2 January,
1845, Pasteur’s father wrote, “I have spent two days
over a problem, which I afterwards found quite easy;
it is no trifle to learn a thing and teach it directly af-
terwards” [2].

This seemingly exceptional learning experience
between Louis Pasteur and his father had a profound
personal effect on me when I read about it. As a boy,
I'had an odd educational experience with my own fa-
ther. Blind from the age of five, my father was fear-
ful to the point of phobia of insects and the sounds
they made. During a summer picnic, I remember how
deeply distressed and intimidated my father became
because of the droning, brusque, vibrating sounds of
the wings of a large dragonfly I had caught. I realized
immediately, even at such a young age, that in order
to relieve his distress I must be truthful in describing
the nature of the wings and why, due to their ridged
structure, they made such a dreadful sound to my fa-
ther’s ears. Furthermore, I explained to him that nei-
ther the loud vibration of its wings, nor the dragonfly
itself, for that matter, posed a threat or was danger-
ous or offensive in any way. I learned thereafter that
this was contrary to old wives’ tales that dragonflies

(often called locally “sewing needles”) would sew up
your mouth if you approached them too closely or ut-
tered profanities! From this experience, I became in
a way my father’s eyes, explaining to him the natural
world as I saw it, and I realized that in such a situation
I needed to be entirely exact, objective, and truthful
as to what I was describing to him. No doubt this at
least partly explains why I went on to become an en-
tomologist!

This educative relationship seems to me an excep-
tional situation that required Louis to become an ac-
tive player and influence in complementing his fa-
ther’s instruction. It is possible that understanding
the gaps in his beloved father’s knowledge and real-
izing that he, in part, held the keys to his father’s in-
creased learning, could have produced a strong emo-
tional and filial motivation to share and transmit, to
the best of his ability, his knowledge to his father. If
this were indeed true, it would have obliged Louis to
master the subject prior to sitting with his father in
order to be able to answer his questions completely
and fill the knowledge gaps.

This assumed affective learning situation resem-
bles humanistic learning theory in some ways, where
the student becomes highly self-motivated and fo-
cused on learning by being in a physically, emotion-
ally, and mentally safe environment. Perhaps Pas-
teur’s father’s resolute interest in learning with his
son and from his son—relying on his son’s back-
ground knowledge combined with his own personal
experience and practical knowledge gleaned through
his life—may have engaged and amplified Louis’ de-
sire to learn and to teach when he was to became an
adult.

The latter, now proverbial, part of the title of
this essay, “Louis Pasteur: the child is father of the
man” is taken from the poem “My Heart Leaps
Up,” written in 1802 by the romantic English poet
William Wordsworth (1770-1850). More commonly
interpreted as expressing the idea that the character
that we form as a child stays with us into our adult
life, which is seemingly true in the case of Louis Pas-
teur, it also captures, in a different sense, the possi-
ble role reversal of Louis and Jean-Joseph Pasteur—
the son helping the father to become more learned,
the child playing the role of father to the older man.
This was also a type of relationship Pasteur was to
re-enact throughout his life with other, even older
mentors.
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Pasteur was eternally grateful to his parents for
their love and the valued education they provided
him. In 1883, during a visit to his childhood home,
Pasteur evoked the memory of his parents who had
passed away decades before:

Oh! my father, my mother, dear de-
parted ones, who lived so humbly in
this little house, it is to you that I
owe everything. Thy enthusiasm, my
brave-hearted mother, thou hast in-
stilled in me. If I have always asso-
ciated the greatness of Science with
the greatness of France, it is because
I was impregnated with the feelings
that thou hadst inspired. And thou,
dearest father, whose life was as hard
as thy hard trade, thou hast shown
to me what patience and protracted
effort can accomplish. It is to thee
that I owe my perseverance in daily
work. Not only hadst thou the qual-
ities which go to make a useful life,
but also admiration for great men
and great things. To look upwards,
to learn to the utmost, to seek to rise
even higher, such was thy teaching. 1
can see thee now, after a hard day’s
work, reading in the evening some
story of the battles in the glorious
epoch of which thou wast a witness.
Whilst teaching me to read, thy care
was that I should learn the greatness
of France. (Vallery-Radot, 1925)

3. Jean-Baptiste Biot: More than a mentor

Louis Pasteur established another important filial re-
lationship at the age of 26, when he was a young
Agrégé Preperateur at the Ecole Normale Supérieure
in Paris. This was with the renowned elderly physi-
cist, Jean-Baptiste Biot (1774-1862), nearly 50 years
his senior, who was professor of physics at the Col-
lege de France and a member of the prestigious
French Academy of Sciences. In fact, it was Pasteur’s
ground-breaking experiments, described at the be-
ginning of this article, to demonstrate that stereo-
chemistry was the link between optical activity and
the molecular structure of tartrate and paratartrate
and their salts that brought the two men together.

This episode was recently clearly re-explained in a
noteworthy 2021 article by Ghislaine Vantomme and
Jeanne Crassous [3]. Remarkably, Pasteur noticed un-
der a magnifying lens that the chemically identical
paratartrate crystals were in fact two types of dissym-
metric crystals, each one manifesting a tiny symmet-
rical facet that was the mirror image of the other and
could not be superimposed. Hence, Pasteur went on
to separate the left hemihedral crystals from the right
hemihedral crystals and separately observed their so-
lutions using polarized light produced by a polarime-
ter, an apparatus designed by Biot. The left crystals
deviated the plane of polarization to the right and
the right crystals to the left. Mixing together the same
volume of the two solutions, made from right and
left crystals of equal weight, the mixture was opti-
cally neutral and did not deviate the plane of polar-
ization as they canceled each other. When the ini-
tially skeptical Biot witnessed Pasteur’s discovery at
first hand, he proclaimed, “My dear boy, I have loved
science so much in my life, that this touches my very
heart” [3].

As with his father 20 years earlier, we see Pasteur,
ayoung college graduate, in the position of “teacher”
demonstrating to Biot, the elderly master, the truth
of the matter! Biot was indeed amazed by Pasteur’s
discovery as specialists from France and Germany
had already spent years trying to understand this
stereochemical enigma. Biot could have been vexed
or envious that such a young scientist had made so
important a discovery in his own area of specialty.
On the contrary, Biot from that moment on took a
very kindly attitude toward Pasteur as attested to in
their copious correspondence [2]. During the next
13 years, until Biot’s death, a genuinely warm sci-
entific complicity and friendship grew between the
two men despite their age difference. Biot mentored
and guided Pasteur through the complexities of hu-
man relations and the political meanderings of mid-
nineteenth-century French and European science.
While occasionally, like a father, Biot chided Pasteur’s
impulsiveness, the general tone of his letters to Pas-
teur was often fatherly, kind, and affectionate. Biot
lost his only son in 1850, and one can only wonder if
over the years Louis Pasteur came to represent a sort
of surrogate son for the old man and he a scientific
father for Pasteur himself. Even decades after Biot’s
death, Pasteur mentioned their filial relationship in a
speech he gave during the inauguration of the statue
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of Olivier de Serres (father of the French silk industry)
in Aubenas, Ardéche, in May 1882. Pasteur said, “A
man whose kindness to me was truly paternal (Biot)
had for his motto Per vias rectas...” [4].

Pasteur’s important discoveries in the area of
stereochemistry, which led to his close relationship
with Jean-Baptiste Biot, also contributed to Pasteur’s
recognition by the scientific community in France
and in Germany. Biot’s benevolent guidance helped
Pasteur not only scientifically at this critical period
in his career when he was starting his studies on fer-
mentation, but also led to Pasteur’s receiving the Lé-
gion d’honneur in 1853 from Napoleon III, and even-
tually to his being granted the coveted membership
of the French Academy of Sciences in 1862.

4. Portraiture and pastels influence on Louis
Pasteur’s science

Unbeknownst to many, Pasteur’s father, Jean-Joseph,
was a talented artist. One of his paintings depicts
a touching scene from the Peninsular War where a
French soldier wearing a distinctive bicorne hat has
just buried a comrade fallen in battle. Louis Pasteur
noted on the back of the painting that it was painted
by his father in 1826 [7]. Louis Pasteur’s personal
artistic talent, perhaps influenced by his father’s,
manifested itself early on as he produced nearly 40
portraits from the ages of 13 to 18 using pencil, pas-
tels, charcoal, and lithography [8-11]. In fact, years
later, the highly respected Finnish portraitist and
landscape painter Albert Edelfelt (1884-1905), who
painted the famous portrait of Louis Pasteur in his
laboratory, commented on the high artistic quality
of Louis Pasteur’s pastel portraits, which he saw dur-
ing his frequent visits to the Pasteur residence [8].
Edelfelt, who initially became friends with Louis Pas-
teur’s son, Jean-Baptiste Pasteur (1851-1908), an art
critic for the magazine Le Moniteur universel, later
became an intimate friend of the entire Pasteur
family [8, 12].

Although for reasons that remain unclear Pasteur
no longer drew artistically after his teens, with the
exception of a single sketch of his wife nursing one
of their children, he remained extremely interested
in art and in artists, many of whom were his closest
friends [8-10]. Even during his busiest years Pasteur
always took the time to visit museums and art expo-
sitions in Paris and when he was abroad. He never

missed the “Salon” held in early May in Paris, which
was arguably the largest annual art event in the West-
ern world from 1748 to 1890 [11].

Going back to Pasteur’s studies on stereochem-
istry, recent publications by Gal [13], Hansen [11],
and Vantomme and Crassous [3] make a compelling
(albeit speculative) argument that there may be a
link between the artistic skills Pasteur acquired dur-
ing his early years back in Arbois while drawing
and making lithographs and his later ability to dis-
cern the chirality (mirror images) of the hemihe-
dral facets on the left and right crystals of paratar-
trate. Pasteur’s grandson noted that his grandfather’s
drawings and pastels revealed a powerful gift of ob-
servation and a rare concern for precision [7]. Gal
shares this view and suggests Pasteur’s artistic sensi-
bilities and his experience played an important role
in his discovery of molecular chirality. Gal [13] and
Vantomme and Crassous [3] go on to underline the
importance of Pasteur’s use of lithography, a skill
that requires the ability to visualize how the mirror
image of a design carved on stone will appear on
paper.

5. Literary and philosophical Influences in a
changing society

The writers and writings of the Bourbon Restoration,
a period of uneasy cohabitation between the old and
the new, were considered transitional. The extent to
which some of the personal traits of the authors or
their philosophies influenced Louis Pasteur during
his adolescence and young adulthood is speculative,
but the fact that in his correspondence with his par-
ents Pasteur himself mentions these authors, their
works, and to some degree how they influenced him
suggests that they did indeed affect him, and may
have played a significant role in shaping not just his
beliefs, arguments, and assumptions at the time, but
also his value judgments later in life.

During his late teens in his correspondence with
his parents, Pasteur mentions four authors who in-
spired him [2]. The first was Joseph Droz (1773-1850),
a historian, ethicist, philosopher, and writer. He was
a member of the prestigious Académie Francaise
to which he was elected in 1824. A prolific writer
and major intellectual figure of the early nineteenth
century, Droz was born in the city of Besangon
where Louis Pasteur earned his high school diploma.
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Both men shared a common Franc-Comtois spirit
and deep affection for the people and traditions of
this region of eastern France. Of all the authors Pas-
teur read as a teenager, Droz certainly had the great-
est impact. He read two of Droz’ books: Essai sur
Uart d’étre heureux and De la philosophie morale, and
they seem to have become his ethical reference point.
Speaking of De la philosophie morale, Pasteur wrote
to his parents on 7 December, 1840:

I have never read anything wiser,
more moral and more virtuous. Noth-
ing is better written. At the end of the
year, I will bring you all these works
by M. Droz. One experiences, in read-
ing them, an irresistible charm which
penetrates the soul and inflames it
with the most sublime and generous
feelings. There is not a single exagger-
ated letter in what I am telling you.
So, I read on Sundays, during church
services, only the works of M. Droz,
and I believe, in doing so, despite all
that thoughtless and foolish cagotism
might say, I am conforming to the
most beautiful religious ideas.

The essential philosophy of Droz, which had such
a profound effect on Pasteur’s heart and soul at the
age of 18, can be summed up in the following: “Man
should strive for self-perfection; he must have a pas-
sion for good and a concern for the happiness of his
fellow men [14].

Xavier Boniface Saintine (1798-1865) was a French
dramatist and novelist. In 1836, Saintine wrote the
popular sentimental novel, Picciola, to which the
young Pasteur was drawn. In this story, a former
soldier who has lost trust in man has been incar-
cerated for plotting against Napoleon. The prisoner
notices a tiny plant growing between the cobble-
stones of his prison yard. This tiny plant soon be-
comes the center of all his attention, eventually to the
point of obsession and passion, representing for the
prisoner the symbol of freedom, life, and love. The
delicate beauty of this tiny flowering plant, growing
freely within such a wretched environment, brings
to light for the prisoner the beauty and force of Na-
ture. He then identifies himself with the plant to tran-
scend his own condition and decides to enrich his
mind and soul within the desolate walls of his prison

cell. Pasteur in a letter to his parents 31 May 1841
said that he found this book “very interesting” and
that it would be “very instructive” for his sisters to
read [14].

Another source of inspiration for Pasteur was Sil-
vio Pellico (1789-1859), an Italian writer, poet, and
dramatist who campaigned for the reunification of
Italy. Because of his political affiliations, Pellico was
arrested in 1820, tried, and sentenced to death in
1822, but his sentence was finally commuted to 15
years in prison under abject conditions. During his
imprisonment he composed a tragedy, but unable
to write it down, he was compelled to trust it to
his memory. In the end, his prison sentence was re-
duced to a total of eight years. Upon his release, Pel-
lico wrote a simple narrative mémoire of his misfor-
tunes and sufferings in prison entitled “Mes prisons”
or “My Ten Years in Prison” (1832) which was trans-
lated into several European languages and brought
Pellico fame. Pasteur recommended this book to his
sisters, saying, “I would like them to read this in-
teresting work where one breathes on every page a
fine scent of religion that elevates and ennobles the
soul” [2].

The last of the four, Félicité Robert de Lamennais
(1782-1854), was a French Catholic priest, philoso-
pher, and political theorist. He was one of the most
influential intellectuals of the Bourbon Restoration
period in France (1814-1830), writing numerous
pamphlets and considered the precursor of liberal
and social Catholicism. One source describes de
Lamennais as having had “an exuberant nature, a
lively but indocile intelligence, a brilliant but highly
impressionable imagination, and a will resolute to
obstinacy and vehement to excess” [15]. Pasteur does
not say in his correspondence exactly why he was
attracted to de Lamennais’ pamphlets, but the idea
that the character traits described above, so similar
to Pasteur’s own, resonated with him is a reasonable
hypothesis.

Among these authors’ writings and in their
philosophies, some recurrent themes appear: fil-
ial piety, evolving religious thought, the beauty and
force of Nature, freedom, loss of freedom, regaining
freedom, affliction, earnestness, the importance of
constant and regular learning, and striving for self-
perfection in relation to life’s experiences whether
positive or negative. If Pasteur took the time to write
to his parents about these books, they must have had
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an impact on him. Their rich contents and philoso-
phies certainly provided intellectual nourishment
and material for reflection for the teenage Louis
Pasteur.

The literary and philosophical upwelling at the be-
ginning of the nineteenth century was paralleled by
a scientific and technological surge. Scientific the-
ory and practice were also going through transitions
with the improvement of microscopes and the ad-
vent of other optical instruments, which allowed for
more in-depth investigation of chemical, physical,
and biological phenomena. Pasteur’s coming of age
during this expansionist period of the early 1840s
would undoubtedly have had a major impact on him
and his science. The concomitant economic boom
and rapid societal changes during the same period
led to progressive social transformations, stimulated
by movements such as the utopian Saint-Simonians
who campaigned for an immediate and radical trans-
formation of society. It also marked the beginning for
much of Europe of the transformation from a largely
rural to an industrial society.

Under the influence of these myriad develop-
ments and changes, Pasteur’s mind was stimulated
and he became avid to learn even more, aided by the
fact that the appropriate technology to do so was now
becoming available.

When Pasteur returned to Paris in 1842, after a
failed attempt four years earlier due to acute home-
sickness, he had matured tremendously; he had in-
vested vast amounts of time in his studies and had
increased his knowledge base. One gets the impres-
sion from his correspondence with his parents that
studying occupied most of his time, including week-
ends. When years later at a school reunion in Ar-
bois, he was asked by the sons of his school com-
rades how he had made so many successful and di-
verse discoveries, Pasteur replied, “Convince yourself
that it is in assiduous work without any other par-
ticular gift other than that of perseverance in the ef-
fort, joined perhaps to the attraction of all that is
great and beautiful, that I found the secret of these
successes” [6].

Based on the above, I am more and more con-
vinced that Pasteur’s so-called “genius” was in fact
a combination of all his personal traits coming to-
gether at exactly the right moment in time when the-
ory could be challenged by experimentation, facili-
tated by the new technologies available.

6. Origins of Pasteur’s “motivated” or “tar-
geted” research

One of the aspects of Pasteur’s oeuvre that has been
repeatedly mentioned by authors is the link between
his fundamental discoveries through precise experi-
mental research and the direct application of the re-
sults to industry and for the improvement of animal
and human welfare. Pasteur is often quoted as say-
ing, “there is no such thing as applied sciences, only
applications of science.”

In the mid-nineteenth century, a relationship be-
tween experimental research and concrete applica-
tions was not uncommon. This may be linked, at
least in part, to developments and increasing com-
petitiveness within industries across Europe during
their various industrial revolutions. For example, in
1800 Napoleon was already resolved to make French
industry greater than that of all other nations, partic-
ularly England. This led to the creation of the, Société
d’encouragement pour lindustrie nationale (Society
for the Development of National Industry) in 1801.
It is noteworthy that Pasteur’s chemistry professor,
Jean-Baptiste Dumas (1800-1884), also another life-
long mentor, was president of this society from 1845
to 1864. Pasteur’s own research activities therefore
coincided with a mid-nineteenth-century environ-
ment where research and direct applications went
hand in hand.

In an opinion piece in EMBO reports, Antoine
Danchin underlines the importance of this and goes
on to emphasize the increased need for this essen-
tial relationship between research to generate knowl-
edge and practical applications, especially in today’s
world. He explains what has come to be seen by
some nowadays as a “dichotomy between the re-
search to generate knowledge and the application of
that knowledge to benefit humanity seems to be a re-
cent development”. He explains that 100 years ago
Louis Pasteur avoided this debate altogether citing
Pasteur’s major, yet forgotten, contributions to sci-
ence as a perfect example of how research and its ap-
plications are not separate from each other. For Pas-
teur, research to generate knowledge and the applica-
tions of that knowledge to benefit industry and later
humankind were in fact inseparable. The “motiva-
tion” behind this, according to Danchin, was curios-
ity, creativity, and the fact that discoveries would re-
sult in more knowledge, leading to finding yet more
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ways to improve processes and our wellbeing. As
Danchin said, “Pasteur developed what we might call
‘motivated’ research” [16].

Vantomme and Crassous [3] also address the rela-
tionship between fundamental and applied research
in the context of Pasteur. Their view parallels that of
Danchin in that they see Pasteur’s sense of discovery
as linked to the capacity to be astonished, to be con-
scious of something unusual, to think critically, and
to try to imagine an interpretation. The authors em-
phasize that fundamental work and basic knowledge
lead to breakthrough discoveries. They consider Pas-
teur a highly talented experimentalist with outstand-
ing deductive skills, and a genius in the sense that his
numerous researches always started from everyday
observations and from a question of applied interest
(“targeted science”), from which he took the oppor-
tunity to develop very fundamental scientific princi-
ples and gain an understanding of general phenom-
ena. One seemingly essential quality in this process
of “motivated” research is Pasteur’s relentless perse-
verance during experimentation, an ability he said
he learned from his father and repeatedly mentioned
throughout his life.

Whether Pasteur developed the concept of “moti-
vated” or “targeted” research or just put it to good use
to make his discoveries, there is no doubt that in his
hands this method was particularly successful. Pas-
teur understood the importance of taking society’s
demands and needs into account. One instance that
exemplifies this is Pasteur’s in-depth studies on alco-
holic fermentation and his subsequent understand-
ing that spoilage or “diseases” of wine and beer were
caused by undesirable microorganisms that inter-
fered with the normal desired fermentation process.
This then pushed him to experiment with and de-
velop the thermal processing of beer and wine known
as “Pasteurization” which would deactivate un-
wanted microorganisms and preserve the beer and
wine. Pasteur’s “motivated” research on the subject
coincided with the development and expansion of
the brewing and wine-making industries in Europe.

Pasteur and his collaborators also applied a “mo-
tivated” research approach when investigating the
silkworm diseases that were ravaging the sericul-
ture industry in Southern France (they did this at
the request of Jean-Baptiste Dumas, who origi-
nated from the region hardest hit by the outbreaks).
Pasteur demonstrated how a parasitic pathogen

caused pebrine disease and that bacterial pathogens
were responsible for another disease called flacherie.
The study of silkworm diseases laid the foundation
for the germ theory of disease. Pasteur’s discovery
that the pebrine disease parasite could be transmit-
ted via the eggs of infected females (hereditary or
vertical transmission) also led Pasteur to devise an
ingenious new seeding process (grainage cellulaire)
whereby, using microscopic observation, only eggs
from female moths verified devoid of pebrine dis-
ease corpuscles were selected. The eggs selected by
this process resulted in healthy silkworms that pro-
duced high-quality cocoons. This seeding process
not only partially rejuvenated the sericulture indus-
try in France and across Europe, butin 1911 Pasteur’s
seeding process was promulgated into law in Japan
as the “Sericulture Act of 1911” as the official method
of preventing pebrine disease among silkworm egg
producers [17].

7. Conclusion

So, what made Pasteur and his work so exceptional? I
am inclined to believe that Pasteur’s deeply loving re-
lationship with his father during his early childhood,
and especially their unique shared joint learning ex-
perience, created a special bond—a sort of rare emo-
tional and intellectual “bud” that would bloom later
in life. There is also Pasteur’s filial scientific associa-
tion with Jean-Baptiste Biot, where once again Pas-
teur was in the role of “the teacher” while explain-
ing or demonstrating his discoveries, but there again
the relationship was balanced by their profound mu-
tual respect and warm friendship. Pasteur was in-
credibly lucky to enter Biot’s intellectual sphere, as
was one of the leading and most reputable physi-
cists of the period with vast knowledge, insurmount-
able experience, profound wisdom, and relationships
with France’s and Europe’s intellectual elite. These
two filial relationships were no doubt decisive in
making Pasteur who he was. In addition, artistic,
philosophical, and literary influences helped shape
young Louis’ mind and spirit. Finally, we cannot for-
get Pasteur’s deep thinking, his sharp observational
focus, and inexhaustible methodical experimenta-
tion that also contributed to his discoveries and their
application.

One could say that the ensemble of these influ-
ences is nothing extraordinary, that many could have
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had similar experiences, just as any one of the nu-
merous sparks produced by a flint can ignite the fire.
It certainly cannot be denied that the societal, eco-
nomic, scientific, and technological environment of
the 1840s served as remarkable tinder. Like seeds
falling on fertile soil, perhaps young Louis’ spirit and
mind were thus prepared to engage with and profit
from this favorable environment.

The ongoing transformation of Europe into a pow-
erful industrial society also played its role in shap-
ing Pasteur and his discoveries. Fermentation and
its related industries were thriving, flush with funds,
but also in dire need of resolving complex issues of
spoilage related to “diseases” or microbial contami-
nations that could ruin their products and jeopardize
their industries. More and more of the research at the
time was “motivated,” driven to resolve complex is-
sues relating to industrial processes and their success
(such as in brewing, wine and vinegar making, and
disease-free silkworm rearing), and drawing upon
methodical experimentation and in-depth scientific
knowledge. This robust scientifically and technolog-
ically oriented industrial environment gave Pasteur
the opportunity to delve into these problems and
solve them.

Version francaise

1. Introduction

I y a un demi-siécle, alors que je parcourais les
livres scientifiques a I’'odeur de moisi dans les allées
peu éclairées de la bibliothéque publique de Mead,
je suis tombé sur un livre de 1925 intitulé « La vie
de Pasteur » par René Vallery-Radot. En feuilletant
I'introduction, j’ai lu : « C’est une biographie pour
les jeunes hommes de science et pour tous ceux qui
souhaitent apprendre ce que la science a fait et peut
faire pour ’humanité. » La lecture de « La vie de Pas-
teur » m’'a profondément influencé et a modifié la
trajectoire de ma propre vie et, par conséquent, m’'a
amené a I'Institut Pasteur depuis quarante-trois ans.

Comme beaucoup d’autres, I'un des aspects de
I'ceuvre de Pasteur qui m'a toujours impressionné
estla linéarité et la connectivité avant-gardiste de ses
recherches : la connaissance de la véritable nature
des processus biochimiques de la fermentation ; les
techniques et les processus visant a améliorer la fer-
mentation ; I'établissement de la théorie des germes
de la maladie ; et les mesures permettant d’atténuer

Despite two centuries of examining and probing
the origins of Pasteur’s exceptional scientific mind,
we still do not really know for sure. I have never-
theless tried to provide a few elements of reflection
to continue nourishing this speculation. Regardless,
Louis Pasteur remains one of the most prominent
scientific figures of the nineteenth century, a man
whose discoveries have changed the world and are
still of paramount importance today.
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la virulence des micro-organismes pour les rendre
inoffensifs lors de leur injection dans le corps afin
de se protéger contre la maladie. Emile Duclaux,
peut-étre I'une des personnes qui a le mieux connu
Pasteur, car il était I'un de ses plus proches collab-
orateurs, a déclaré dans l'introduction de son livre
« Lhistoire d'un esprit » que « Pasteur n’était pas un
savant comme les autres. Sa vie scientifique a eu une
admirable unité ; elle a été le développement logique
et harmonieux d’'une seule et méme pensée » [1].
Duclaux poursuit dans le méme texte en soulignant
I'importance primordiale de 'utilisation par Pasteur
d’'une méthode expérimentale rigoureuse tout au
long de ses recherches, qui lui permettait d’avancer
habilement dans ses affirmations scientifiques et
de concevoir des remedes et des améliorations au
profit de I'industrie, ainsi que de la santé humaine et
animale.

Emile Duclaux et Emile Roux, un autre proche col-
laborateur de Louis Pasteur, ont tous deux déclaré
que Pasteur avait I'esprit d'un « génie ». Cependant,
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plus tard, en relisant la biographie de Pasteur écrite
par son gendre, René Vallery-Radot, ainsi que la Cor-
respondance de Pasteur 1840-1895 compilée par son
petit-fils Louis Pasteur-Vallery Radot, (1940) et des
articles plus récents sur le savant, je n'ai pas eu
I'impression que Pasteur était un génie ou un poly-
mathe typique comme Albert Einstein ou Léonard
de Vinci. Au contraire, j'ai eu l'image d'un indi-
vidu tres sensible, exceptionnellement observateur
et prudent, qui était extrémement curieux, sérieux
et littéralement obsédé par son travail de labora-
toire et, dans ses derniéres années, par son im-
age publique. Pasteur était apparemment capable
d’observer d’'infimes détails pour imaginer et, plus
tard, prouver des associations imprévues avant que
d’autres ne le fassent, par exemple, les liens entre la
stéréochimie et la fermentation microbienne et, plus
tard, les liens entre la fermentation microbienne et
les maladies infectieuses. Mais quelle était 1'origine
ou la source de la vision scientifique clairvoyante de
Louis Pasteur ? Etait-il un génie naturel 2 Ou était-ce
di a son éducation et a sa formation ?

Ce que les collaborateurs les plus proches de Pas-
teur appelaient son « génie » était peut-étre sa capac-
ité perspicace a voir des affinités cachées sous des
faits ou au sein de phénomenes apparemment tres
éloignés les uns des autres, en utilisant une approche
personnelle implacable de recherche « motivée » ou
« ciblée » pour mettre en lumiere ces phénomenes et
les relier a une thése ou une vision commune, tout
en créant des applications utiles. Un exemple détaillé
qui place Pasteur dans un autre domaine par rap-
port a ses détracteurs et concurrents contemporains
servira a illustrer ce point. Il s’agit du moment ot il
a raconté a Jean-Baptiste Biot ses observations lors
de la fermentation du racémate (ou paratartrate) de
sodium et dammonium, qui était initialement op-
tiquement inactif, mais qui, au fur et & mesure de
la fermentation, devenait progressivement optique-
ment actif. Pasteur a démontré que I'énantiomeére
d est métabolisé par le micro-organisme vivant en
fermentation, laissant 'énantiomere 1 en solution,
rendant ainsi la solution optiquement active. Pas-
teur a conclu que les micro-organismes fermenteurs,
comme les organismes supérieurs, sont composés
de molécules organiques dissymétriques, et qu’a ce
titre, pour leur nutrition, ils métabolisent sélective-
ment I"énantiomere qui correspond a leurs besoins
nutritionnels. Pour citer Pasteur, « Admettons donc

que toute fermentation est un acte corrélatif a un
acte vital. » (Lettre de Louis Pasteur a Jean-Baptiste
Biot, 7 septembre 1857) [2]. Cette affirmation, qui
nous semble banale aujourd’hui, était a I'’époque
inimaginable, voire révolutionnaire, car la fermen-
tation était considérée comme un processus pure-
ment chimique sans rapport avec les organismes vi-
vants. Le fait que Pasteur ait compris que la fer-
mentation est un « acte vital » ou un processus bi-
ologique des organismes vivants a été un véritable
moment d’euréka, car c’est le point de départ qui
I'a orienté vers une série de découvertes ultérieures.
Cela a conduit Pasteur a conclure que « l'univers
est asymétrique et je suis persuadé que la vie, telle
qu’elle nous est connue, est un résultat direct de
I'asymétrie de 'univers ou de ses conséquences indi-
rectes », une hypothése encore activement débattue
aujourd’hui [3].

Personnellement, en plus de mon intérét et de ma
fascination pour son travail et ses découvertes, je me
suis toujours interrogé sur les origines de l'esprit pro-
gressiste unique de Pasteur et sur les divers facteurs
de son passé et de son éducation qui les ont faconnés.
I existe cependant tres peu de documentation sur
les débuts de la vie de Pasteur, a 'exception du récit
biographique de son gendre (René Vallery-Radot),
qui est considéré par beaucoup comme un ou-
vrage d’hagiographie. En revanche, nous disposons
de la correspondance de Pasteur avec ses parents
et ses sceurs, compilée et annotée par son petit-fils,
Louis Pasteur Vallery-Radot. En utilisant ces sources
limitées, combinées avec ce que nous savons de
I'environnement familial et de I'’éducation précoce
de Pasteur, de ses influences culturelles (comme les
livres qu'il lisait), et de ses dessins et gravures, j'ai
tenté dans cet essai de formuler des hypotheses con-
cernant les influences de 1’enfance, de ’adolescence
et des toutes premieres années d’adulte de Pasteur en
tant que scientifique et comment elles ont contribué
a la formation de I'esprit de Pasteur, tout en recon-
naissant pleinement la mesure dans laquelle cela est
basé sur des preuves indirectes et, parfois, des spécu-
lations pures et simples.

2. Léducation a lamaison et a'école : Le para-
doxe de « I'enfant est le pere de ’Thomme »

Jean-Joseph Pasteur (1791-1865), le pere de Louis,
est orphelin a un jeune age, recoit peu d’éducation
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formelle et suit les traces de son peére et de son grand-
pére pour devenir tanneur. A 'age de 20 ans, il est
enr6lé dans 'armée napoléonienne pour combattre
dans les derniéres phases de la guerre péninsulaire,
de 1812 a 1814, dans la péninsule ibérique. Promu
sergent-major, il rentre en France au début de 'année
1814, recoit la croix de chevalier de 'Ordre de la
Légion d’honneur et continue a combattre jusqu’'a
I’abdication inconditionnelle de Napoléon le 6 avril
1814. Réformé peu apres, il retourne a Salins pour
reprendre la vie ordinaire de tanneur [4].

En tant que bonapartiste fervent, on ne peut
qu’'imaginer 'abattement du jeune homme apres la
défaite de Napoléon et son propre retour a une vie
relativement sans histoire apres ses expériences de
guerre. Cela a certainement eu un effet durable sur
sa personnalité et sa perception du monde. De re-
tour a son métier a Salins, Jean-Joseph, dont on disait
qu’il était un homme réfléchi et travailleur, continu-
ait a lire, a étudier et a peindre pendant son temps li-
bre malgré les rigueurs de la journée de travail (Pas-
teur Vallery-Radot, 1956). C’est a cette époque qu'il
rencontre sa future épouse, Jeanne-Etiennette Roqui
(1793-1849), décrite comme une femme modeste, in-
telligente et aimable, et le couple se marie en 1816.
Leur premier enfant est un fils, Jean-Denis, qui ne
vivra que quelques mois. Virginie, la sceur ainée de
Louis Pasteur, est née en 1818, suivie de Louis le 27
décembre 1822 et de deux sceurs cadettes, Joséphine
en 1825 et Emilie en 1826. Louis grandit donc dans ce
qui semble étre une famille trés unie avec ses parents
et ses trois sceurs a Dole puis a Arbois [4]. I ressort
de la correspondance entre Louis Pasteur et son pere
qu’ils entretenaient une relation chaleureuse et af-
fectueuse. N’oublions pas que dans les années 1820
et 1830, période de 'enfance de Louis Pasteur, les
péres sont souvent dépeints comme des personnages
séveres et autoritaires, sans émotion et incapables de
sourire [5]. Ce n’était absolument pas le cas de Jean-
Joseph Pasteur qui, d’apres sa correspondance, était
un pere aimant et capable de manifester cet amour a
ses enfants.

Pasteur entre a I’école primaire peu apres la mise
en pratique de la réforme de I'enseignement de 1816.
C’est la Restauration des Bourbons (1815-1830), ol
les enfants du pays sont regroupés pour recevoir
une instruction primaire gratuite. A cette époque,
I'« enseignement mutuel » était populaire parmi
les groupes d’éleves, ol les éléves les plus avancés,

c'est-a-dire les moniteurs, enseignaient les rudi-
ments de la lecture aux éléves plus jeunes ou moins
avancés, sous la supervision du directeur. Selon le
gendre de Pasteur, René Vallery-Radot, Louis Pasteur
aspirait a devenir moniteur, mais il ajoute que durant
ses premieres années d’école, Louis Pasteur n’était
pas exceptionnellement doué, juste un studieux
«bon éleve moyen » [4,6]. Les parents de Pasteur, bien
que n’‘ayant pas eux-mémes fait d’études formelles,
croyaient profondément en l'éducation de leurs
enfants.

Plus intéressant encore, Vallery-Radot mentionne
également que pendant les études de Louis, son pére
passait ses soirées avec son fils a I'aider a faire ses
devoirs et a s’'instruire lui-méme [4, 6]. Je suis en-
clin a croire que cette référence apparemment ba-
nale au fait que le pere s’asseyait avec son fils, ap-
prenant a ses cOtés pendant qu’il faisait ses devoirs
jour aprés jour, pourrait avoir joué un roéle primor-
dial dans I'imprégnation et le modelage de 'esprit
de Louis Pasteur. Cette situation a certainement créé
un environnement d’apprentissage inhabituel, ou le
pere et le fils ont d’abord appris ensemble, mais
oly, au fil du temps et des études de Louis Pasteur,
le fils est devenu de plus en plus le professeur du
pere. En fait, cette possible inversion des roles, si elle
était effectivement le cas, semblerait tout a fait ex-
ceptionnelle et exigerait beaucoup d’amour, de sen-
sibilité, de respect mutuel, d’humilité et de confi-
ance de la part des deux. Le jeune Louis Pasteur
a peut-étre reconnu dans cette situation une cer-
taine forme de vulnérabilité de la part de son pere,
un homme sans éducation formelle parce qu’il était
orphelin dans son enfance, qui cherchait toutes les
occasions d’apprendre aux cotés de son fils. Méme
des années plus tard, lorsque Louis était & I'Ecole
Normale Supérieure, il a continué a participer a
I'enseignement de son peére en lui envoyant des
problemes a résoudre, sous prétexte que son pére
« pourrait étre en mesure d’aider Joséphine », la je-
une sceur de Louis, mais tous deux savaient qu'il
s’agissait simplement d'une maniere respectueuse et
délicate de poursuivre I'expérience d’apprentissage
partagée entre leur fils et leur peére [4]. Dans une let-
tre datée du 2 janvier 1845, le pére de Pasteur écrit :
« J'ai passé deux jours sur un probleme, que j'ai
trouvé ensuite assez facile ; ce n’est pas une bagatelle
d’apprendre une chose et de I'enseigner tout de suite
apres » [2].
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Cette expérience d’apprentissage apparemment
exceptionnelle entre Louis Pasteur et son pere a eu
un effet personnel profond sur moi lorsque je I'ai lue.
Enfant, j'ai vécu une étrange expérience éducative
avec mon propre pere. Aveugle depuis I'age de cinq
ans, mon pere avait une peur bleue, jusqu’'a la pho-
bie, des insectes et des sons qu’ils émettaient. Lors
d’un pique-nique d’été, je me souviens de la détresse
et de l'intimidation de mon pere a cause du bour-
donnement, de la brusquerie et de la vibration des
ailes d’'une grande libellule que j’avais attrapée. Je me
suis immédiatement rendu compte, méme a un si je-
une age, que pour soulager sa détresse, je devais étre
honnéte en décrivant la nature des ailes et pourquoi,
en raison de leur structure striée, elles produisaient
un son si épouvantable aux oreilles de mon pere. En
outre, je lui ai expliqué que ni la forte vibration de
ses ailes, ni la libellule elle-méme, d’ailleurs, ne con-
stituaient une menace ou n’étaient dangereuses ou
offensantes de quelque maniere que ce soit. J'ai ap-
pris par la suite que cela allait a ’encontre des contes
de vieilles femmes selon lesquels les libellules (sou-
vent appelées localement « aiguilles a coudre ») vous
coudraient la bouche si vous les approchiez de trop
prés ou si vous profériez des blasphémes ! A partir
de cette expérience, je suis devenu en quelque sorte
les yeux de mon pere, lui expliquant le monde na-
turel tel que je le voyais, et j’ai réalisé que dans une
telle situation, je devais étre tout a fait exact, objec-
tif et véridique quant a ce que je lui décrivais. Cela
explique sans doute, au moins en partie, pourquoi je
suis devenu entomologiste !

Cette relation éducative me semble étre une sit-
uation exceptionnelle qui a nécessité que Louis de-
vienne un acteur et une influence active pour com-
pléter I'enseignement de son pere. Il est possible
que le fait de comprendre les lacunes dans les con-
naissances de son pere bien-aimé et de réaliser qu’il
détenait en partie les clés permettant a son pére
d’accroitre son apprentissage, ait pu produire une
forte motivation émotionnelle et filiale pour partager
et transmettre, au mieux de ses capacités, ses con-
naissances a son pere. Si cela était effectivement vrai,
cela aurait obligé Louis a maitriser le sujet avant
de s’asseoir avec son pére afin de pouvoir répondre
completement a ses questions et combler les lacunes
de connaissances.

Cette situation d’apprentissage affectif pré-
sumée ressemble a certains égards a la théorie de

I'apprentissage humaniste, dans laquelle 1'éleve de-
vient trés motivé et concentré sur 'apprentissage en
se trouvant dans un environnement physiquement,
émotionnellement et mentalement sir. Peut-étre
que l'intérét résolu du peére de Pasteur a apprendre
avec son fils et de son fils — en s’appuyant sur les
connaissances de base de son fils combinées a sa
propre expérience personnelle et aux connaissances
pratiques glanées au cours de sa vie — a pu sus-
citer et amplifier le désir de Louis d’apprendre et
d’enseigner lorsqu’il est devenu adulte.

Cette derniére partie, désormais proverbiale, du
titre de cet essai, « Louis Pasteur : Lenfant est le
pere de 'homme » est tirée du poeme « My Heart
Leaps Up », écrit en 1802 par le poéte romantique
anglais William Wordsworth (1770-1850). Plus com-
munément interprété comme exprimant'idée que le
caractere que I'on se forge dans I’enfance reste avec
nous dans notre vie d’adulte, ce qui semble vrai dans
le cas de Louis Pasteur, il capture également, dans un
sens différent, I'inversion possible des roles de Louis
et Jean-Joseph Pasteur — le fils aidant le pére a de-
venir plus savant, I'enfant jouant le role de pére pour
I'homme plus agé. C’est également un type de rela-
tion que Pasteur devait reproduire tout au long de sa
vie avec d’autres mentors, encore plus agés.

Pasteur sera éternellement reconnaissant a ses
parents pour leur amour et la précieuse éduca-
tion qu’ils lui ont donnée. En 1883, lors d'une vis-
ite dans la maison de son enfance, Pasteur évoque
le souvenir de ses parents, décédés des décennies
auparavant :

Oh ! mon pére, ma meére, chers dis-
parus, qui avez vécu si humble-
ment dans cette petite maison, c’est
a vous que je dois tout. Ton enthou-
siasme, ma meére au grand cceur, tu
me l'as insufflé. Si jai toujours as-
socié la grandeur de la Science a la
grandeur de la France, cest parce que
Jétais imprégné des sentiments que
tu m'avais inspirés. Et toi, trés cher
pere, dont la vie fut aussi dure que
ton dur métier, tu m’as montré ce que
peuvent accomplir la patience et les
efforts prolongés. Cest a toi que je
dois ma persévérance dans le travail
quotidien. Tu avais non seulement
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les qualités qui font une vie utile,
mais aussi l'admiration des grands
hommes et des grandes choses. Re-
garder vers le haut, apprendre au
maximum, chercher a s'élever encore
plus haut, tel était ton enseignement.
Je te vois maintenant, apres une dure
journée de travail, lisant le soir un
récit des batailles de l'époque glo-
rieuse dont tu as été le témoin. Tout
en m'apprenant a lire, tu avais soin
de me faire connaitre la grandeur de
la France. (Vallery-Radot, 1925)

3. Jean-Baptiste Biot : Plus qu'un mentor

Louis Pasteur établit un autre lien de filiation impor-
tant a 'age de 26 ans, alors qu’il est jeune agrégé-
préparateur a 'Ecole Normale Supérieure de Paris.
11 s’agit du célebre physicien agé, Jean-Baptiste Biot
(1774-1862), de pres de 50 ans son ainé, qui était pro-
fesseur de physique au Collége de France et mem-
bre de la prestigieuse Académie des sciences. En fait,
ce sont les expériences révolutionnaires de Pasteur,
décrites au début de cet article, visant a démontrer
que la stéréochimie était le lien entre I'activité op-
tique et la structure moléculaire du tartrate et du
paratartrate et de leurs sels qui ont rapproché les
deux hommes. Cet épisode a récemment été claire-
ment réexpliqué dans un article remarquable de
Ghislaine Vantomme et Jeanne Crassous [3]. En ef-
fet, Pasteur remarqua a la loupe que les cristaux
de paratartrate chimiquement identiques étaient en
fait deux types de cristaux dissymétriques, chacun
présentant une minuscule facette symétrique qui
était 'image miroir de l'autre et ne pouvait étre su-
perposée. Pasteur sépare donc les cristaux hémié-
driques de gauche des cristaux hémiédriques de
droite et observe séparément leurs solutions a l'aide
de la lumiere polarisée produite par un polarimeétre,
appareil congu par Biot. Les cristaux de gauche ont
dévié le plan de polarisation vers la droite et les
cristaux de droite vers la gauche. En mélangeant en-
semble le méme volume des deux solutions, faites
a partir de cristaux de droite et de gauche de poids
égal, le mélange était optiquement neutre et ne dévi-
ait pas le plan de polarisation alors qu’ils s’annulaient
mutuellement. Lorsque Biot, d’abord sceptique, est
témoin de la découverte de Pasteur, il proclame :

« Mon cher garcon, j'ai tant aimé la science dans ma
vie, que ceci me touche au cceur » [3].

Comme avec son pére 20 ans plus tot, nous voyons
Pasteur, jeune diplomé d’université, dans la position
de « professeur » démontrant a Biot, le vieux maitre,
la vérité de la question ! Biot est en effet stupé-
fait par la découverte de Pasteur, car les spécialistes
francais et allemands avaient déja passé des années
a essayer de comprendre cette énigme stéréochim-
ique. Biot aurait pu étre vexé ou envieux qu'un si je-
une scientifique ait fait une découverte aussi impor-
tante dans son propre domaine de spécialité. Au con-
traire, Biot adopte des lors une attitude tres bienveil-
lante a’égard de Pasteur, comme l'atteste leur abon-
dante correspondance [2]. Au cours des 13 années
suivantes, jusqu’a la mort de Biot, une complicité et
une amitié scientifiques véritablement chaleureuses
se développent entre les deux hommes malgré leur
différence d’age. Biot encadre et guide Pasteur dans
la complexité des relations humaines et les méan-
dres politiques de la science francaise et européenne
du milieu du XIXe siecle. Bien que Biot ait parfois,
comme un pere, réprimandé 'impulsivité de Pas-
teur, le ton général de ses lettres a Pasteur était sou-
vent paternel, gentil et affectueux. Biot perd son fils
unique en 1850, et on ne peut que se demander si,
au fil des ans, Louis Pasteur n'est pas devenu une
sorte de fils de substitution pour le vieil homme, et lui
un pere scientifique pour Pasteur lui-méme. Méme
des décennies aprés la mort de Biot, Pasteur a men-
tionné leur relation filiale dans un discours prononcé
lors de I'inauguration de la statue d’Olivier de Serres
(pere de I'industrie francaise de la soie) a Aubenas, en
Ardeche, en mai 1882. Pasteur dit : « Un homme dont
la bonté a mon égard a été vraiment paternelle (Biot)
avait pour devise Per vias rectas... » [4].

Les importantes découvertes de Pasteur dans le
domaine de la stéréochimie, qui ont conduit a sa
relation étroite avec Jean-Baptiste Biot, ont égale-
ment contribué a la reconnaissance de Pasteur par la
communauté scientifique en France et en Allemagne.
Les conseils bienveillants de Biot ont aidé Pasteur
non seulement sur le plan scientifique a cette péri-
ode critique de sa carriére, alors qu’il commencgait
ses études sur la fermentation, mais ont également
permis a Pasteur de recevoir la Légion d’honneur
en 1853 des mains de Napoléon III, et finalement
d’obtenir le titre convoité de membre de ’Académie
francaise des sciences en 1862.
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4. Linfluence du portrait et du pastel sur la
science de Louis Pasteur

A Tinsu de beaucoup, le pére de Pasteur, Jean-
Joseph, était un artiste de talent. Lun de ses tableaux
représente une scéne touchante de la guerre pénin-
sulaire, o1 un soldat francais portant un chapeau bi-
corne distinctif vient d’enterrer un camarade tombé
au combat. Louis Pasteur note au dos du tableau qu'’il
a été peint par son pere en 1826 [7]. Le talent artis-
tique personnel de Louis Pasteur, peut-étre influencé
par celui de son pere, s’est manifesté tres tot puisqu’il
aréalisé pres de 40 portraits de 13 a 18 ans au crayon,
au pastel, au fusain et en lithographie [8-11]. En fait,
des années plus tard, le trés respecté portraitiste et
paysagiste finlandais Albert Edelfelt (1884-1905), qui
a peint le célebre portrait de Louis Pasteur dans son
laboratoire, a commenté la grande qualité artistique
des portraits au pastel de Louis Pasteur, qu'il voy-
ait lors de ses fréquentes visites a la résidence Pas-
teur [8]. Edelfelt, qui s’est d’abord lié d’amitié avec
le fils de Louis Pasteur, Jean-Baptiste Pasteur (1851—
1908), critique d’art pour la revue Le Moniteur uni-
versel, est ensuite devenu un ami intime de toute la
famille Pasteur [8,12].

Bien que, pour des raisons qui restent obscures,
Pasteur n'ait plus dessiné artistiquement apres
I'adolescence, a l'exception d'un seul croquis de
sa femme allaitant un de leurs enfants, il est resté
extrémement intéressé par l'art et les artistes, dont
beaucoup étaient ses amis les plus proches [8-10].
Méme pendant ses années les plus chargées, Pasteur
prend toujours le temps de visiter les musées et les
expositions d’art a Paris et a I'étranger. Il ne man-
quait jamais le « Salon » qui se tenait au début du
mois de mai a Paris et qui était sans doute la plus
grande manifestation artistique annuelle du monde
occidental de 1748 2 1890 [11].

Pour en revenir aux études de Pasteur sur la
stéréochimie, des publications récentes de Gal [13],
Hansen [11], et Vantomme et Crassous [3] présen-
tent un argument convaincant (bien que spéculatif)
selon lequel il pourrait y avoir un lien entre les com-
pétences artistiques acquises par Pasteur au cours de
ses premieres années a Arbois en dessinant et en réal-
isant des lithographies et sa capacité ultérieure a dis-
cerner la chiralité (images miroir) des facettes hémié-
driques sur les cristaux gauche et droit de paratar-
trate. Le petit-fils de Pasteur a noté que les dessins et

les pastels de son grand-pére révélaient un puissant
don d’observation et un rare souci de précision [7].
Gal partage ce point de vue et suggere que la sensi-
bilité artistique de Pasteur et son expérience ont joué
un role important dans sa découverte de la chiral-
ité moléculaire. Gal [13] et Vantomme et Crassous [3]
soulignent ensuite I'importance de l'utilisation de
la lithographie par Pasteur, une technique qui re-
quiert la capacité de visualiser comment I'image
miroir d'un dessin gravé sur la pierre apparaitra sur le

papier.

5. Influences littéraires et philosophiques
dans une société en mutation

Les écrivains et les écrits de la Restauration des
Bourbons, période de cohabitation malaisée entre
I’ancien et le nouveau, sont considérés comme tran-
sitoires. La mesure dans laquelle certains traits per-
sonnels des auteurs ou leurs philosophies ont influ-
encé Louis Pasteur pendant son adolescence et sa
vie de jeune adulte est spéculative, mais le fait que,
dans sa correspondance avec ses parents, Pasteur
lui-méme mentionne ces auteurs, leurs ceuvres et,
dans une certaine mesure, la fagcon dont ils 'ont in-
fluencé, suggere qu'’ils 'ont effectivement touché et
qu'’ils ont pu jouer un réle important dans la forma-
tion non seulement de ses croyances, arguments et
hypotheses a I'’époque, mais aussi de ses jugements
de valeur plus tard dans la vie.

A la fin de son adolescence, dans sa correspon-
dance avec ses parents, Pasteur mentionne quatre
auteurs qui 'ont inspiré [2]. Le premier est Joseph
Droz (1773-1850), historien, éthicien, philosophe et
écrivain. Il est membre de la prestigieuse Académie
francaise a laquelle il est élu en 1824. Ecrivain pro-
lifique et figure intellectuelle majeure du début du
XIXe siecle, Droz est né dans la ville de Besancon ou
Louis Pasteur a obtenu son baccalauréat. Les deux
hommes partageaient un méme esprit franc-comtois
et une profonde affection pour les gens et les tradi-
tions de cette région de l'est de la France. De tous
les auteurs que Pasteur a lus pendant son adoles-
cence, Droz a certainement eu le plus grand impact.
I a lu deux des livres de Droz : Essai sur I'art d’étre
heureux et De la philosophie morale, qui semblent
étre devenus sa référence éthique. A propos de De la
philosophie morale, Pasteur écrit a ses parents le 7
décembre 1840 :
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Je wai jamais rien lu de plus sage, de
plus moral et de plus vertueux. Rien
n'est mieux écrit. A la fin de l'année, je
vous apporterai tous ces ouvrages de
M. Droz. On éprouve, en les lisant, un
charme irrésistible qui pénetre I'dme
et l'enflamme des sentiments les plus
sublimes et les plus généreux. Il n'y a
pas une seule lettre exagérée dans ce
que je vous raconte. Aussi, je ne lis
le dimanche, pendant les offices, que
les ouvrages de M. Droz, et je crois,
en agissant ainsi, malgré tout ce que
pourrait dire un cagotisme irréfléchi
et imbécile, me conformer aux plus
belles idées religieuses.

La philosophie essentielle de Droz, qui a si pro-
fondément marqué le coeur et 'ame de Pasteur al’age
de 18 ans, peut se résumer ainsi : « Chomme doit
tendre a la perfection de lui-méme ; il doit avoir la
passion du bien et le souci du bonheur de ses sem-
blables [14] ».

Xavier Boniface Saintine (1798-1865) était un dra-
maturge et romancier francais. En 1836, Saintine
écrit un roman sentimental populaire, Picciola, qui
attire le jeune Pasteur. Dans cette histoire, un an-
cien soldat qui a perdu confiance en 'homme est
incarcéré pour avoir comploté contre Napoléon. Le
prisonnier remarque une petite plante qui pousse
entre les pavés de la cour de sa prison. Cette pe-
tite plante devient bientot le centre de toute son at-
tention, jusqu’a I'obsession et la passion, représen-
tant pour le prisonnier le symbole de la liberté, de
la vie et de 'amour. La beauté délicate de cette mi-
nuscule plante a fleurs, qui pousse librement dans
un environnement aussi misérable, met en lumieére
pour le prisonnier la beauté et la force de la nature. Il
s’identifie alors a la plante pour transcender sa pro-
pre condition et décide d’enrichir son esprit et son
ame entre les murs désolés de sa cellule de prison.
Pasteur dans une lettre a ses parents le 31 mai 1841
dit qu'il trouve ce livre « tres intéressant » et qu'il
serait « trés instructif » pour ses sceurs de le lire [14].

Une autre source d’inspiration pour Pasteur était
Silvio Pellico (1789-1859), un écrivain, poete et dra-
maturge italien qui militait pour la réunification de
I'Italie. En raison de ses affiliations politiques, Pel-
lico a été arrété en 1820, jugé et condamné a mort en

1822, mais sa peine a finalement été commuée en 15
ans de prison dans des conditions abjectes. Pendant
son emprisonnement, il compose une tragédie, mais
ne pouvant I'écrire, il est contraint de s’en remettre
a sa mémoire. Finalement, sa peine de prison a été
réduite a un total de huit ans. A sa libération, Pellico
rédige un simple mémoire narratif de ses malheurs et
de ses souffrances en prison intitulé « Mes prisons »
ou « Mes dix ans de prison » (1832) qui sera traduit
dans plusieurs langues européennes et apportera la
gloire a Pellico. Pasteur recommande ce livre a ses
sceurs en disant : « Je voudrais qu’elles lisent cet ou-
vrage intéressant o1 'on respire a chaque page un fin
parfum de religion qui éléve et ennoblit ’ame » [2].

La derniere des quatre, Félicité Robert de Lamen-
nais (1782-1854), était un prétre catholique, un
philosophe et un théoricien politique francais. II fut
I'un des intellectuels les plus influents de la période
de la Restauration des Bourbons en France (1814-
1830), écrivant de nombreux pamphlets et consid-
éré comme le précurseur du catholicisme libéral
et social. Une source décrit de Lamennais comme
ayant eu « une nature exubérante, une intelligence
vive mais indocile, une imagination brillante mais
trés impressionnable, et une volonté résolue jusqu’a
I'obstination et véhémente jusqu’a I’exces » [15]. Pas-
teur ne dit pas dans sa correspondance pourquoi
exactement il a été attiré par les pamphlets de de
Lamennais, mais I'idée que les traits de caractere
décrits ci-dessus, si semblables a ceux de Pasteur,
ont résonné en lui est une hypothese raisonnable.

Dans les écrits de ces auteurs et dans leurs
philosophies, quelques thémes récurrents appa-
raissent : la piété filiale, '’évolution de la pensée re-
ligieuse, la beauté et la force de la Nature, la liberté,
la perte de la liberté, la reconquéte de la liberté,
I'affliction, le sérieux, 'importance d'un apprentis-
sage constant et régulier, la recherche du perfec-
tionnement par rapport aux expériences de la vie,
qu'elles soient positives ou négatives. Si Pasteur a
pris le temps d’écrire a ses parents au sujet de ces
livres, ils ont di avoir un impact sur lui. La richesse
de leur contenu et de leur philosophie a certaine-
ment nourri intellectuellement et donné matiere a
réflexion a 'adolescent Louis Pasteur.

Lessor littéraire et philosophique du début du
XIXe siecle s’accompagne d'un essor scientifique
et technologique. La théorie et la pratique sci-
entifiques connaissent également des transitions
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avec 'amélioration des microscopes et 'avénement
d’autres instruments optiques, qui permettent
d’approfondir I'étude des phénomenes chimiques,
physiques et biologiques. L'arrivée a 1'dge adulte
de Pasteur durant cette période expansionniste du
début des années 1840 aurait sans aucun doute
eu un impact majeur sur lui et sa science. Lessor
économique concomitant et les changements so-
ciétaux rapides de la méme période ont entrainé
des transformations sociales progressives, stimulées
par des mouvements tels que les utopistes saint-
simoniens qui militaient pour une transformation
immédiate et radicale de la société. Elle a également
marqué le début, pour une grande partie de 'Europe,
de la transformation d'une société essentiellement
rurale en une société industrielle.

Sous l'influence de cette myriade de développe-
ments et de changements, I'esprit de Pasteur est
stimulé et il devient avide d’en apprendre encore
plus, aidé par le fait que la technologie appropriée
pour le faire devient maintenant disponible.

Lorsque Pasteur retourne a Paris en 1842, apres
une tentative ratée quatre ans plus tot en raison d'un
mal du pays aiguy, il a énormément miri ; il a investi
beaucoup de temps dans ses études et a augmenté sa
base de connaissances. On a I'impression, d’apres sa
correspondance avec ses parents, que les études oc-
cupaient la majeure partie de son temps, y compris
les week-ends. Lorsque, des années plus tard, lors
d’'une réunion d’école a Arboais, les fils de ses cama-
rades de classe lui demandent comment il a fait pour
faire tant de découvertes diverses et réussies, Pasteur
répond : « Persuadez-vous que c’est dans un travail
assidu, sans autre don particulier que celui de la per-
sévérance dans l'effort, joint peut-étre a l'attrait de
tout ce qui est grand et beau, que j'ai trouvé le secret
de ces succes » [6].

Sur la base de ce qui précede, je suis de plus en
plus convaincu que le soi-disant « génie » de Pasteur
était en fait une combinaison de tous ses traits per-
sonnels réunis au moment précis ol la théorie pou-
vait étre remise en question par l'expérimentation,
facilitée par les nouvelles technologies disponibles.

6. Origines de la recherche « motivée » ou
« ciblée » de Pasteur

Lun des aspects de I'ceuvre de Pasteur qui a été
mentionné a plusieurs reprises par les auteurs est le

lien entre ses découvertes fondamentales grace a des
recherches expérimentales précises et 'application
directe des résultats a I'industrie et a I'amélioration
du bien-étre des animaux et des hommes. On cite
souvent Pasteur pour avoir dit « il n'y a pas de sci-
ences appliquées, seulement des applications de la
science ».

Au milieu du XIXe siécle, la relation entre la
recherche expérimentale et les applications con-
cretes n'est pas rare. Cela peut étre 1ié, du moins
en partie, aux développements et a la compétitiv-
ité croissante des industries européennes au cours
de leurs diverses révolutions industrielles. Par ex-
emple, en 1800, Napoléon était déja résolu a faire
de l'industrie francaise une industrie supérieure a
celle de toutes les autres nations, en particulier
I’Angleterre. Cela a conduit a la création de la Société
d’encouragement pour 'industrie nationale en 1801.
Il est intéressant de noter que le professeur de chimie
de Pasteur, Jean-Baptiste Dumas (1800-1884), égale-
ment un mentor de longue date, a été président de
cette société de 1845 a 1864. Les propres activités de
recherche de Pasteur ont donc coincidé avec un envi-
ronnement du milieu du XIXe siécle ot recherche et
applications directes allaient de pair.

Dans un article d’opinion paru dans EMBO re-
ports, Antoine Danchin en souligne I'importance et
insiste sur le besoin accru de cette relation essentielle
entre la recherche pour générer des connaissances
et les applications pratiques, surtout dans le monde
d’aujourd’hui. 1l explique que ce que certains con-
sidérent aujourd’hui comme une « dichotomie en-
tre la recherche visant a générer des connaissances
et l'application de ces connaissances au profit de
I'humanité semble étre un développement récent ».
I explique qu’il y a 100 ans, Louis Pasteur a évité
ce débat en citant les contributions majeures, et
pourtant oubliées, de Pasteur a la science comme
un exemple parfait de la maniere dont la recherche
et ses applications ne sont pas séparées l'une de
l'autre. Pour Pasteur, la recherche visant a générer
des connaissances et les applications de ces connais-
sances au profit de l'industrie, puis de 'humanité,
étaient en fait inséparables. La « motivation » der-
riere tout cela, selon Danchin, était la curiosité,
la créativité et le fait que les découvertes entrain-
eraient davantage de connaissances, ce qui permet-
trait de trouver d’autres moyens d’améliorer les pro-
cessus et notre bien-étre. Comme le dit Danchin,
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« Pasteur a développé ce que nous pourrions appeler
la recherche ‘motivée’ » [16].

Vantomme et Crassous [3] abordent également
la relation entre la recherche fondamentale et la
recherche appliquée dans le contexte de Pasteur.
Leur point de vue rejoint celui de Danchin en ce
sens qu'ils considerent que le sens de la découverte
de Pasteur est lié a la capacité de s’étonner, d’étre
conscient de quelque chose d’inhabituel, d’avoir une
pensée critique et d’essayer d'imaginer une interpré-
tation. Les auteurs soulignent que le travail fonda-
mental et les connaissances de base conduisent a des
découvertes révolutionnaires. IIs considerent Pasteur
comme un expérimentateur de grand talent, doté de
capacités déductives exceptionnelles, et comme un
génie dans le sens ou ses nombreuses recherches
partaient toujours d’observations quotidiennes et
d’une question d’intérét appliqué (« science ciblée »),
dont il profitait pour développer des principes sci-
entifiques trées fondamentaux et acquérir une com-
préhension des phénomeénes généraux. Une qual-
ité apparemment essentielle dans ce processus de
recherche « motivée » est 'implacable persévérance
de Pasteur pendant I'expérimentation, une capac-
ité qu’il disait avoir apprise de son pere et qu'il
a mentionnée a plusieurs reprises tout au long
de sa vie.

Que Pasteur ait développé le concept de recherche
« motivée » ou « ciblée » ou qu’il I'ait simplement
mis a profit pour faire ses découvertes, il ne fait
aucun doute qu’entre ses mains, cette méthode a
été particulierement fructueuse. Pasteur a compris
I'importance de prendre en compte les demandes
et les besoins de la société. Les études approfondies
de Pasteur sur la fermentation alcoolique et sa com-
préhension du fait que I'altération ou les « maladies »
du vin et de la biere étaient causées par des micro-
organismes indésirables qui interféraient avec le pro-
cessus normal de fermentation en sont un bon exem-
ple. Cela I'a poussé a expérimenter et a développer
le traitement thermique de la biere et du vin, connu
sous le nom de « pasteurisation », qui désactiverait
les micro-organismes indésirables et préserverait la
biére et le vin. Les recherches « motivées » de Pas-
teur sur le sujet ont coincidé avec le développement
et 'expansion des industries brassicoles et vinicoles
en Europe.

Pasteur et ses collaborateurs ont également ap-
pliqué une approche de recherche « motivée »

lorsqu’ils ont étudié les maladies des vers a soie
qui ravageaient l'industrie séricicole dans le sud de
la France (ils I'ont fait a la demande de Jean-Baptiste
Dumas, originaire de la région la plus touchée par
les épidémies). Pasteur a démontré qu'un agent
pathogeéne parasite était a I'origine de la maladie de
la pébrine et que des agents pathogeénes bactériens
étaient responsables d'une autre maladie appelée
flacherie. L'étude des maladies du ver a soie a jeté
les bases de la théorie germinale des maladies. La
découverte par Pasteur que le parasite de la maladie
de la pébrine pouvait étre transmis par les ceufs des
femelles infectées (transmission héréditaire ou verti-
cale) 'a également amené a mettre au point un nou-
veau procédé d’ensemencement ingénieux (grainage
cellulaire) par lequel, grace a une observation micro-
scopique, seuls les ceufs de papillons femelles vérifiés
exempts de corpuscules de la maladie de la pébrine
étaient sélectionnés. Les ceufs ainsi sélectionnés ont
donné des vers a soie sains qui ont produit des co-
cons de grande qualité. Non seulement ce procédé
d’ensemencement a partiellement rajeuni I'industrie
de la sériciculture en France et en Europe, mais en
1911, le procédé d’ensemencement de Pasteur a été
promulgué au Japon sous le nom de « Sericulture Act
of 1911 » en tant que méthode officielle de préven-
tion de la pébrine chez les producteurs d'ceufs de
vers a soie [17].

7. Conclusion

Alors, qu’est-ce qui a rendu Pasteur et son travail si
exceptionnels ? Je suis enclin a croire que la rela-
tion profondément affectueuse de Pasteur avec son
peére pendant sa petite enfance, et en particulier leur
expérience unique d’apprentissage commun, a créé
un lien spécial — une sorte de « bourgeon » émo-
tionnel et intellectuel rare qui s'épanouira plus tard
dans la vie. Il y a aussi l'association scientifique fil-
iale de Pasteur avec Jean-Baptiste Biot, ou une fois
de plus Pasteur jouait le réle du « professeur » en ex-
pliquant ou en démontrant ses découvertes, mais la
encore la relation était équilibrée par leur profond
respect mutuel et leur chaleureuse amitié. Pasteur
a eu une chance incroyable d’entrer dans la sphére
intellectuelle de Biot, qui était 'un des physiciens
les plus éminents et les plus réputés de 1'époque,
doté de vastes connaissances, d'une expérience in-
surmontable, d'une profonde sagesse et de relations
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avec I'élite intellectuelle francaise et européenne. Ces
deux relations filiatives ont sans doute été déter-
minantes pour faire de Pasteur ce qu’il était. En
outre, des influences artistiques, philosophiques et
littéraires ont contribué a faconner l'esprit du je-
une Louis. Enfin, on ne peut oublier la pensée pro-
fonde de Pasteur, son sens aigu de l'observation
et son inépuisable expérimentation méthodique qui
ont également contribué a ses découvertes et a leurs
applications.

On pourrait dire que 'ensemble de ces influences
n'a rien d’extraordinaire, que beaucoup auraient
pu vivre des expériences similaires, tout comme
n'importe laquelle des nombreuses étincelles pro-
duites par un silex peut allumer le feu. On ne peut
certainement pas nier que I'’environnement sociétal,
économique, scientifique et technologique des an-
nées 1840 a servi d’amadou remarquable. Comme
des graines tombant sur un sol fertile, I'esprit et'ame
du jeune Louis étaient peut-étre ainsi préparés a
s’engager dans cet environnement favorable et a en
tirer profit.

La transformation en cours de 'Europe en une
puissante société industrielle a également joué son
role dans la formation de Pasteur et de ses décou-
vertes. Les industries de la fermentation et les indus-
tries connexes étaient en plein essor et disposaient
de fonds considérables, mais elles avaient égale-
ment besoin de résoudre des probléemes complexes
d’altération liés a des « maladies » ou a des contami-
nations microbiennes qui pouvaient ruiner leurs pro-
duits et mettre en péril leurs industries. A 'époque,
la recherche était de plus en plus « motivée », c’est-
a-dire qu’elle visait a résoudre des problémes com-
plexes liés a des processus industriels et a leur réus-
site (comme dans le brassage, la fabrication du vin et
du vinaigre, 1'élevage des vers a soie sans maladie),
et s’appuyait sur une expérimentation méthodique
et des connaissances scientifiques approfondies. Ce
solide environnement industriel a vocation scien-
tifique et technologique a donné a Pasteur I'occasion
d’approfondir ces problémes et de les résoudre.

Malgré deux siecles d’études et de recherches sur
les origines de 'esprit scientifique exceptionnel de
Pasteur, nous n’en sommes toujours pas certains. J’ai
néanmoins essayé d’apporter quelques éléments de
réflexion pour continuer a nourrir cette spéculation.
Quoi qu’il en soit, Louis Pasteur reste 'une des figures
scientifiques les plus marquantes du XIXe siecle, un

homme dont les découvertes ont changé le monde et
sont toujours d'une importance capitale aujourd’hui.
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Abstract. Louis Pasteur was born in Dole on December 27, 1822. The Pasteur family left the town of
Dole in August 1825. After five years in Marnoz, Jean-Joseph Pasteur rented a tannery in Arbois in 1830.

In the 1831 register of house visits, he is mentioned at 83 rue de Courcelles: “Pasteur Jean-Joseph,
tanner, age 39, from Besangon. Jeanne Etiennette Roqui his wife, 37 years old, from Marnoz 4 children:
Jeanne-Antoine 11 years old. Louis 9 years old. Joséphine 5 years old. Emilie 3 years old. A worker, Eloy
Dole, 25 years old, from Poligny”. At that time, Arbois and its suburbs had nearly 7000 inhabitants. The
young Pasteur first attended the mutual education school and then the municipal college. After failing
in Paris in 1838 to prepare for the baccalaureate, Pasteur studied rhetoric in Arbois and then, in 1839,
at the royal college in Besancon. In 1842, Pasteur entered the Ecole normale supérieure. In 1849 he
became a professor at the faculty of Strasbourg, 1854 professor and dean of the new faculty of sciences
of Lille, 1857 Pasteur was at the Ecole normale supérieure as administrator and director of scientific
studies.

In spite of his high functions, Pasteur and his family always came back to Arbois, it was a return to
their roots.

“If there is no Arbois, there is no Pasteur,” said the writer and academician Erik Orsenna.

Résumé. Louis Pasteur est né a Dole le 27 décembre 1822. La famille Pasteur quitte la ville de Dole en
aolt 1825. Apres cinq années a Marnoz Jean-Joseph Pasteur loue une tannerie a Arbois en 1830.

Sur le cahier des visites domiciliaires de 1831, il est mentionné au 83 rue de Courcelles : « Pasteur
Jean-Joseph, tanneur, agé de 39 ans, originaire de Besancon. Jeanne Etiennette Roqui son épouse, agée
de 37 ans, originaire de Marnoz 4 enfants : Jeanne-Antoine 11 ans. Louis 9 ans. Joséphine 5 ans. Emilie 3
ans. Un ouvrier Eloy Dole agé de 25 ans, originaire de Poligny ». A cette époque Arbois et ses faubourgs
comptent prés de 7000 habitants. Le jeune Pasteur suit d’abord de1'école d’enseignement mutuel puis
du college municipal. Apres 1'échec parisien de 1838 pour préparer la baccalauréat, Pasteur fait sa
rhétorique a Arbois puis a la rentrée de 1839 c’est le college royal de Besangon. En 1842, Pasteur entre
a’Ecole normale supérieure. En 1849 il devient professeur a la faculté de Strasbourg, 1854 professeur
et Doyen de la nouvelle faculté des sciences de Lille, 1857 Pasteur est a 'Ecole normale supérieure
comme administrateur et directeur des études scientifiques.

Malgré ses hautes fonctions, Pasteur et sa famille reviennent toujours a Arbois, c’est le retour aux
sources.

«§’il n’y a pas Arbois, il n’y a pas Pasteur » a évoqué I'écrivain et académicien Erik Orsenna.
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1. Water stories: the Cuisance

The summer of 1883 was rainy. The vines had just fin-
ished flowering in early July. Already, the winegrow-
ers were predicting a harvest of mediocre quality. The
water swells in the turbulent streams of the Cuisance
River that crosses Arbois.

Pasteur and his family were vacationing in the
town, as they did every year, in the house that every-
one called “the Chdteau de la Cuisance’.

The Cuisance is born from two karstic resurgences
gushing out at an altitude of 350 m, in the heart
of two valleys that are called “reculées” in the Jura:
the Cul des Forges and the grotte des Planches. The
water seeps into the plateau to resurface at the foot
of the 150 m high cliffs, at the source. Loaded with
limestone by dissolution of the rock it has crossed,
the water flows forming unusual natural basins and
the famous waterfall of Tufs. Other waterfalls line its
course, some of which are in the heart of Arbois, one
of which is very close to the “Chéteau de la Cuisance”.

Pasteur knew this river since his childhood. The
walls of his father’s tannery were bathed in its cold
waters and fishing with his friends was one of the
favorite activities of the local kids.

The springs of the Cuisance are also a favorite
place for family picnics during the vacations. Adrien
Loir, Pasteur’s nephew by marriage, tells an anecdote:
“My brother, an ensign, who was spending a few days
in Arbois, had Mrs. Pasteur invite a family composed
of the mother and her two daughters, one of whom
was to become my sister-in-law, without the project
being official. The father, Intendant General Mony,
had remained in Paris. We knew my brother’s aspi-
rations. There was a walk to the sources of the Cui-
sance and, after the classic lunch on the grass, Pas-
teur said to my future sister-in-law: “You know, Miss,
that spurned lovers rush from the top of this rock. You
are not going to allow Maurice to follow this exam-
ple”. This is how the marriage proposal was made in
front of the whole family.

But the water of the Cuisance also questions the
scientist curious to understand each phenomenon.
During his work on wines, Pasteur established a rel-
evant analogy. Listening to the winegrowers explain-
ing the racking of a wine, Pasteur notes: “the racking
must be done in breezy weather, because the north

wind sticks the wine”: “One day he had a fine white
wine. It was cold, -north wind-. The wind from the
rain came all of a sudden and immediately all the
wine became cloudy’.

Pasteur then notes in his laboratory notebook the
comparison with the water of the Cuisance: “Influ-
ence of the north wind on the transparency of the wa-
ter of the river Arbois by the wind of the rain one does
not see the bottom of the water [...]. When the wind
blows, you can see a pin at a depth of 8 or 10 feet. The
water sticks by the wind. Also by the wind of rain the
moss, which is at the bottom of the water, which cov-
ers the stones, detaches itself and comes to the surface.
When the wind blows, it stays at the bottom of the wa-
ter and is even difficult to detach.

Explanation: when it is the wind that blows, the
barometric pressure is higher, the carbonic acid does
not release in the water, and it remains dissolved.
So no carbonate of lime in suspension. On the other
hand, when the wind blows, the barometer drops, the
carbonic acid is released and the foam is lifted by the
gas bubbles that form a balloon [...]” [1].

2. The summer of 1883 at 83 rue de Courcelles
ARBOIS (Jura)

In 1883, Pasteur needed a great deal of willpower
and patience to return to the vineyard of his child-
hood. The train journey required almost 10 hours.
But Pasteur had a love of the country that he was able
to communicate to his wife and children. As proof,
the description made by Jean-Baptiste Pasteur to his
friend René Vallery-Radot in 1879, a few months be-
fore his marriage to his sister Marie-Louise: “[... Our
shady alleys are everyone’s paths, our green corners
are the woods of the surrounding mountains, our
mossy banks exist only in your imagination, the coo-
ing brooks are reduced to a torrent that crosses Arbois
under the name of the Cuisance, and our castle is none
other than the most modest of dwellings located in the
middle of a small town, without the slightest garden
either in front or behind. It is here that my father spent
all his childhood and this house, partly inhabited by
my father’s sister and her family, he always wanted to
see it again, to meet there every year with us, to keep
it, by a feeling of pity for the venerated memory of the
grandfather Pasteur. Come then, my dear René, and
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Figure 1. In the laboratory of the house of Ar-
bois.

come quickly, you will see neither park nor turrets, but
you will find in a superb country, in the middle of a
family that adores you, a hospitality that you should
expect [...]" [2].

The 1883 vacations began earlier than usual on
July 12 and were particularly long, three months.

Indeed, on July 14, Pasteur had to go to Dole for
great festivities. The previous year, a municipal dele-
gation from the city of Dole had gone to Arbois to ex-
plain his project to the scientist. The idea was to place
a marble plaque on the outside of the house where
Pasteur was born.

But the scientist must not be very informative
about the situation of this house, moreover his father
had died 17 years before.

In the minutes of the city council of Dole, the
house is at 41 rue des tanneurs. On July 14, Pasteur
was facing the number 43... Arecent historical study
[3] shows that Pasteur was born in an apartment
of a beautiful mansion on the rue Granvelle, whose
large facade also faces the rue des tanneurs. But for
the emerging Pasteurian legend, a modest tannery
in which the father would have worked laboriously
suited the image better.

This was the first time that the scientist returned
to his native town, and he wrote to the writer Désiré
Nisard aboutitin aletter dated July 17: “In the last few
days, it is the town of Dole, where I was born, that has
surpassed even the tributes of Aurillac. My parents
left Dole when I was two years old and since then I
had never seen the street where they lived [...]" [4].

Faced with the magnitude of the Dole tribute to
Pasteur, which marked the cult of the great man
during his lifetime, Arbois did not let itself be sup-
planted.

eSS

Figure 3. Pasteur resting in the park of the
house in Arbois (oil on wood panel, painted by
Jean-Baptiste Pasteur, son of the scientist).

The people of Arbois also wanted to show their
deep attachment to Pasteur and his family by orga-
nizing a counter-demonstration.
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From the morning of the 12th, flyers circulated
in the city and invited each inhabitant to take part
in it. This ovation, adds the leaflet, “has no official
character, it is a spontaneous homage addressed by
the inhabitants of Arbois to their illustrious and dear
compatriot”. A Parisian journalist from Voltaire tells
how Arbois paid tribute to the scientist on July 13: “All
the notabilities of Arbois are there. These people seem
happy to be able to shake the hand of the one who
adds one more illustration to those of which Franche-
Comté is teeming’.

When the music stops and after the words of wel-
come, the students offer Pasteur, in the name of their
comrades, an enormous and magnificent bouquet.
He is moved, “embraces the pupils and in a language
as eloquent by the ideas as by the form, thanks his
compatriots for this demonstration which had a so
particular character of cordiality”. He expressed the
joy he felt each year to return to this beautiful cor-
ner of France where a part of his childhood and youth
was spent.

And then, addressing the crowd massed in front of
the door of the house: “It is a demonstration of good
democracy”, says Pasteur, “[...] You greet the point of
departure and the point of arrival. You celebrate the
son of the simple tanner, reached by the effort of his
work. But what you must also remember is the one
who, in charge of his family, did not shrink from any
sacrifice to give his children a good and complete ed-
ucation. The memory of my father, my dear compatri-
ots, must be present in this celebration’.

The words are frequently interrupted by applause
and greeted with cries of “Long live Pasteur!”

The honorary principal of the college, Belot, de-
clares: “[...] At the moment when a neighboring city
is preparing to celebrate the glory of having seen you
born, [...] we feel the need to come and show you our
sincere affection, and to claim from you, for the city of
Arbois, the honor to count you among its children. Is it
not indeed this house, which is still your favorite place
to stay, which sheltered your young years, which saw
you grow and develop under the affectionate vigilance
of afather [... ]2 Wasn't it the college of Arbois that wit-
nessed your first successes in letters and sciences? Is it
not the memory of those delightful years of childhood
and youth that, every year, invites you to come again
to enjoy the aspect of our green or purple hillsides, and
to breathe the pure air of our mountains, while resting
from your labors and your immense work?

Allow us therefore to give you the title of child and
citizen of Arbois; and if, less fortunate than our neigh-
bors, we cannot give you a more striking demonstra-
tion of what we feel for the eminence of your merit and
your talent, at least receive the assurance of all our re-
spect of all our sympathy of all our love.”

The celebration lasted more than an hour; each
Arboisien went to shake the hand of their compatriot,
‘as simple as all of them, and that the honors left
affable and benevolent” [5].

After these festive days, Pasteur participated in an-
other ceremony that he particularly appreciated: the
distribution of prizes at the Arbois College. On August
5, he presided over the ceremony. It was an opportu-
nity to bring up his memories because Pasteur loved
his school. Then he addressed the young students:
“What I love in you is youth and all that it awakens of
hope; what I love in you to the point of tenderness is
the house that you live in, with its old courtyard and
its old trees, this room where I once received a few
prizes, not always the first ones”.

Nevertheless, Pasteur yearned to find the calm
and pleasure of being a grandfather. In the morn-
ing his little daughter Camille, three years old, comes
with her grandmother to wake him up. The moments
of tenderness do not last long because Pasteur has to
work.

Nevertheless, he knew how to gather all his fam-
ily in this house that had not undergone any ma-
jor changes for almost half a century. However, be-
tween 1874 and 1883, the house was constantly be-
ing renovated, resulting in a complete restructur-
ing. The “Chateau de la Cuisance” was patiently fit-
ted out. As early as 1874, while the sister of the sci-
entist Virginie and her family continued the tan-
nery activity, major works were already undertaken,
which significantly modified the appearance of the
house. Pasteur installed his apartment there. Then,
in 1879, when he bought the neighboring house, he
had a laboratory and a study built. After 1880, when
he owned the entire house, he improved the first
floor.

On August 13, 1883, Pasteur wrote to his friend
from Saline, the geologist Jules Marcou: “[... ] We are
all together at the moment in Arbois. The repairs 1
have made to my father’s house will allow me to ac-
commodate everyone quite comfortably |[...]".

Finally, Mrs. Pasteur’s wish to have more
room to accommodate the whole family, her son
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Jean-Baptiste and his wife Jeanne, her daughter
Marie-Louise and her husband René Vallery-Radot
and their children, but also her sister Amélie, her
husband Joseph Loir, their children, her second sis-
ter Zevort and friends, is fulfilled. Some summers,
with family, nannies, maids, the house shelters up
to twenty people who according to Mrs. Pasteur
make “quite a lot of noise” and are very happy to be
together [6].

3. The testimony of Max Claudet

Max Claudet, sculptor, ceramist and friend of Pas-
teur, lives near Arbois, in Salins-les-Bains. Country
lunches are part of his vacation memories.

During the summer of 1883, Max Claudet agreed
to Pasteur’s request, unless the proposal came from
the artist: to create a commemorative ceramic dish.
“My dear Claudet, Your kindness is inescapable. I
hasten to answer your questions. For the record:

Member of the Academy of Sciences

Member of the French Academy

Member of the Academy of Medicine

Grand Cross of the Legion of Honor and not Grand
Officer which is the rank below.

As for the four discoveries, you could formulate
them as follows:

Dissymmetry Fermentations Wines Beers Virulent
diseases

Racemic acid. Life without air. Silkworms. Vac-
cines”.

With Max Claudet, it is a frank and sympathetic
friendship. The families received each other as this
menu, watercolored by the artist, testifies that the
guests knew how to be cheerful and above all were
not devoid of wit.

“Menu d'un ignorant pour un savant’, Soup of
a one year old volunteer, Chop without microbes,
Potatoes with today’s student, Inoculated chicken,
Egg with non-spontaneous generation, Salad with
racemic acid, Cream with little Camille, Heated wine
of Salins, Unheated Champagne”.

Max Claudet even went so far as to reveal in the
press his visit in the summer of 1883 to Arbois.

At Mr. Pasteur’s, Claudet wrote in L'Express de Lyon
of January 7, 1884 [5]. “The public always has a false
idea of a great man. Seeing him on a pedestal, he
judges him badly. [...]

Leaving the Arbois train station, after passing a
few houses in the suburb of Couturette [Courcelles],
you come to a stone bridge over the beautiful Cui-
sance river; on your right, a little below the road, you
see a two-story house, recently refurbished, an iron
gate that is always open and that lets you in to a door
on which you read an inscription: Louis Pasteur. It is
in this place that the great scientist comes to spend
his vacations with his numerous family.

On a beautiful morning, I rang the bell at this
door and entered a large antechamber of the simplest
kind; at the back of the room, near a glass door that
opens onto the garden, one can see on a pedestal the
bust of my master Perraud, the friend of the house. A
maid took me to the second floor, a vast laboratory.
On the walls, one can see flowers painted by the son
of Mr. Pasteur. Another staircase to climb, and I ar-
rived in a room without any other ornament than a
shelf full of books; while entering I saw, behind a large
table loaded with papers, the great scientist wearing
a small hat [...]. He was working; he welcomed me
with his beautiful smile and a good handshake: “I was
expecting you,” he said, and turning to a young man
who had just stopped writing on a small table, and
pointing to him with his hand: “Mr. Vallery-Radot,
my son-in-law. You see, he added, even though I'm
still on vacation, I don't have a moment to myself; I'm
making recommendations to my mission in Egypt,
which has just left to study cholera; all this is bother-
ing me, I didn’t sleep last night, I keep thinking about
it, 'm going to finish. In the meantime, I leave you
with my son-in-law”.

Vallery-Radot is young; also one is quickly at ease
with him. We leaned against the window. [...] He
announced to me for the end of the year a volume
in which he would explain to the people of the world
the great discoveries of his father-in-law.

So as not to disturb Mr. Pasteur, we went for
a walk in the garden behind the house [...]; soon
Mrs. Pasteur came to join us, good and affable as
usual; then came to group successively three charm-
ing and pretty women, the daughter, the daughter-
in-law and the mother-in-law of Mr. Pasteur [...];
only his son was missing. We finally discovered him
sitting on a stone in the river, drawing pictures
of three beautiful houses on the other side of the
water.

Soon the bell rang for lunch. It’s a bell T had placed
yesterday, said Mrs. Pastor, I had trouble getting
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everyone together, they're always at the four corners
of the house. We went into the dining room. It is diffi-
cult to get an idea of the liveliness of this gathering of
young people. Mr. and Mrs. Pasteur are not the least
cheerful. So much laughter!

“There is only youth, said Mr. Pasteur, it’s like that
every day here; so the people of Arbois who pass by
on the bridge and who hear us, stop and open their
eyes wide”.

When lunch was over, we went to the billiard
room. While we were having coffee, a maid brought
us little Camille Radot and Mr. Pasteur’s two little
nieces, three charming babies, pink and blond; noth-
ing was funnier than to see them kissing and play-
ing on the carpet. Mr. Pasteur’s little girl went to get a
box of candy, and with her shy and embarrassed look,
wanted to show it off to everyone.

Looking at these three charming children, one
could see all his joy and affection shining in the
grandfather’s eyes.

How nice, children, he said.

Some visitors arrived, and the living room was
soon full. I had to think of leaving this hospitable
house.

“Goodbye, said Mr. Pasteur, holding out his hand
to me, I am waiting from Lyon for my brother-in-
law, Mr. Loir, and other relatives, and we will all go
together to see you in Salins.

-No barbarians, replied Vallery-Radot, laughing”.

4. Library secrets

But this hubbub did not keep Pasteur from his work.

The farthest and quietest room on the second
floor, on the street side, is the library. Bright and
austere at the same time, the walls are painted a
dark brown. The huge pearwood bookcase gath-
ers books, notebooks. The shelves also hide the
memories of youth: Pasteur’s first dictionary, prize
books in college. The other two walls are filled
with trompe l'oeil cupboards and a glass book-
case containing the reports of the Academy of Sci-
ences, scientific volumes but also notebooks of trans-
lated foreign scientific articles that Pasteur regularly
annotated.

Alarge table is transformed into a sober desk, with
its desk pad, inkwell, penholder, and the cap of the
Master. Next to it, more modest in size, is a table that

serves as a desk for Adrien Loir, Pasteur’s assistant-
preparator, and for René Vallery-Radot. Here Pas-
teur found the calm and serenity for his considerable
work of writing: notes and communications to acad-
emies, synthesis of works, reading of translations of
scientific articles consigned in notebooks.

Pasteur liked to open the window. To the left, his
gaze dominated the waters of the Cuisance and its
waterfall, and in the distance, the hillsides. To the
right, the rue de Courcelles, then when he looks
up: the chapel of the Hermitage and the bell tower
of Notre-Dame church. Opposite, the house of his
friend Jules Vercel. One of the rooms served him for
some years as a laboratory to study fermentation.

With the window open, the softness penetrates
into the working room. The smells of tan are now
gone, and in autumn the city smells of fresh grapes.

With the window open, the interrupted murmur
of the water or the hooves of a horse at a trot lull the
work. Sometimes voices burst out in the local dialect.
The work is also punctuated by the sound of the bells
of the church Saint-Just.

Pasteur is there in a form of silence and solitude.

The previous year, drafts spread out on the big
table, he was busy preparing his acceptance speech
to the French Academy. In 1883, Pasteur and René
Vallery-Radot were side by side, in a happy com-
plicity. These two had found each other, a symbio-
sis that benefited the ambitions of both of them.
They had a common project, which would forge,
even before the discovery of the rabies vaccine, the
Pasteurian legend. As early as 1880, René Vallery-
Radot expressed the wish to write a biography about
his father-in-law. “We are thinking about the book
in question” wrote Mrs. Pasteur to her daughter,
“but we have not yet done anything to satisfy René.
Your father is resting completely, while meditating
on new projects of work. What concerns his biogra-
phy does not seem to seduce him much [...]. PS. In
fact your father has already thought of a project for
a program [...]” [7]. René insists, Mrs. Pasteur talks
again about this project to her husband: “It will be
long, very long and not convenient at all. However,
we will try to please big René whom we embrace
with you [...]” [8] she confides to her daughter on
July 29.

In his unpublished memoirs, René Vallery-Radot
recounts this ambitious project and gives details
about the summer of 1883: “I dreamed of being
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introduced by him to the history of his work. He had
reserved for me in his study a table close to his own.
The cabinet has remained intact with its large glass
bookcase, then along the two back walls separated
from each other by a closet of boards with shelves full
of life. Every morning I was with him. As soon as his
mail was unpacked, his letters read and most of them
answered, his scientific notes taken and prepared, he
prepared himself with an affectionate smile for my
ignorant interrogation [...]. He wished, and I wished
like him, that my Pasteurian instruction would begin
with a few notions on molecular asymmetry. Then
came the chapter on his research on fermentations,
[...] the problem of so-called spontaneous genera-
tions [...]. He resumed his studies on wine and vine-
gar [...]. Behind these diseases, as later behind the
silkworm disease, he foresaw the assimilation to con-
tagious diseases, both of them falling under what he
modestly called the germ theory, a theory that was
soon to be called a doctrine and that was to trans-
form hygiene, medicine and surgery [...]. Finally, in
connection with anthrax and rabies, the discovery
of vaccine viruses came to light. It was a sequence
that would delight the thoughts of the most educated
men [...] I listened with a joy of spirit and of heart
to this alternately ardent and restrained speech. Al-
most always it was about these recent experiences
and the hopes they raised. [...] But after this ini-
tiation, made easy by his admirable gift of clarity,
I was eager to know the whole of his feelings and
ideas.... At the end of the day, when, at the urg-
ing of Mme Pasteur, he agreed to take a walk on the
road to Besancon, my pressing questioning began
again”. This joint work is productive. René Vallery-
Radot completes his book in October. Pasteur is de-
lighted to have found a professional biographer in his
family.

He writes to his son Jean-Baptiste on the 15th and
tells him how pleased his son-in-law is to have com-
pleted his book. Pasteur himself is relieved and even
happier. “What a vacation I have had! I have not given
even one hour to my own studies. I am more tired
than when I arrived. But finally this book had to be
done: it is done. Praise be to God!” By mutual agree-
ment, the author and the co-author have already de-
cided on a definitive title: “Mr. Pasteur. His life and
work, by an anonymous person”. Pasteur wanted his
son to approve and informed him that Mr. Laurent
(husband of Pasteur’s niece, a professor of literature)

who had read the book, had given a very favorable
judgment. “He found the dissymmetry hard and we
ended up removing any scientific words. It is very
clear and clearer even with the vulgar language... It
is still quite abstract, but very pleasant to read and
one feels the underside which is great [...]".

But the laborious atmosphere is sometimes sus-
pended by the welcome of friends or Arbois wine-
makers wishing to have some information about
their wines. René Vallery-Radot reports that “who-
ever wanted to come in”, “in the morning, it was a
perpetual coming and going in his office. Recom-
mendations, apostilled jobs, it was up to the one who
would ask for his support, to the one who would ask
him for advice”.

Pasteur did not lose sight of his goal: science
and experimentation. In 1883, the laboratory at the
Chateau de la Cuisance was completed. City gas
lighting had been inaugurated on September 17,
1865: the Pasteur family could therefore take advan-
tage of this technical advance. The laboratory was
equipped with several gas burners, an oven with a
boiler, and running water from a large reservoir lo-
cated in the first floor courtyard.

5. The summer of 1883: science in efferves-
cence

In 1883, Pasteurian science had already reached
many milestones.

Through his work on airborne germs, his studies
and discussions on fermentation and putrefaction,
and his successes with wine, beer and silkworm dis-
eases, Pasteur was naturally led to extend his inves-
tigations to animal diseases. He himself had sensed
the resemblance between the role of microorganisms
in wine diseases and those likely to cause infectious
diseases. Pasteur announced his germ theory in 1878,
and his first work on infectious animal diseases dates
from 1880. In 1883, vaccines against chicken cholera,
sheep anthrax, and swine mullet were in production
and used by veterinarians. Pasteur and his collabora-
tors were already working on rabies vaccination.

During the vacations, Pasteur resumes his corre-
spondence with Achille Maucuer, a veterinarian in
Bolléne, Vaucluse, in order to obtain news about the
herd of pigs that had been vaccinated against red
mullet a few months earlier.
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It was Louis Thuillier, born in Amiens on May 4,
1856, and a preparator in Pasteur’s laboratory, who
discovered the infectious agent of the pig rouget or
porcine erysipelas during an epizootic raging in the
Vienne department. The tiny, rod-shaped bacterium
is called the bacillus of rouget or Erysipelothrix rhu-
siopathiae.

At Pasteur’s request, Louis Thuillier informed
Adrien Loir of the manipulations necessary for the
cultures of the mullet, cholera. Indeed, the produc-
tion of vaccines should not be suspended by the va-
cations, so Adrien Loir is in charge of preparing and
sending the doses to the veterinarians.

In one of his letters to Achille Maucuer, Pasteur
relates that, since August, the whole Loir family was
already on holiday but that Adrien did not remain
inactive: “[...] I have a small installation which allows
him to prepare the vaccine for mullet, because it is
preferable, as for anthrax, to take two doses of equal
strength, two weeks apart” [9].

Pasteur’s vaccination process requires the passage
of the pig’s red mullet microbe through rabbits. In-
fectious products from a pig that has died of rouget
or their cultures inoculated into rabbits always make
them sick and perish. If rabbit to rabbit is inoculated
with red shiner, the microbe becomes acclimated on
the rabbit. All animals die quickly. Cultures of the
blood of these rabbits in sterilized media become
progressively easier, more abundant.

It is these cultures, as well as those of chicken
cholera, that Loir realizes in Arbois by using the in-
cubator or oven installed by his uncle.

Loir uses the usual technique: culture in a medium
specific to the microscopic organism, in this case calf
broth for red mullet, chicken broth for cholera, then
dilution in a series of balloons.

Adrien Loir recounts: “I continued to ship the
chicken cholera vaccine and the mullet vaccine. Each
time I was sowing these vaccines, Pasteur was stand-
ing next to me. At that time, we had a Verick No. 7
objective to look at under the microscope; we did
not know how to use immersion objectives, nor did
we know how to stain microbes. All microorganisms
were looked at directly by taking them from the cul-
ture liquids” [10]. The vaccines were sent in small
light wooden boxes.

In the Arbois laboratory, in one of the cupboards,
balloons of “chicken broth of August 28, 1883” and
balloons of “calf broth 1pl” are still visible, sterile,

ready to be inoculated. The chicken ones are made
according to the usual preparation of chicken muscle
broths neutralized by potash and sterilized.

On a shelf in the laboratory, there is a vaccine that
was probably made by Adrien Loir from May cul-
tures brought to Arbois: “August 16, cholera vaccine
for hens sown by tube on May 25, p. 95”; in Pasteur’s
notebook, on page 95, we read the origin of the cul-
ture that was used to make this vaccine: “May 25. The
new culture is sown with good chicken broth which
is immediately introduced in closed tubes with a lit-
tle air. At the same time, under the wing, 6 new chick-
ens are inoculated” [11].

However, another disease took up both men’s at-
tention: rabies.

In 1831, when he was a child, Pasteur had un-
doubtedly witnessed, as a helpless spectator, the cau-
terization with red-hot irons in the nearby forge of
the inhabitants of the area bitten by a rabid wolf.
Nothing foreshadowed that he would become the
fighter of this terrible disease.

Work on rabies began around 1880 and the rabies
virus was also cultured in live animals. The virus had
to pass from rabbit to rabbit or from dog to dog in
order to obtain a fixed virus. The final development
of the vaccine by process of attenuation of the rabies
virus, by desiccation of marrow in the air with potash
in a bottle with double tubing intervenes.

As on every vacation, despite the distance of
500 km, the two laboratories remain in permanent
contact thanks to numerous epistolary exchanges: in
Arbois, with Pasteur and Adrien Loir, in Paris with
Doctor Emile Roux who, in 1883, has just defended
his thesis [12] dated July 30 and a preparator Eugene
Viala.

For this second fortnight of July 1883, Emile Roux
will send to Arbois seven long letters [13]. This de-
voted collaborator describes the state of the ani-
mals cage by cage. Pasteur then crossed out each
piece of information after having transcribed them
in his register of experiments. Roux gives the de-
tails of the daily operations, indicates the inscrip-
tion of the labels of the biological material of in-
oculation used so that Pasteur finds himself in his
own register of experiments. Moreover, in the strat-
egy of research, for a rigorous method, Roux and Pas-
teur have common reference points, i.e. identically
paginated notebooks of which a double is kept in
Paris. In addition to the precision of the labels, Roux
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communicates a page number which, in Pasteur’s
register, refers directly to the experiment commented
by his collaborator.

Roux also indicates the important letters that ar-
rived at the laboratory on rue d'Ulm and sends them
back to Arbois.

Pasteur and his nephew receive blood samples
from the experiments in progress in Paris. These were
then examined under the microscope in the labora-
tory of the “Chateau de la Cuisance”.

On August 23, 1883, Adrien Loir received a white
wooden box from the rue Vauquelin, an annex of the
Parisian laboratory where the experimental animals
were housed. It read “To Loir at Monsieur Pasteur’s in
Arbois Jura sample”. The experiments, most of which
were started before the departure for Arbois and then
followed from day to day to be recorded in the regis-
ter, are very numerous.

The historical experimental fact recorded in the
register of experiments or written in a letter can be
associated with the experimental object, in this case
blood samples. Several test tubes containing blood
samples in the form of capillary tubes are still stored
in the cupboards of the laboratory in Arbois!

The first one dates from August 24. Pasteur asked
Viala for some guinea pig blood and asked him to ex-
amine it himself as soon as possible under the micro-
scope: “Draw what you see and send it to me. Are the
blood corpuscles united, and in the intervals do you
see bacterial filaments” [14].

A few days later, after the death of the animal, Pas-
teur received the sample in Arbois, with the label in
Viala’s handwriting “4 Sept. Pure heart blood of the
guinea pig inoculated in Condé and died in the lab-
oratory during the night of the 3rd to the 4th”, Pas-
teur specifies with his own hand “(1883) (anthrax?)”,
because doubts sometimes arise during these exper-
iments.

Viala continued the experiments in the laboratory
in Paris, he reported to Pasteur on October 9 that a
rabbit inoculated with rabies tissue taken from a man
who had died of rabies had just died; he hastened to
use its bulb to infect two healthy rabbits by trepan-
ning.

Pasteur receives it in Arbois, a tube bears a hand-
written label from Viala: “9 Oct. rabbit heart blood
3rd passage, rabid man series dead from 8 to 9 Oct”.

On microscopic examination, the scientist re-
ports: “This time very full of spots”. The scien-

tist tries absolutely to detect the rabies virus, in
vain.

Pasteur also had rabies brains sent to him for his-
tological study, because he was convinced that there
must be a difference between a healthy brain and a
rabies brain*. Following the method he used to dif-
ferentiate between right and left paratartrate and tar-
trate crystals or corpuscles found in silkworm but-
terflies affected by pebrine, he carefully examined
rabies brain preparations for hours. On the histo-
logical brain sections, he tries to identify the rabies
tissue.

“We didn't use staining,” reports Adrien Loir, “It
was always the direct method that was used. At that
time, there were no immersion lenses and it was
a Verik No. 7 lens that was used. I made series of
emulsions of healthy brains, then of rabies brains. I
placed them under the microscope; I had two, so that
Pasteur would not wait. I would develop them and
Pasteur, after examining the preparations at length,
would say: “Here is a rabid brain and here is a brain
that is not. He was rarely wrong, he was unable to
specify what he saw, to show it to me, to define it. He
would ask my opinion, I must admit that I didn’t see
the difference. It was a repetition of what happened
with Roux in Paris. But in Arbois, the examinations
lasted for hours.

In fact, Pasteur discovered in rabies tissue what
was later called Negri’s corpuscles, named after the
Italian Adelchi Negri (1876-1912) who discovered
them in 1903. Research has shown that they are
specific to rabies tissue. As for the rabies virus, it
was observed under microscopy for the first time in
1963.

Finally, the third period is characterized by the
specific identification of the rabies antigen, in Negri’s
bodies, by immunochemical techniques.

6. The drama of the summer of 1883

A cholera epidemic broke out in Egypt. Pasteur learns
that the German Robert Koch is about to head a sci-
entific mission engaged in the study and the fight
against this disease. The newspapers reported that
the cholera epidemic was claiming up to 1500 victims
a day in Cairo.

Against the background of Franco-German rivalry,
Pasteur spent himself from Arbois to launch a French
mission.
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Louis Pasteur had been deeply affected by the de-
feat of 1870, taking refuge in Arbois, when the Prus-
sians approached the city with his family he fled to
Switzerland. When cholera broke out in Alexandria,
for the fifth time, he formed a team whose mission
was to go to Egypt in order to isolate the responsible
germ, if possible before Robert Koch.

The Pasteurian mission included Emile Roux and
Louis Thuillier, close collaborators, Dr. Isidor Straus,
a hospital doctor, and Edmond Nocard, a veterinar-
ian. The objective was set but the financial effort of
the state was not sufficient. Pasteur

The scientists start with a list of nine hygiene pre-
cautions and barrier gestures to avoid any contagion.
In addition, a 19-point protocol written by Arbois
to Emile Roux stipulates, among other things, to go
down to the best hotel, to examine under a micro-
scope the stools at various times and at different pe-
riods of the disease, to try the purification of the mi-
crobe by inoculation of various animals, to listen to
the account of all the facts observed since the current
epidemic etc.

On August 9 the team embarked from Marseille.
On August 15 the mission set to work in Alexandria,
nine days before the Germans. From Arbois, Pasteur
followed every detail.

But Louis Thuillier contracted the disease and
died at the age of 26 on September 18. Pasteur learns
of the news in Arbois and sinks into sadness. His pain
is immense and his days are silent. As always in un-
happy moments, he took refuge in his work.

7. The end of the vacations

At the end of the summer, Guyétand, a veterinar-
ian in Dole, reported an epidemic of red mullet. It
reached the villages of Chissey and Santans near Ar-
bois. Adrien Loir was asked by his uncle to study it:
he went to these villages on September 27 to observe
the nature of this epizootic that had begun on August
21.

In his recollections, Adrien Loir specifies in his
note: “Up to that day, out of a population of about
200 pigs, 24 had already died. As soon as I arrived, I
noticed the symptoms of red mullet on two pigs, one
dying and showing red spots on the neck and belly,
the other dead with a purplish belly, snout and al-
most the whole body; I did an autopsy and found the
characteristic lesions of the disease”. The death was

devastating for the animals. Alone in the field, Adrien
Loir confirms the diagnosis, eliminates the hypothe-
ses suggested by the veterinarian, i.e. the corpses of
pigs abandoned on the banks of the river. He ques-
tioned the inhabitants, investigated their movements
and established a chronology of events. He incrim-
inates a contagion between man and animal in a
“manu portée” way.

It is certain that a vaccination campaign had to
take place, only the study of the newspapers of the
district of Dole could affirm it. This epidemiolog-
ical study by a young and inexperienced prepara-
tor seems remarkable and reinforces Pasteur’s confi-
dence in his nephew.

Pasteur takes advantage of the last days of his va-
cation to put all the observations in order and to write
a communication that he will read on November 26
and 27 to the academies: The vaccination of the red
mullet of pigs with the deadly attenuated virus of this
disease by Messrs. Pasteur and Thuillier.

Pasteur begins with a tribute to his collaborator:
“Louis Thuillier had entered my laboratory after hav-
ing obtained the first rank in the competitive exami-
nation for the agrégation of Physical Sciences at the
Ecole normale.

He was a deeply meditative and silent person.
A masculine energy emanated from his person; it
struck all those who knew him. Of a tireless work, he
was ready for all the devotions”.

The long vacations of 1883 ended in mid-October.
Pasteur was bedridden for a few days in the small
room that had been his father’s room. It was also
here, on September 10, 1859, that Pasteur’s eldest
daughter, Jeanne, died of typhoid fever at the age of
10. Memories haunt this dark room. On the wall is
a plaster medallion of Napoleon I, daguerreotypes of
his father and photographs of his wife. The bookcase
where literary and scientific books are mixed, and a
small desk with an inkwell with the effigy of Cuvier
offered to Pasteur by Ulysse Gayon. The bed in the
alcove, with curtains and bedspreads cut from those
of Pasteur at the Ecole normale, is small. Pasteur is
1.63 meters tall and at that time the almost sitting
position is common for sleeping.

Pasteur contracted the flu. “Now I suffer from a
tooth as if I were your age,” he wrote to Adrien on
October 15.

To find the joys of Arbois, it will be necessary to
wait for the next vacations.
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Version francgaise

1. Histoires d'eau : la Cuisance

L'été 1883 est pluvieux. La vigne vient de nir sa o-
raison en ce début juillet. D'ores et déja, les vigne-
rons prédisent une récolte de qualité médiocre. Leau
grossit les ots tumultueux de la riviere Cuisance qui
traverse Arbois.

Pasteur et sa famille sont comme chaque année en
vacances dans la cité, dans cette maison que tout le
monde surnomme « le Chéateau de la Cuisance ».

La Cuisance nait de deux résurgences karstiques
jaillissant a 350 m d'altitude, au sein de deux vallées
gu'on appelle dans le Jura des « reculées » : le Cul des
Forges et la grotte des Planches. L'eau s'in Itre dans
le plateau pour resurgir au pied des falaises de 150 m,
a la source. Chargée en calcaire par dissolution de la
roche qu'elle a traversée, I'eau s'écoule en formant
d'insolites bassins naturels et la fameuse cascade des
Tufs. D'autres cascades jalonnent son cours, dont
certaines au coeur d'Arbois, I'une est toute proche du
« Chéteau de la Cuisance ».

Pasteur connait cette riviere depuis son enfance.
Les murs de la tannerie paternelle baignent dans ses
eaux froides et les parties de péche avec ses cama-
rades étaient I'une des activités préférées des gamins
du pays.

Les sources de la Cuisance sont aussi le lieu privi-
Iégié des pique-niques en famille lors des vacances.
Adrien Loir, neveu par alliance de Pasteur, rapporte
une anecdote : « Mon frére, enseigne de vaisseaux,
qui passait quelques jours a Arbois, avait fait invi-
ter par Mme Pasteur une famille composée de la
meére et de ses deux lles, dont I'une devait deve-
nir ma belle-sceur, sans que le projet fit o Y ciel. Le
pére, l'intendant général Mony, était resté a Paris.
Nous connaissions les aspirations de mon frére. Il

Sylvie Morel, director of the EPCC Terre de Louis Pas-
teur, for her welcome.
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y eut une promenade aux sources de la Cuisance
et, aprés le classique déjeuner sur I'herbe, Pasteur
dit & ma future belle-sceur : « - Vous savez, Made-
moiselle, que les amoureux éconduits se précipitent
du haut de ce rocher. Vous n'allez pas permettre a
Maurice de suivre cet exemple ». Voila comment fut
faite la demande en mariage devant toute la famille
réunie.

Mais I'eau de la Cuisance interroge aussi le scien-
ti que curieux de comprendre chaque phénomene.
Lors de ses travaux sur les vins, Pasteur établit une
analogie pertinente. En écoutant les vignerons expli-
citant le soutirage d'un vin, Pasteur note : « le sou-
tirage doit se faire par temps de bise, car le vent du
Nord colle le vin », « Un jour il avait du vin blanc n
clair. Il faisait froid, -vent du Nord-. Le vent de la pluie
est venu tout d'un coup et aussitdt tout le vin est de-
venu trouble ».

Pasteur note alors dans son cahier de laboratoire
la comparaison avec I'eau de la Cuisance : « In uence
du vent du Nord sur la transparence de l'eau de la
riviere Arbois par le vent de la pluie on ne voit pas
le fond de l'eau [...]. Arrive le vent de bise et on
verrait une épingle a huit ou dix pieds de profon-
deur. Leau se colle par la bise. En outre par le vent
de pluie la mousse qui est au fond de l'eau, qui
couvre les pierres, se détache et vient a la surface.
Par la bise elle reste au fond et se détache méme
diY cilement.

Explication : quand c'estla bise quisou Z e, lapres-
sion barométrique est plus forte, I'acide carbonique
ne se dégage pas dans I'eau, etil y reste dissous. Donc
pas de carbonate de chaux en suspension. D'autre
part, par le vent, le baromeétre descend, I'acide carbo-
nique se dégage et la mousse se souléve par les bulles
de gaz quifont ballon [...] » [1].
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2. L'été 1883 au 83 rue de Courcelles ARBOIS
(Jura)

En 1883, il faut une grande volonté et beaucoup de
patience a Pasteur pour revoir le vignoble de son en-
fance. Le voyage en train nécessite presque 10 heures.
Mais Pasteur éprouve cet amour du pays qu'il a su
communiquer a son épouse et a ses enfants. Pour
preuve, la description faite par Jean-Baptiste Pas-
teur a son ami René Vallery-Radot en 1879, quelques
mois avant son mariage avec sa sceur Marie-Louise :

«[...] Nos allées ombreuses sont les chemins de tout

le monde, nos coins de verdure sont les bois des mon-
tagnes d'alentour, nos bancs de mousse n'existent que
dans ton imagination, les ruisseaux roucoulant se ré-
duisent & un torrent qui traverse Arbois sous le nom de
la Cuisance, et notre castel n'est autre que la plus mo-
deste des habitations située en pleine petite ville, sans
le moindre jardinet ni devant ni derriére. C'est ici que

mon pére a passé toute son enfance et cette maison, en

partie habitée par la sceur de mon pére et sa famille, il
a toujours tenu a la revoir, a s'y retrouver chagque an-
née avec nous, a la garder, par un sentiment de pitié
pour la mémoire vénérée du grand-pére Pasteur. Viens
donc, mon cher René, et viens vite, tu ne verras ni parc,
ni tourelles, mais tu trouveras dans un pays superbe,
au milieu d'une famille qui t'adore, une hospitalité a
laquelle tu dois bien t'attendre [...] » [2].

Les vacances 1883 débutent plus tét qu'habi-
tuellement le 12 juillet et seront particulierement
longues, trois mois.

En eVet, dés le 14 juillet Pasteur doit se rendre a
Dole pour de grandes festivités. L'année précédente,
une délégation municipale de la ville de Dole s'était
rendue a Arbois pour expliciter au savant son projet.
Il est alors question d'apposer une plaque en marbre
commémorative sur la facade extérieure de la maison
dans laquelle Pasteur était né.

Mais le savant ne doit pas étre tres informatif sur
la situation de cette maison, en outre son pere est
décédé dix-sept ans auparavant.

Dans le compte rendu du conseil municipal de
Dole, la maison est au 41 rue des tanneurs. Le 14
juillet Pasteur se trouve face au numéro 43... Force
est de constater qu'une étude historique [3] récente
démontre que Pasteur est né dans un logement d'un
bel hétel particulier de la rue Granvelle dont la
grande facade donne également sur la rue des tan-
neurs. Mais pour la légende pasteurienne naissante,

Figure 1. Dans le laboratoire de la maison
d'Arbois (Photo P. Bruniaux).

Figure 2. Monument Pasteur a Arbois (Photo
P. Bruniaux).

une modeste tannerie dans laquelle le pére aurait la-
borieusement travaillé convenait mieux a l'image.

C'est la premiére fois que le savant revient dans
sa ville natale, il s'en ouvre a I'écrivain Désiré Ni-
sard dans un courrier daté du 17 juillet : « Ces jours
derniers c'est la ville de Dole, ou je suis né, qui a dé-
passé encore les hommages d'Aurillac. Mes parents ont
quitté Dole quand javais deux ans et jamais depuis je
n'avais revu la rue ou ils habitaient [...] » [4].
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Figure 3. Pasteur se reposant dans le parc de
la maison d'Arbois (huile sur panneau de bois,
peinte par Jean-Baptiste Pasteur, Is du savant)
(Photo P. Bruniaux).

Face a lI'ampleur de I'hommage dolois a Pasteur,
qui vient marquer de son vivant le culte pour le grand
homme, Arbois ne se laisse pas supplanter.

Les Arboisiens tiennent aussi a marquer leur atta-
chement profond a Pasteur et & sa famille, en organi-
sant une contre-manifestation.

Des le matin du 12, des prospectus circulent en
ville et invitent chaque habitant & prendre part a
celle-ci. Cette ovation, ajoute le prospectus, « n'a au-
cun caractere oY ciel, c'est un hommage spontané
adressé par les habitants d'Arbois a leur illustre et
cher compatriote ». Un journaliste parisien du  Vol-
taire raconte comment Arbois a rendu hommage au
savant le 13 juillet : « Toutes les notabilités d'Arbois
sont la. Ces gens paraissent contents de pouvoir ser-
rer la main de celui qui ajoute une illustration de plus
a celles dont la Franche-Comté fourmille ».

Quand la musique cesse et apres les mots de bien-
venue, les éléves oVrent a Pasteur, au nom de leurs
camarades, un énorme et magni que bouquet. Il est
ému, « embrasse les éleves et dans un langage aussi
éloquent par les idées que par la forme, remercie ses
compatriotes de cette manifestation qui avait un ca-
ractere si particulier de cordialité ». Il exprime la joie
gu'il éprouve chaque année de revenir dans ce beau

coin de France ou s'est passée une partie de son en-
fance et de sa jeunesse.

Et, s'adressant ensuite a la foule massée devant
la porte de la maison : « C'est une manifestation de
bonne démocratie », dit Pasteur, « [...] Vous saluez
le point de départ et le point d'arrivée. Vous fétez le
Is du simple tanneur, parvenu par I'e Vort de son
travail. Mais ce que vous devez vous rappeler aussi
c'est celui qui, chargé de famille, ne recula devant
aucun sacri ce pour donner a ses enfants une bonne
et compléte instruction. Le souvenir de mon pére,
mes chers compatriotes, doit étre présent dans cette
féte ».

Les paroles sont fréquemment interrompues par
les applaudissements et saluées de cris : « Vive
Pasteur ! ».

Le principal honoraire du college, Belot, déclare :
«[...] Aumoment ou une cité voisine se dispose a célé-
brer la gloire de vous avoir vu naitre, [...] nous éprou-
vons le besoin de venir vous manifester notre sincere
aVection, et revendiquer aupres de vous, pour la ville
d'Arbois, I'honneur de vous compter au nombre de ses
enfants. N'est-ce pas en &et cette demeure, qui au-
jourd’hui est encore votre séjour de prédilection, qui a
abrité vos jeunes années, qui vous a vu croitre et gran-
dir sous la vigilance a Vectueuse d'un pére[...] ? N'est-
ce pas le college d'Arbois qui a été le témoin de vos
premiers succes dans les lettres et dans les sciences ?
N'est-ce pas le souvenir de ces délicieuses années d'en-
fance et de jeunesse qui, chaque année, vous invite a
venir encore au vous réjouir de I'aspect de nos coteaux
verdoyants ou empourprés, et respirer l'air pur de nos
montagnes, en vous reposant de vos fatigues et de vos
immenses travaux ?

Permettez-nous donc de vous donner le titre d'en-
fant et de citoyen d'Arbois; et si, moins heureux que
Nos voisins, nous ne pouvons vous faire une manifes-
tation puis éclatante de ce que nous éprouvons pour
I'éminence de votre mérite et de votre talent, du moins
recevez l'assurance de tout notre respect de tout notre
sympathie de tout notre amour ».

La féte a duré plus d'une heure; chagque Arboisien
est allé serrer la main de leur compatriote, « aussi
simple que tous, et que les honneurs ont laissé aVable
et bienveillant » [5].

Aprés ces journées festives, Pasteur participe a
une autre cérémonie qu'il apprécie particuliere-
ment : la distribution des Prix au college d'Arbois.

Le 5 aodt il préside la cérémonie. C'est l'occasion
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de faire surgir ses souvenirs car Pasteur aima son
college. Puis il s'adresse aux jeunes éléves : «Ce que
jaime en vous c'est la jeunesse et tout ce qu'elle éveille
d'espérance; ce que j'aime en vous jusqua l'atten-
drissement, c'est la maison que vous habitez, avec sa
vieille cour et ses vieux arbres, cette salle ou jai regu
autrefois quelques prix, pas toujours les premiers ».

Néanmoins Pasteur aspire a retrouver le calme et
le plaisir de I'art d'étre grand-pére. Le matin sa petite
lle Camille, trois ans, vient avec sa grand-mere le
réveiller. Les moments de tendresse ne s'éternisent
pas car Pasteur doit travailler.

Néanmoins, il sait réunir tous les siens dans cette
demeure qui n'a pas subi de grandes transformations
durant preés d'un demi-siécle. Pourtant entre 1874 et
1883, la maison ne cessera d'étre en travaux aboutis-
sant a une restructuration compléte. « Le chateau de
la Cuisance » a été patiemment aménagé. Des 1874,
alors que la sceur du savant Virginie et sa famille
poursuivent l'activité de tannerie, de grands travaux
sont déja entrepris, ils modi ent de maniére impor-
tante I'aspect de la maison. Pasteur y installe son ap-
partement. Puis a partir de 1879, en achetant la mai-
son voisine, il fait aménager un laboratoire et un ca-
binet de travail. Aprés 1880, lorsque toute la maison
lui appartient, il améliore le rez-de-chaussée.

Le 13 ao(t 1883, Pasteur écrit & son ami salinois,
le géologue Jules Marcou : « [...] Nous sommes tous
réunis en ce moment a Arbois. Les réparations que j'ai
faites a la maison paternelle me permettront de loger
tout mon monde assez confortablement[...] ».

Finalement le souhait de Mme Pasteur d'avoir
plus de place pour accueillir toute la famille, son Is
Jean-Baptiste et son épouse Jeanne, sa lle Marie-
Louise et son époux René Vallery-Radot et leurs en-
fants, mais aussi sa soeur Amélie, son mari Joseph
Loir, leurs enfants, sa seconde soeur Zevort et des
amis est exauceé. Certains étés, avec famille, nour-
rices, bonnes, la maison abrite jusqu'a une ving-
taine de personnes qui selon Mme Pasteur font « pas
mal de bruit » et sont fort heureuses de se trouver
réunies [6].

3. Le témoignage de Max Claudet

Max Claudet sculpteur céramiste et ami de Pasteur
habite proche d'Arbois, a Salins-les-Bains. Les déjeu-
ners campagnards font partie des souvenirs de va-
cances.

Durant I'été 1883, Max Claudet accede a la de-
mande de Pasteur, a moins que la proposition vienne
de l'artiste : créer un plat en céramique commémora-
tif. « Mon cher Claudet, Votre obligeance est inépui-
sable. Je mempresse de répondre a vos questions.
Pour mémoire :

Membre de I'Académie des sciences

Membre de I'Académie francgaise

Membre de I'académie de médecine

Grand-croix de la Légion d'Honneur et non grand-
oY cier qui est le grade en dessous.

Quant aux quatre découvertes vous pourriez les
formuler ainsi :

Dissymétrie Fermentations Vins Biéres Maladies
virulentes

Acide racémique. Vie sans air. Vers a soie. Vac-
cins ».

Avec Max Claudet, c'est une amitié franche et sym-
pathique. Les familles se recoivent comme en té-
moigne ce menu aquarellé par l'artiste et montrant
gue les convives savaient étre enjoués et surtout
n'étaient pas dénués d'esprit.

« Menu d'un ignorant pour un savant », Soupe
d'un volontaire d'un an, Cotelette sans microbes,
Pommes de terre a I'étudiant d'aujourd'hui, Poulet
inoculé, Oeuf & la génération non spontanée, Salade
al'acide racémique, Créme a la petite Camille, Vin de
Salins chauVé Champagne non chau Vé ».

Max Claudet va méme jusqu'a dévoiler dans la
presse sa visite de I'été 1883 a Arbois.

Chez M. Pasteur écrit Claudet dans L'Express de
Lyon du 7 janvier 1884 [5] : « Le public se fait toujours
une fausse idée d'un grand homme. Le voyant sur un
piédestal, il le juge mal. [...]

En quittant la gare d'Arbois, aprés avoir passé
guelques maisons du faubourg de Couturette [Cour-
celles], on trouve un pont en pierre jeté sur la jo-
lie riviere de la Cuisance; sur votre droite, un peu
en contrebas de la route, vous apercevez une mai-
son a deux étages, remise a neuf depuis peu, une
grille en fer toujours ouverte vous laisse pénétrer jus-
gu'a une porte sur laquelle vous lisez une inscrip-
tion : Louis Pasteur. C'est dans ce lieu que le grand
savant vient passer ses vacances avec sa hombreuse
famille.

Par une belle matinée, je sonnai a cette porte, et
je pénétrai dans une grande antichambre des plus
simples; au fond de la piéce, prés d'une porte vi-
trée qui donne sur le jardin, on apercoit sur un socle
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le buste de mon maitre Perraud, I'ami de la mai-
son. Une domestique me t monter au premier étage,
vaste laboratoire. Sur les murs, l'on voit des eurs
peintes par le Is de M. Pasteur. Encore un escalier
a gravir, et j'arrivai dans une chambre sans autre or-
nement qu'un rayonnage bondé de livres; en entrant
j'apercus, derriere une grande table chargée de pa-
piers, le grand savant coi Vé d'une petite toque [...].
Il était en train de travailler; il m'accueillit avec son
beau sourire et une bonne poignée de main : « Je vous
attendais, » me dit-il, et se tournant vers un jeune
homme qui venait de cesser d'écrire sur une petite
table, et me le désignant de la main : « M. Vallery-
Radot, mon gendre. Vous voyez, ajouta-t-il, quoigu'en
vacances je travaille toujours, je n‘ai pas un moment
amoi; je suis en train de faire des recommandations a
ma mission d'Egypte, qui vient de partir pour étudier
le choléra; tout cela me tracasse, je n'en ai pas dormi
cette nuit, j'y pense continuellement, je vais terminer.
En attendant, je vous, laisse avec mon gendre. »

Vallery-Radot est jeune ; aussi est-on vite & son aise
avec lui. Nous nous accoudames sur la fenétre. [...]
Il mannonca pour la n de I'année un volume ou il
expliquerait aux gens du monde les grandes décou-
vertes de son beau-pére.

Pour ne pas troubler M. Pasteur, nous allames faire
un tour dans le jardin se trouvant derriere la mai-
son [...]; bientdt Mme Pasteur vint nous rejoindre,
bonne et aVable comme d'habitude; puis vinrent
se grouper successivement trois charmantes et jo-
lies femmes, la lle, la belle- lle et la belle-mére de
M. Pasteur [...]; il ne manquait plus que son Is.
Nous nimes par le découvrir assis sur une pierre
dans la riviere, tirant le portrait de trois belles mai-
sons qui se trouvaient de l'autre c6té de I'eau.

Bient6t on sonna le déjeuner. C'est une cloche que
j'ai fait placer hier, me dit Mme Pasteur, j'avais du
mal a réunir tout mon monde, ils sont toujours aux
quatre coins de la maison. Nous passames dans la
salle a manger. Il est di Y cile de se faire une idée de
I'entrain de cette réunion de jeunes gens. M. et Mme
Pasteur n'en sont pas les moins gais. Aussi que de
francs éclats de rire !

« Il n'y a que la jeunesse, me disait M. Pasteur,
c'est tous les jours comme cela chez nous; aussi les
gens d'Arbois qui passent, sur le pont et qui nous
entendent, s'arrétent en ouvrant de grands yeux ».

Le déjeuner ni, on passa au salon-billard. Pen-
dant que nous prenions le café, une bonne, nous

amena la petite Camille Radot et les deux petites
niéces de M. Pasteur, trois charmants bébés, roses et
blonds; rien n'‘était plus drdle que de les voir s'em-
brasser et jouer sur le tapis. La petite lle de M. Pas-
teur alla chercher une bofte de bonbons, et, avec son
petit air timide et embarrassé, voulut en faire les hon-
neurs a tout le monde.

En regardant ces trois charmants enfants, on
voyait briller dans les yeux du grand-pére toute sa
joie et toute son a Vection.

Que c'est gentil, les enfants, me dit-il.

Quelques visites arriverent, et le salon fut bientdt
comble. Il me fallut songer a quitter cette maison si
hospitaliére.

« Au revoir, me dit M. Pasteur en me tendant la
main, j'attends de Lyon mon beau-frére, M. Loir, et
d'autres parents, nous irons tous ensemble vous voir
a Salins, nous serons une vingtaine ce sera une vraie
invasion.

-Pas de barbares, répliqua en riant Vallery-Radot. »

4. Secrets de bibliotheque

Mais ce brouhaha n'écarte pas Pasteur de son travail.

La piéce la plus éloignée et la plus calme, au se-
cond étage, coté rue, est la bibliotheque. Lumineuse
et austére a la fois, les murs sont peints d'un brun
sombre. L'énorme bibliothéque en poirier regroupe
livres, cahiers. Les étageres cachent aussi les souve-
nirs de jeunesse : premier dictionnaire de Pasteur,
livres de prix au collége. Les deux autres pans de murs
sont comblés par des placards en trompe-I'ceil et
une bibliothéque vitrée renfermant les comptes ren-
dus de l'académie des sciences, des volumes scienti-
ques mais aussi des cahiers d'articles scienti ques
étrangers traduits que Pasteur annote réguliérement.

Une grande table se transforme en un bureau
sobre, avec son sous-main, encrier, porte-plume, et
le calot du Maitre. A c6té, plus modeste en dimen-
sion, une table qui sert de bureau a Adrien Loir, aide-
préparateur de Pasteur ou & René Vallery-Radot. Ici
Pasteur trouve le calme et la sérénité pour son travail
considérable de rédaction : notes et communications
aux académies, synthése de travaux, lecture des tra-
ductions d'articles scienti ques consignés dans des
cahiers.

Pasteur aime & ouvrir la fenétre. A gauche, son re-
gard domine les ots de la Cuisance et sa cascade,
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dans le lointain les coteaux. A droite, la rue de Cour-
celles, puis lorsqu'il Iéve les yeux : la chapelle de I'Er-
mitage et le clocher de I'église Notre-Dame. En face,
la maison de son ami Jules Vercel. Une des pieces lui
servit pendant quelques années de laboratoire an
d'étudier la fermentation.

Fenétre ouverte, la douceur pénétre dans le cabi-
net de travail. Les odeurs de tan sont maintenant ré-
volues, et a 'automne la ville embaume la vendange
fraiche.

Fenétre ouverte, le travail est bercé par le mur-
mure interrompu de I'eau ou les sabots d'un cheval
au trot. Parfois des éclats de voix dans le patois du
pays. Le travail est aussi rythmé par le son des cloches
de I'église Saint-Just.

Pasteur est la dans une forme de silence et de
solitude.

Lannée précédente, brouillons étalés sur la
grande table, il est accaparé par la préparation de
son discours de réception a I'Académie frangaise.
En 1883, Pasteur et René Vallery-Radot sont cote a
cote, dans une connivence heureuse. Ces deux-la
se sont bien trouvés, une symbiose qui pro te aux
ambitions de I'un et de l'autre. lls ont un projet com-
mun, qui va forger, avant méme la découverte du
vaccin contre la rage, la Iégende pasteurienne. Des
1880, René Vallery-Radot formule le souhait d'écrire
une biographie sur son beau-pére. « Nous pensons
au livre en question » écrit Mme Pasteur a sa lle,
« Mais nous n‘avons encore rien fait pour satisfaire
René. Ton pere se repose tout a fait, tout en méditant
de nouveaux projets de travaux. Ce qui regarde sa
biographie n'a pas a I'air de le séduire beaucoup[...].
P.S. En réalité ton pére a pensé déja a un projet de
projet de programme [...] » [7]. René insiste, Mme
Pasteur reparle de ce projet & son mari « Ce sera
long, tres long et pas commode du tout. On tachera
cependant de faire plaisir au gros René que nous
embrassons avec toi[...] » [8] con e-t-elle a sa lle le
29 juillet.

René Vallery-Radot raconte, dans ses souvenirs in-
édits, ce projet ambitieux et donne des détails sur
I'été 1883 : « Je révais d'étre initié par lui a I'histoire
de ses travaux. Il mavait réservé dans son cabinet de
travail une table proche de la sienne. Le cabinet est
resté intact avec sa grande bibliothéque vitrée, puis
le long des deux murs du fond séparés I'un de l'autre
par un placard de planches aux rayons chargés de
vie. Tous les matins j'étais aupres de lui. Dés que son

courrier était dépouillé, ses lettres lues et la plupart
répondues, ses notes scienti ques prises et prépa-
rées, il sS'apprétait avec un sourire a Vectueux & mon
interrogatoire d'ignorant [...]. Il désirait et je souhai-
tais comme lui que mon instruction pasteurienne dé-
butat par quelques notions sur la dissymétrie molé-
culaire. Puis arriva le chapitre de ses recherches sur
les fermentations, [...] le probléme des générations
dites spontanées [...]. Il reprenait ses études sur le
vin et le vinaigre [...]. Derriére ces maladies comme
plus tard derriére la maladie des vers a soie, il entre-
voyait I'assimilation aux maladies contagieuses, les
unes et les autres relevant de ce qu'il appelait modes-
tement la théorie des germes, théorie qui allait bien-
tét s'appeler doctrine et qui allait transformer I'ny-
giene, la médecine et la chirurgie [...]. En n a pro-
pos de la maladie charbonneuse et de la rage appa-
raissait en pleine lumiére la découverte des virus vac-
cins. C'était un enchainement a ravir la pensée des
hommes les plus instruits [...] J'ai écouté avec une
joie d'esprit et de coeur cette parole tour a tour ar-
dente et contenue. Presque toujours il s'agissait de
ces expériences récentes et des espoirs qu'elles sus-
citaient. [...] Mais apres cette initiation rendue fa-
cile par son admirable don de clarté, j'étais avide de
savoir I'ensemble de ses sentiments et de ses idées
[...]- Ala nde lajournée, lorsque sur les instances
de Mme Pasteur, il consentait & faire une promenade
sur la route de Besangon, mon questionnement pres-
sant recommencgait ». Ce travail commun est produc-
tif. René Vallery-Radot achéve son livre en octobre.
Pasteur est ravi d'avoir trouvé un biographe profes-
sionnel dans sa famille.

Il écrit a son Is Jean-Baptiste le 15 et lui annonce la
satisfaction de son gendre d'avoir achevé son livre.
Pasteur lui-méme est soulagé et encore plus heureux.
«[...]Quelles vacances jai passées ! Je n'ai pas méme
donné une heure a mes propres études. Je suis plus
fatigué qu'en arrivant. Mais en n ce livre devait se
faire : il est fait. Dieu soit loué ! ». D'un commun ac-
cord, l'auteur et le co-auteur ont déja arrété un titre
dé nitif : « M. Pasteur. Sa vie et son ceuvre, par un
anonyme ». Pasteur souhaite que son Is approuve
et l'informe que M. Laurent (mari de la niéce de Pas-
teur, professeur de lettres) qui a lu le livre, a porté un
jugement tres favorable. « Il a trouvé dure la dissymé-
trie et nous avons ni par supprimer tout mot scien-

ti que. C'est trés clair et plus clair méme avec le lan-
gage vulgaire. .. C'est encore assez abstrait, mais tres
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agréable a lire et on sent bien le dessous qui est grand
[...]».

Mais I'atmosphére laborieuse est parfois suspen-
due par l'accueil d'amis ou de vignerons arboisiens
souhaitant quelques indications sur leurs vins. « En-
trait qui voulait » rapporte René Vallery-Radot, « le
matin, c'était un va-et-vient perpétuel dans son ca-
binet. Recommandations, emplois apostillés, c'était
a qui solliciterait son appui, a qui lui demanderait un
conseil ».

Pasteur ne perd pas de vue le but poursuivi : la
science et I'expérimentation. En 1883, le laboratoire
du chéateau de la Cuisance est complément achevé.
L'éclairage au gaz de ville avait été inauguré le 17
septembre 1865 : la famille Pasteur peut donc pro ter
de cette avancée technique. Le laboratoire comporte
plusieurs becs de gaz installés, une étuve avec une
chaudiére, et I'eau courante grace a une grande a une
réserve située dans la cour du rez-de-chaussée.

5. L'été 1883 : la science en e Vervescence

La science pasteurienne a déja franchi beaucoup
d'étapes en 1883.

Par ses travaux sur les germes de I'air, ses études et
discussions sur les fermentations et la putréfaction,
grace a ses succes concernant le vin, la biéere et les
maladies du ver a soie, Pasteur se trouve naturelle-
ment conduit a étendre ses investigations aux a Vec-
tions animales. Il avait lui-méme pressenti la ressem-
blance entre le réle des micro-organismes dans les
maladies des vins et ceux susceptibles d'engendrer
les maladies infectieuses. Pasteur a annoncé sa théo-
rie des germes en 1878, et ses premiers travaux sur
les maladies infectieuses animales datent de 1880. En
1883, vaccin contre le choléra des poules, contre le
charbon du mouton, contre le rouget du porc sont
en production et utilisés par les vétérinaires. Pasteur
et ses collaborateurs se penchent déja sur la vaccina-
tion antirabique.

Durant les vacances, Pasteur repend ses relations
épistolaires avec Achille Maucuer, vétérinaire a Bol-
Iéne dans le Vaucluse a n d'avoir des nouvelles du
cheptel de porcs qui avait été vacciné contre le rou-
get quelques mois auparavant.

C'est Louis Thuillier, né a Amiens le 4 mai 1856,
et préparateur dans le laboratoire de Pasteur qui dé-
couvre l'agent infectieux du rouget du porc ou éry-
sipéle porcin lors d'une épizootie sévissant dans le

département de la Vienne. La bactérie minuscule, en
forme de batonnet, est appelée bacille du rouget ou
Erysipelothrix rhusiopathiae .

A la demande de Pasteur, Louis Thuillier a mis au
courant Adrien Loir, des manipulations nécessaires
pour les cultures du rouget, du choléra. En e Vet, la
production de vaccins ne doit pas étre suspendue par
les vacances, Adrien Loir est donc chargé de préparer
et d'envoyer les doses aupres des vétérinaires.

Dans une de ses lettres a Achille Maucuer, Pas-
teur relate que, depuis le mois d'ao(t, toute la fa-
mille Loir est déja en villégiature mais qu'Adrien ne
reste pas inactif : « [...] J'ai une petite installation
qui lui permet de préparer le vaccin du rouget, car
il est bien préférable, comme pour le charbon d'en
prendre deux d'une égale force, a quinze jours d'in-
tervalle » [9].

Le procédé de vaccination de Pasteur nécessite le
passage du microbe du rouget du porc par les la-
pins. Les produits infectieux d'un porc mort du rou-
get ou leurs cultures inoculées aux lapins les rendent
toujours malades et les font périr. Si I'on inocule le
rouget de lapin a lapin, le microbe s'acclimate sur
le lapin. Tous les animaux meurent rapidement. Les
cultures du sang de ces lapins dans les milieux sté-
rilisés deviennent progressivement plus faciles, plus
abondantes.

Ce sont ces cultures, ainsi que celles du choléra
des poules, que Loir réalise a Arbois en utilisant
I'étuve ou four a incubation installé par son oncle.

Loir a recours a la technique habituelle : culture
dans un milieu propre a I'organisme microscopique,
en l'occurrence du bouillon de veau pour le rouget,
du bouillon de poule pour le choléra, ensuite dilution
en série de ballon.

Adrien Loir raconte : « Je continuais a expédier
le vaccin du choléra des poules et celui du rouget.
Chaque fois que je semais ces vaccins, Pasteur se
mettait a c6té de moi. Nous avions a cette époque,
pour regarder au microscope, un objectif no 7 de Ve-
rick; nous ignorions l'usage des objectifs a immer-
sion, nous ignorions aussi la coloration des microbes.
Tous les micro-organismes étaient regardés directe-
ment en les prenant dans les liquides de culture »
[10]. Les vaccins sont envoyés dans des petites boites
de bois clair.

Dans le laboratoire d'Arbois, dans un des placards,
des ballons de « bouillon de poule du 28 ao(t 1883 »
et des ballons de « bouillon de veau 1p1 » sont encore
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visibles, stériles, préts a étre ensemencés. Ceux de
poules sont réalisés selon la préparation habituelle
des bouillons de muscles de poules neutralisés par la
potasse et stérilisés.

Sur une étagere du laboratoire subsiste un vaccin
sans doute réalisé par Adrien Loir & partir de cultures
du mois de mai apportées a Arbois : « 16 aolt semence
vaccin choléra des poules semé par tube du 25 mai
p. 95 »; dans le cahier de Pasteur a la page 95, nous
lisons l'origine de la culture qui a servi a faire ce
vaccin : « 25 mai. On ensemence la culture nouvelle
du bon [bouillon] de poules qu'on introduit de suite en
tubes fermés avec un peu d'air- En méme temps, sous
l'aile, on inocule 6 poules neuves » [11].

Mais une autre maladie accapare les deux
hommes : larage.

En 1831, alors enfant, Pasteur avait sans doute
été marqué, spectateur impuissant, a la cautérisation
aux fers rouges dans la forge voisine d'habitants des
environs mordus par un loup enragé. Rien ne pré-
sageait qu'il deviendrait le pourfendeur de cette ter-
rible maladie.

Les travaux sur la rage débutent vers 1880. La
culture du virus rabique se fait également sur des
animaux vivants. Le virus doit passer de lapin a la-
pin ou de chien a chien, a n d'obtenir un virus dit
xe. La mise au point dé nitive du vaccin par pro-
cédé d'atténuation du virus rabique, par dessiccation
des moelles a I'air avec de la potasse dans un acon a
double tubulure intervient.

Comme & chaque vacance malgré la distance de
500 km, les deux laboratoires restent en contact per-
manent grace a de nombreux échanges épistolaires :
a Arbois, avec Pasteur et Adrien Loir, a Paris avec le
docteur Emile Roux qui, en 1883, vient de soutenir sa
thése [12] datée 30 juillet et un préparateur Eugene
Viala.

Pour cette deuxieme quinzaine du mois de juillet
1883, Emile Roux enverra & Arbois sept longues
lettres [13]. Ce collaborateur dévoué lui fait la des-
cription de I'état des animaux cage par cage. Pas-
teur raye alors chaque renseignement apres les avoir
retranscrits dans son registre d'expériences. Roux
donne le détail des opérations journalieres, indique
l'inscription des étiquettes du matériel biologique
d'inoculation utilisé a n que Pasteur se repére dans
son propre registre d'expériences. Par ailleurs, dans
la stratégie de la recherche, pour une méthode ri-
goureuse, Roux et Pasteur ont des repéres communs,

c'est-a-dire des cahiers paginés a lidentique dont

un double est conservé a Paris. En plus de la préci-
sion des étiquettes, Roux communigue un NUMEro

de page qui, dans le registre de Pasteur, renvoie di-
rectement a l'expérience commentée par son colla-

borateur.

Roux signale également les lettres importantes ar-
rivées au laboratoire rue d'UIm et les réexpédie a Ar-
bois.

Pasteur et son neveu recoivent des échantillons de
sang, des expériences en cours a Paris. Ceux-ci sont
ensuite examinés au microscope dans le laboratoire
du « Chéateau de la Cuisance ».

Le 23 aolt 1883, Adrien Loir regoit une boite de
bois blanc de la rue Vauquelin, annexe du laboratoire
parisien ou sont logés les animaux d'expériences.
« A Loir chez Monsieur Pasteur a Arbois Jura échan-
tillon ». Les expériences, dont la plupart ont été com-
mencées avant le départ pour Arbois puis suivies au
jour le jour pour étre consignées dans le registre, sont
trés nombreuses.

Le fait expérimental historique consigné dans le
registre d'expériences ou écrit dans une lettre peut
étre associé avec l'objet expérimental, en l'occur-
rence des échantillons de sang. Plusieurs tubes a es-
sai contenant des prélevements de sang sous forme
de tubes capillaires sont encore rangés dans les pla-
cards du laboratoire d'Arbois !

Le premier date du 24 ao(t. Pasteur réclame a
Viala du sang de cobaye et lui demande de I'examiner
lui-méme au plus vite au microscope : « dessine ce
gue tu vois et envoie-moi le dessin. Les globules de
sang sont-ils réunis, et dans les intervalles vois-tu des

laments de bactéridie » [14].

Quelques jours plus tard, aprés la mort de I'ani-
mal, Pasteur recoit a Arbois I'échantillon, avec I'éti-
quette de la main de Viala « 4 sept. Sang pur coeur
du cobaye inoculé a Condé et mort en laboratoire
nuit du 3 au 4 », Pasteur précise de sa main « (1883)
(charbon ?) », car le doute s'installe parfois au cours
de ces expériences.

Viala poursuit les expériences au laboratoire de
Paris, il signale a Pasteur le 9 octobre qu'un lapin ino-
culé d'un tissu rabique prélevé sur un homme mort
de rage vient de mourir; Il sS'empresse avec d'utiliser
son bulbe pour infecter par trépanation deux lapins
sains.

Pasteur le recoit a Arbois un tube porte une éti-
guette manuscrite de Viala : « 9 oct. sang du coeur



Philippe Bruniaux

lapin 3e passage, série homme enragé mort du 8 au
9 oct. ».

A l'examen microscopique, le savant signale :
« Cette fois trés chargée de points ». Le savant tente
absolument de détecter le virus de la rage, en vain.

Pasteur se fait aussi envoyer des cerveaux ra-
biques pour les étudier au point de vue histologique,
car il est persuadé qu'il doit y avoir une di Vérence
entre un cerveau sain et un cerveau rabique. Sui-
vant la méthode qui lui a servi pour di Vérencier
les cristaux de paratartrate et de tartrates droits et
gauches ou les corpuscules découverts dans les pa-
pillons des vers & soie atteints de la pébrine, il exa-
mine minutieusement pendant des heures, des pré-
parations de cerveau rabique. Sur les coupes histolo-
giques de cerveau, il s'eVVorce donc de repérer le tissu
rabique.

« Nous ne faisions pas de coloration » rapporte
Adrien Loir, « C'était toujours la méthode directe qui
était employée. Il n'y avait pas encore a cette époque
d'objectifs aimmersion et c'était un objectif no 7 de Vé-
rik qui était utilisé. Je faisais des séries d'émulsions de
cerveaux sains, puis de cerveaux rabiques. Je les pla-
cais sous le microscope; j'en avais deux, pour que Pas-
teur n'attende pas. Je mettais au point et Pasteur, aprés
avoir examiné les préparations longuement, il disait :

- « Voila un cerveau rabique et voila cerveau qui ne
I'est pas. Il se trompait rarement, il était incapable de
préciser ce qu'il voyait, de me le montrer, de le dé -
nir. Il demandait mon avis, javoue que je ne voyais
pas de diVérence. C'était la répétition de ce qui se pas-
sait avec Roux, a Paris. Mais & Arbois, les examens du-
raient ainsi pendant des heures.

En fait Pasteur a découvert dans le tissu rabique ce
gu'on a appelé plus tard les corpuscules de Negri, ils
portent le nom de I'ltalien Adelchi Negri (1876—1912)
qui les a découverts en 1903. La recherche a démon-
tré qu'ils sont spéci ques au tissu rabique. Quant au
virus rabique, il a été observé en microscopie pour la
premiére fois en 1963.

Enn, la troisieme periode est caractérisée par
l'identi cation spéci que de I'antigéne rabique, dans
les corps de Negri, par des techniques immuno-
chimiques.

6. Ledrame de I'été 1883

Une épidémie de choléra éclate en Egypte. Pasteur
apprend que l'allemand Robert Koch est sur point
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de prendre la téte d'une mission scienti que enga-
gée dans l'étude et la lutte de cette maladie. Les jour-
naux relatent que I'épidémie de choléra fait au Caire
jusqu'a 1500 victimes par jour.

Sur fond de rivalité franco-allemande, depuis Ar-
bois, Pasteur se dépense sans compter pour lancer
une mission frangaise.

Louis Pasteur avait été profondément a Vecté par
la défaite de 1870. Réfugié a Arbois, il s'enfuit avec
sa famille vers la Suisse lorsque les Prussiens appro-
chérent de la ville.

Lorsque le choléra éclate a Alexandrie, pour la cin-
quiéme fois, il constitue une équipe dont la mission
est de partir en Egypte en vue d'isoler le germe res-
ponsable, si possible avant Robert Koch.

La mission pasteurienne comprend Emile Roux
et Louis Thuillier, proches collaborateurs, le docteur
Isidor Straus, médecin hospitalier et Edmond Nocard
vétérinaire. Lobjectifest xé maisl'e Vort nancier de
I'état n'est pas su Y sant. Pasteur

Les scienti ques partent avec une liste de neuf
précautions d'hygiene et gestes barriéres a n d'éviter
toute contagion. En outre, un protocole en dix-neuf
points écrit d'Arbois & Emile Roux stipule entre autres
de descendre dans le meilleur hétel, d'examiner au
microscope les selles a divers moments et a diverses
époques du mal, a essayer la puri cation du microbe
par inoculation d'animaux divers, & écouter le récit
de tous les faits observés depuis I'épidémie actuelle,
etc.

Le 9 aolt I'équipe embarque de Marseille. Le 15
ao(t la mission se met au travail a Alexandrie, neuf
jours avant les Allemands. Depuis Arbois, Pasteur suit
chaque détail.

Mais Louis Thuillier contracte la maladie, il est
emporté a I'dge de 26 ans le 18 septembre. Pasteur
apprend la nouvelle a Arbois, il sombre dans la tris-
tesse, sa douleur estimmense, ses journées restent si-
lencieuses. Comme toujours dans les moments mal-
heureux, il se réfugie dans le travail.

7. La ndesvacances

Ala nde I'été, Guyétand, vétérinaire a Dole, signale
une épidémie de rouget. Elle atteint les villages de
Chissey et de Santans proches d'Arbois. Adrien Loir
est chargé par son oncle de I'étudier : il se rend dans
ces villages le 27 septembre pour constater la nature
de cette épizootie débutée le 21 aodt.
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Dans ses souvenirs, Adrien Loir précise dans sa
note : « Jusqu'a ce jour, sur un eVectif de 200 porcs
environ, 24 étaient déja morts. Dés mon arrivée je
constate les symptémes du rouget sur deux porcs, l'un
mourant et présentant des taches rouges sur le cou
et le ventre, l'autre mort ayant le ventre, le groin et
presque tout le corps violacé; j'en ai fait I'autopsie et
ai trouvé les lésions caractéristiques de la maladie ».
La mort est foudroyante pour les animaux. Seul sur
le terrain, Adrien Loir con rme le diagnostic, élimine
les hypothéses suggérées par le vétérinaire a savoir
des cadavres de porcs abandonnés sur les bords de
la riviere. Il interroge les habitants, enquéte sur leurs
déplacements et établit une chronologie des événe-
ments. Il incrimine une contagion entre 'hnomme et
I'animal de fagon « manu portée ».

Il est certain qu'une campagne de vaccination a
da avoir lieu, seule I'étude des journaux de l'arron-
dissement de Dole pourrait I'a Y rmer. Cette étude
épidémiologique par un jeune préparateur inexpéri-
menté parait remarquable et conforte Pasteur dans la
con ance gu'il accorde a son neveu.

Pasteur met a pro t les derniers jours de vacances
pour mettre en ordre toutes les observations et rédi-
ger une communication qu'il va lire les 26 et 27 no-
vembre aux académies : La vaccination du rouget des
porcs a l'aide du virus mortel atténué de cette maladie
par MM. Pasteur et Thuillier.

Pasteur débute par un hommage a son collabora-
teur : « Louis Thuillier était entré dans mon labora-
toire aprés avoir obtenu le premier rang au concours
d'agrégation des Sciences physiques a sa sortie de
I'Ecole normale.

C'était une nature profondément méditative et si-
lencieuse. Une méle énergie se dégageait de sa per-
sonne; elle a frappé tout ce qui I'ont connu. D'un la-
beur infatigable, il était prét a tous les dévouements ».

Les grandes vacances de I'année 1883 s'achevent
mi-octobre. Pasteur est alité quelques jours dans
cette petite chambre qui fut celle d'abord de son pére.
C'est la aussi que le 10 septembre 1859, la lle ainée
de Pasteur, Jeanne, déceéde a l'age de dix ans d'une
evre typhoide. Les souvenirs hantent cette piéce
sombre. Au mur le médaillon en platre de Napoléon
ler, les daguerréotypes de son pere et des photogra-
phies de son épouse. Le meuble-bibliothéque ou se
mélent livre littéraire et scienti ques, et un petit bu-
reau avec un encrier a I'e Y gie de Cuvier oVert a Pas-
teur par Ulysse Gayon. Le lit dans l'alcbve, aux ri-

deaux et dessus de lit taillés dans ceux de Pasteur a
I'Ecole normale, est petit. Pasteur mesure 1 meétre 63

et & cette époque la position presque assise est cou-
rante pour dormir.

Pasteur a contracté une grippe. « Maintenant je
souVre d'une dent comme si j'avais ton age » écrit-il
a Adrien le 15 octobre.

Pour retrouver les joies d'Arbois, il faudra attendre
les prochaines vacances.

Con it d'intérét

L'auteur n'a aucun con it d'intérét a déclarer.
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