
 
 

Docking analysis and catalytic site prediction of azoreductase in E. coli, with a wide 

range of industrially important azodyes. 
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Computation of docking score between the ligands and the enzyme  

�������� ��� �����	� ��	�)�!������ ���� !�����	� ���� ��� ����*���� ������ ����!����� )���� �
�� �������� ��	� �������

������#����������!�����	������������������'��H������;��'�H<�9./:����� �����	�!��H����9.D:��������	�)���

	�!��������	�����)��#���	�!�����;�������<���	��#�	����;�����	�< ��
��������!���������������
��	�))�����������	��

Proceedings IWBBIO 2014.  Granada 7-9 April, 2014 1590



 
 

���
��
�����������)���������������*����	������%72�9.5:���	��
������������)��
��(&���	���	��������������������

�����	�������
���%72 ��

Functional site location 

�
�� !�������!� ��� )��!��������� ���������� ����	���� �)� �� �������� ���� ������ ��� �-���� ��� �*����������� !���������	�

������� �(���*�����
������������)�����	���!�����*������������������������������*������)������*���	����	�������

�
��
������������A���!����*��������)�������*���A������������ �(��!����
�����	�!������)�)��!����������������������

���*�	�������������!������ �����!
�������� )���!�����������������!������������� �%�������
�	��)��� )��!������� �����

�	����)�!������ �����#�� ��������� �)� ������ �!�	� ��A���!�� !�����*������ ��� 
���������� ��A���!���� ����	� ��� �
��

����������� �
��� )��!������� ������ ���� ������*���� !�����*�	� 	������ �*������� � �������� ����!������ ��)��������� 
���

����� ����� ���	� ��� 
���� �	����)�� �������� )��!������� ����� � 2����	� ���	���� ����� ���	�!����� �)� �
�� �#���	�!�����

��#��������!�����	�����������I&����$��	���90F: �,��������������	����
�	���
���!�;+(?<������������
�����������

��	�)��	����!���������)�����������
��
�������)�*�����������	���������� ��
����!���������������!�	�����������	���

�)��
��������
��	��)������������	����������!!��	��������
���������������	�������������)�����!
�!������ �

Hydrogen bonding and B factor 

�
��
�	���������	������	��
���&)�!���������
������*��������������������
��!�������!�����	������	�!���� �+�������!�

����	���
�	���������	����������*��������	��������
����������������	�)�����
��	�!��������	� �+�������!�����	���

�&)�!����� ��������������)� ����	���)��-������� �+�������!� ����	���� ���	� ���
�*�� �������&)�!����� �
������� ����	��� �

+�������!�����	��������*�������!���������������	���	�
��	�������!�������
��������
���������&)�!�������	�
�	������

���	��� ��
��
�	���������	������)�������������������	�)�����
��	�!��������	��� ��
���&)�!������)��
������	����

������!��������
��
�������	����	��
���!��*�������������������)�����'��)����)�����!
���������������	������	��
���

�*�����	��*����
���
��������	�� �

Results and Discussion 

PDB structure 

�
����#�����$%�&	����	������'(&�#���	�!������)�E.coli�
�����!��������#�	�����!�����!
���!����#�	�����
����

�����	��$%���6'7���	�,�� ��
������!����������������	�)�����'�����
��
���'���	��.H1� ��

Multiple sequence alignment  

+�������!� ����	���� ���� ����� !�����*�	� �
��� �
�� �*������ ����	���� 90.: � (��!�� �
�� !�����*�	� ����	���� �����

��*��������	����
�*�������������
������
��
��!�������!�����	��� ����2��������!
����������
��������������A���!��

�������������
��
���2������������
���	��
��!�����*�������)�������������
������	��� ��Proceeings IWBBIO 2014.  Granada 7-9 April, 2014

Proceedings IWBBIO 2014.  Granada 7-9 April, 2014 1591



 
 

Computation of docking score between the ligands and the enzyme  

��������� ���� �
�� ������ �)� ��)�� ���!������ ��� �
�� ����!����� ��*�� � �
�� �������� ������!����� ��� ���
��� ���
� ����
���

�������� ��� ���
� ������ ����!���� � %���� �������!��� ���	���� ����� ����)��� )���� ������!����� ���	�!����� � '�!�����

���	���
���	��
�����	�����))���������������)�
�	���������	����	��
�����	��������	��� �,�������������������������

�
��� �
�����	���� �))�������� 
�*��������*�� *����� ��
��� ��*����� �
�� 
��
� )������������)� �
��� ���!���� ��
��	�!��	�

!�����-��� ����� �����#�	� ���
� �
�� ����!����� *������#������ ������� ��%72� ��� �
���� ��� )��� 0 � �
�� 	�!�����

����������
���	��
����
����	����*�# �;a<���	������!����;4.??4<��;b<�J�������!�	��������!��.F��;31/?1D0<��;c<�

$'�K�+�B�������� 3�;03013D10<�)����	�(&���	�����
��
����#��������	�������&.F5�����&35���	����&..0�����	�

���&35��)������/������!��*��� �%����*������-�	�����
���	�	�!�����!��)������������
������)��
���������������	��

�)��
����������������L�? ?M	�!
�������#�	����;/F/F<����
�,����%��
�����	�;.F?F?<����
�,�����	����&./1��(����

;3?3/1?5<�,�����	�2��&.13���������
�;$'�K�+���	��� �0<�;31/?113<����
�,�������&./1���	��
�&./0���������

������� ;3D3D113<� ���
� ,��� ��	� ����������#�� ,,,� ;53/?D/D<� ���
� $%�� ��	� (��&.11 � �
�� *��������� ��� �
��

	�!������!������	���!������*����
���	����������
��������)�	�!������#����� ��
��������)�!����������*���)����������

����� ��� 
��
��� �
��� ���� ��
��� �#�� 	�� � �
�� ������ �!�	��� �
�&./0L���&./1L���&.D5L���&.14L2��&.13L���&

.F5L���&35L���&..0L���&0FFL���&.14L���&.3FL���&./1L2��&.45L�
�&./FL���&.4/L�
�&.44L���&.?.L���&

.41L2��&.?0L(��&.11L���&35�������!�����
�	�))�����������	����	�����������������!!�����)���!�������������
��
��

�!��*���������������	�)�����!��*����������	�!���� ��

Functional site location 

�!��*�� ������ �)� �
�� ������� �������� ����� ���	�!��	� ������ I&����$��	��� ��	� �
�� ������� )���� ���� *����	� ��	���

+
����� � ���� �!��*�� ������ ����� �������	� )���� �
�� ���	�� ������ ���
� �
�� !��������	���� ������ �!�	� ����	����

�������� ��� ��!
� �!��*�� ����� ;$��� .�< � 6�!
� �)� �
�� ������ ����� �������	� ��	� !������	� ���
� �
�� ������ �!�	��

������!��������
��
�� �����	�� ����
��	�!��������	� ��
���������!�	�����	���������)���	����
�*���������&)�!����

�
��� �
�� ��
��� ����	��� � �
�� /�
� �!��*�� ����� !�������� �)� ������ �!�	�� �
�!
� ���� ������!����� ���
� �����	�� ��� �
��

	�!��������	� ��
��	�!�������������
�����
����
���������!�	����!
�����
�&./0�����&./1��2��&.13�����&.14���	�

2��&.45� ���� *���� ��!
� �������	� ��� �
�� ������!����� ���
� ����� �
��� ���� �����	 � �
��� ��*����� �
��� �
���� ������

�!�	������!�������!�����	��� ��
���!��*�������*�������������������
����
����#����!���	�!������#������	���������)�

�#��	����900: ��

�

Hydrogen bonding and B factor 

���
� �
�� (�	������ ���	���� ��	� �
�� �&)�!����� ��� �
�� !������� ����!������ ����� ���	� ��� �� �������� �)� ����	���

)��-������� �����������
�����
����
���������!�	��������!��������
��
�������	��������*��*�	����
�	������������!�����

Proceedings IWBBIO 2014.  Granada 7-9 April, 2014 1592



 
 

�����������	���������������!!����� ��
����
�����
���!�������!�����	����
�*����������	�!��)�����������)���	�� ��
��

	�!�������������
���� �
��� �
�� �����	��
�*��
�	���������	�������
��������!�	����	� ��� ��� ����������	� ��� ������0��

!������1 �+�������!�����	�������	����
�*���������&)�!������
�����������	�����������������
����
���
�*�������������

����	���
��	�������!���
����
���*�����	��*����
���
��������	���90?: ��&)�!����������������)�����
���'��)����)���

��!
� ����� ��� �� ����	���� ��	� �
��� �*�����	��*��� �
�� �
���� ����	�� ��
���&)�!���� )��� �
�� ����	������
�&./0� ���

.4 13�����&./1����.4 3?��2��&.13����03 .4�����&.14����03 //���	�2��&.45����?. D ��

Conclusion

����C���!
������������#��	���	����	��������	���
���������#�	���	����������
�����!�	�������)����!
���!�����	�

�������!��� ����������� �)� ��#������ ��!��	���� �
�� 	������������� �)� !�������!� ����	���� �
��� ������� ��� �
�� �����	&

�������������	�������� �+����������
����������)����I&�����$��	�����	�	�!��������	����������	�!������
����
��������

�!�	�����	�����
�&./0�����&./1��2��&.13�����&.14���	�2��&.45���������������������������!�������!����������	����

����
���#���	�!�������#�����)�E.coli ��
���	�!��������	����������*�	�����)�������������
�����	�����))�������)�

�
�������	�����
��#���	�!�������#��� ��
��������)�!����������*���)��� ���������������
��
����
���������
����#��

	�� � ,�� ��� 
���	� �
��� �
��� ��)��������� ����	� ���*�	�� �� ������� ��	������	���� �)� �
�� ����!����� ��!
�������

��*��*�	����!�����������	���
�������!�������)������	�!������
��!�������!�����	���������#������)���������)��!���� �

�
�� �������� �����	�� ;$%��� 6'7� ��	� ,��<� ����� ����� )���	� ��� ������!�� ���
� ����� �)� �
�� 	���� ��	� 
��!��

	�)�������� ���	���� ����� )��� �
�� 	��� � ,�� �
��� ����� �
�� !�������!� ����	���� ���� �������	� ��� ����� ��� �
�� ���	����

�))�������� )��� �����!�����!������ ���������� �#�	���� ���� ��������	�!��	 ��
�� ���	�� ��	�� ��� �
��� ���C�!������	�

)�!�������� ������!
���� �� ������� ��	������	���� �)� ��#���� ��!
������� ��	� ����� ���	� ��� �����*�� �
�� 	���������

������������)������
���)����#�	��� ���

�

ACKNOWLEDGEMENT 
We take this opportunity to acknowledge the funding received from Department of Biotechnology, Govt. of India 

for setting up BIF facility under BTISNET programme in Department of Biotechnology, St. Edmund’s College, 

Shillong. We also express our heartfelt gratitude to Dr Sylvanus Lamare� Principal, St. Edmund’s College, 

Shillong for his support throughout the work. 

Proceedings IWBBIO 2014.  Granada 7-9 April, 2014 1593



 
 

References

.  �������
���% ��B�������+ ��,�
�	���� ����	�J���	���B �N������*���+���
���
�	���������������;�!�'<�
6�!�	�������#���	�!���� O J. of Biological Chemistry.0FF.��0/4;15<@14?51&14?55 �

0  (��������� ��. “,�)����������������	������.” N. Engl. J. Med.,�.554��??1@D1.PD1D.�

?  E�����+ �� ��+ �(����������� �8�
�����6 �2�����% ��������% �+���
������6 ��������	�, �E������	 
0FF/ � N%���!����� !�������� !
���!����#������ ��	� �����	&����	� ����!����� �)� ��� �#���	�!����� )����
Pseudomonas aeruginosaO �J.Mol. Biol ��0FF/��?/?;3<:.0.?P.00D �

1  +
���� ( “8�!���� �	*��!��� ��� �#�� 	��� 	����	���� ��#���� ������!
.”Curr. Protein Pept. Sci �� 0FF4��
7;0<@.F.P... ��

3  8�����
��J���
���
�H�����
���	
�*��8 �
N,������!���	����)�!�������)�!�������!�����	��������#����#������	�!�����)���� ��!������ ��������� ��	� ����
	�!��������	�������
��#��	��� O�,����	��!����!� �0FF5��.;1<@05F&/ ��

4  2����� ��Q
����� ��$���I��� ��.��0��?���	�E������ �N�
��6�!
���!
���!�����#���	�!������#�8�,��,�*��*�	�
��� 8�������!�� ��� �
���&���!�)�!� ������� +����	� ��� 6��!����
���!� I�������.” J. Bacteriol.,� 0FF5��
.5.;0F<@4?51&4?FF �

/  G���( ��(���#���� �% ��+
����� �+����������+ �6 ����	�+
����( �N��������!�������������)�.&�����&0&���
���
�
��&����	��#��	����;��	���	���<����
������������������!��)����.”�Appl Environ Microbiol,�0FF/��
/?;0?<@//35&//40 ��

D  %!%�������� ��%��
����+ ��+���������� ��J������� ��8���������� ���������� ���������, �% ��%��!
�����
8 �� ����
�� E � $ � N%�!������� 	�!������������� ��	� 	����	������ �)� ��-����� 	��� � Appl Microbiol 
Biotechnology�O�0FF.��34;.&0<@D.&D/ ��

5  ����#�� � � N����!� ��	� ������	� ����!��� ��� �
�� ��!������� 	����	������ �)� �#�� 	��� O� Appl Microbiol 
Biotechno,l�0FF.��34;.&0<@45&DF �

.F  2�*�����E �� �N%�����������)��#��	���@������!������)���	���-�!��������	��!��*����� O�Drug Metab Rev,�
.55.��0?;?&1<@03?&?F5 ��

..  �����	�����J ��H��	����H ���������������2 ��H��8 ��J���������� ��%��� “,������!������������)���!��������
!��������������!!�����!��*����������
���-�!���	��������	���.” J. Mol. Model, 0F.. �

.0  ����������� $ � + �� J���#���� � � $ �� E��������� � � � � � �� %������ 6 � $ � �� �� ���!��� % � ' �� 8������� � � 8 ��
J�����	��7 ���
������!
���� ����	���������% �N�
����������'��������@���!�������&����	���!
�*���)����
)�����!������!���������!����� O�J. Mol. Biol.��;.5//<��..0��3?3&310 �

.?  $���*�!
��% �N��	���	���@������
���	���������)���
�����
����
RO�'����+
��!�����-�!����� �0F.0�

����3 �96�����
��	��)������:�

.1  (���������'E��'�����%���2�������� �N�!��*�����&	����	����!�������*��	�����������)��-���!��������

)����!��!��������������������������������	����
�����������#��,,,���	���������
������-�	� O�

+��!���������8�����!
 �.5D?�'�!L3?;4<@//5&5? �

.3  E�����B ��G����� � �� ��#����� 7 ��Q
����� � ��E����� � ���������� � ( � N���+
��@� �� �����!� ��)���������
�������)��������#��������!��*�������)�����������!������0FF5��?/;E������*��������<O@�E40?PE4??

Proceedings IWBBIO 2014.  Granada 7-9 April, 2014 1594



 
 

.4  � ' � �
�������� ' � � (�������� � � ������ � N+2=���2� E@� �����*���� �
�� �������*���� �)�
���������*�� ��������� ��A���!�� ���������� �
����
� ��A���!�� ����
������ ��������&���!�)�!� ����
������������	�����
�������-�!
��!�OL Nucleic Acids Res. .551L..�L00;00<@14/?&DF �

./  ���-�� � �� ��	� �����!
�� % + � N�E,��&%7'62� ��	� �
�� �����&�	�H�����@� ��� ��*��������� )���
!��������*������������	������O. Electrophoresis,�.55/��.D��0/.1&0/0? ��

.D  �������7 ��7������� �N����'�!��H���@������*�����
������	���	��!!���!���)�	�!��������
��������!������
)��!�������))�!�����������#���������	�������
���	���O. J Comp Chem,�0F.F��?.@133P14. ��

.5  '�2�����E 2 �N�
����%72�����!���������
�!�������� O�0FF0 �
���@>>��� ����� ��� �

0F  2������� � � 8 �� ��!������ 8 % � NI&����$��	��@� ��� ������&����	� ���
�	� )��� �
�� ���	�!����� �)� �������&
�����	����	��������� O Bioinformatics��0FF3��0.@.5FDP.5.4 ��

0.  ��������� ����������� +������������� ����
������� �% �
N����������)�!�������!�����	���������#�����!��*������� O���%������� �0FF0��?01;.<@.F3&0 ��

 

00  �
�����K��	
������������)�������� �N(����������	�������	�!��������	������	�)��!�����������������)�
*������� �#���	�!����� �!!������� ������!����� ��������� �)�Nostoc sp.PCC7120”.
Bioinformation,2012,D;/<@�054&?FF �

0?  ����B��B���I������� �N%���!�����	�!��������	����*������������
�������������	���)����	�����)�+ , �
�!�	�8�	�/?����
�'�� O�,����������%�!����� �0F..�����.L15;.<@33&4. �6����0F..�����. �
�

�

��

    

Proceedings IWBBIO 2014.  Granada 7-9 April, 2014 1595



 
 

Azo Dyes ������Common Names� Uses Health Hazards

���������/F/F� ? ?M',+(2787�6�Q,',

�6L� '�!
�������#�	�����

��������������������������

=��	�����
�����	�!������)�

����������	��������	���	�

����������������)����
��

����������������-������

����������������������

������!����	�������	�

��	������� �

�����

+��!�������!�

�

���������/?1F� 7&������#��������L� + , �

���*����B������?�

=��	����!�����������)�����

��	���-�� �� �

�
�������������	��*�	��!��)����
��

!��!�������!�����)�'��������B������?����

�-������������������ �

D1..� 7&'������	���L? ?M&

',%6�(7GB�6�Q,',�

6�

=��	�������&�!������&

����	��	
���*����������

+��!�������!�

.F?F

?�

%��
��� ��	L� 7&%6�(B2�

86'�

=��	������	�!�����	��� +��!�������!������������

�

..15

F�

�

1&;�
���������<&?M&

���)��#����#����

=��	���������������

�-
�����

,�	�!����������������������������!��	�

���������

4.??

4�

��	��� ���!�� �L� ���*����

���!��?�

=��	�������������������� +��!�������!���������

�

3?3/1

?5�

(���L0&;1&

(�	��-��
�����#�<�

���#��!��!�	�

=��	��������)�!�������

�����������!
���!����

�

���������������������

�

31/?1

13�

=�,,&?/8�H?G15JL�

�������
�;$'�K�+���	��� �

0<�

=��	����)��	�	��� +��!�������!��������

�

31/?1

D0�

���	��!
���#L� J������

�!�	��������!��.F��

���	����������������������

���!����
�����!�

��!
��A����

�

�������������	����������������!�����������

31D?/

D0�

' + � 8�	� �� � 5L� ��������

8�	�3?&.�

=��	�)���!�����������

!������!��

���&0FF�

3DF54

4/�

��	���;.<L����*������	�0?� %������������)������	�

��-�������������!�
���!��

��������	�
�	��!������

���*���� �7!!�������������

�
��A���������)����*����8�	�0?��
�������

����������	�����
����*������������������

�
����*����-��!��	����!�����
�������

��������� �

Table 1: Detailed docking analysis result showing interaction of azodyes and azoreductase enzyme. Listed below is the binding 
affinity, number of hydrogen bond formation of each azodye with azoreductase. The amino acid residue position of 
azoreductase interacting with each azodye is also provided along with the azodye information.
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Table 2: Target protein Docked With Natural Ligands.
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Table 2: Table showing the amino acid composition of the different active 
sites predicted.   The amino acid positions of the sites are also listed below.
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