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Abstract: In this study, the potential of ultraviolet B (UV‐B) radiation to alleviate the effects of pol‐

lutants  in  cigarette butt wastewater  (CBW) was  investigated using different Chlorella  sorokiniana 

strains (F4, R1 and LG1). Microalgae were treated with UV‐B (1.7 Wm−2) for 3 days prior to their 

exposure to CBW and then incubated for 4 days in the absence or presence of UV‐B. UV‐B‐untreated 

microalgae were used as  the control. Comparative physiological  responses,  including photosyn‐

thetic pigments and non‐enzymatic antioxidants, as well as nicotine and nicotyrine removal, were 

evaluated in 7‐day cultures. UV‐B treatments did not negatively impact algal chlorophyll or carot‐

enoid production. UV‐B acclimation was strain‐dependent, correlating with native environment ad‐

aptations and genetic constitutions. UV‐B as a pretreatment had long‐term positive effects on non‐

enzymatic antioxidant capacity. However, LG1 needed more time to readjust the pro‐oxidant/anti‐

oxidant balance, as it was the most UV‐B‐sensitive. Phenolic compounds played an important role 

in the antioxidant system response to UV‐B, while flavonoids did not contribute to the total antiox‐

idant capacity. Although cross‐resistance between UV‐B and CBW was observed in F4 and R1, only 

R1 showed nicotine/nicotyrine catabolism induction due to UV‐B. Overall, the results suggest that 

UV‐B activates defense pathways associated with resistance or tolerance to nicotine and nicotyrine. 

Keywords: Chlorella sorokiniana; flavonoids; phenolic compounds; photosynthetic pigments; non‐

enzymatic antioxidants; nicotine; nicotyrine; ultraviolet light 

 

1. Introduction 

Cigarette butts (CBs) are the main type of massive waste, which can be found in ur‐

ban zones, oceans, forests and even protected areas due to their  improper disposal [1]. 

When it occurs, several toxic compounds (e.g., heavy metals, polycyclic aromatic hydro‐

carbons, N‐nitrosamines, aromatic amines, benzene and nicotine) leach into the environ‐

ment, affecting terrestrial and aquatic organisms to different degrees, ranging from alter‐

ations in behavior to physiological/developmental abnormalities and death [2–6]. Surpris‐

ingly, despite their toxicity, CBs are considered “Municipal waste  including separately 

collected fraction/Separately collected fraction/Other fractions not otherwise specified” at 

the regulatory level [7]. Moreover, conventional disposal systems for CBs (e.g., landfilling 

and  incineration)  are  unsustainable  and  release  hazardous  contaminants  to  the 
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environment; thus, an effective management solution for this waste is essential to signifi‐

cantly reduce environmental repercussions [8]. 

On the basis of the circular economy and sustainable development, previous studies 

proposed  a novel  solution  to  recycle  the  filters of  smoked  cigarettes  into  soilless  sub‐

strates, where CBs were first cleaned up, and then the wastewater was treated with mi‐

croalgae  [9,10].  In  fact,  the  remediation of wastewater using microalgae has been  em‐

ployed to remove a variety of pollutants,  including organic and  inorganic compounds, 

which can be effectively converted into valuable products, such as biomass, following the 

principle of “waste‐to‐wealth” [11]. However, there are several challenges to overcome in 

order to maximize the advantages of this technology. For instance, changes in cultivation 

parameters, such as light, can affect microalgal growth, which in turn influences the ca‐

pacity to remove contaminants in wastewater. In fact, light is the primary source of energy 

for the growth and development of photosynthetic organisms, including microalgae. 

Ultraviolet (UV) radiation represents a small fraction of the sunlight spectrum, and 

only wavelengths greater than 290 nm (UV‐B and UV‐A) reach the Earth’s surface due to 

the stratospheric ozone  layer  [12]. The UV‐B effects on  living organisms have received 

increasing scientific attention over the past three decades because of the detection of ozone 

layer depletion and  the concomitant  increase  in harmful UV‐B  [13,14].  In plants, UV‐B 

drives a mix of damaging and acclimation responses by inducing UV‐B‐specific and/or ‐

nonspecific signaling pathways [15–17]. Besides terrestrial impacts, UV‐B can also pene‐

trate the water column to a considerable depth, reaching freshwater and marine organ‐

isms [18]. In algae, UV‐B can alter their physiological and biochemical activities to differ‐

ent extents depending on the algal species, UV‐B intensity and exposure time [19]. Re‐

cently, the UV‐B photoreceptor UVR8 (UV RESISTANCE LOCUS 8), which was first char‐

acterized in Arabidopsis thaliana, was identified in green algae, bryophytes, lycophytes and 

angiosperms [20–22]. Moreover, Zhang et al. [23] identified orthologous genes of the core 

UVR8 signaling module in green algae, indicating that the mechanism of action is well‐

conserved with a chlorophytic origin. At a biotechnological level, the use of UV‐B, as well 

as other abiotic stresses, has been strategically applied as a tool in the microalgal machin‐

ery of biorefineries in order to enhance the biosynthesis of high‐value products, such as 

antioxidants, pigments  (carotenoids)  and  lipids  (omega‐3 polyunsaturated  fatty  acids) 

[24]. However, exploring the use of UV‐B as a possible stimulator of antioxidant activities 

in microalgae to counteract wastewater pollutants has not yet been investigated. 

It was found in a previous study that nicotine and nicotyrine were difficult to remove 

by microalgae during CB wastewater treatment, especially at high concentrations  (25% 

CB) [10], implying that more efficient approaches are needed to totally remove these pol‐

lutants. Therefore,  in  this  study,  an  evaluation was  performed  on  the  antioxidant  re‐

sponses of Chlorella sorokiniana to short acute UV‐B irradiation and their remediation ca‐

pacity for nicotine and nicotyrine contained in CB wastewater. The tested hypothesis was 

that UV‐B would induce antioxidant activity in some microalgal strains, which, in turn, 

would contribute  to counteracting  the oxidative stress  triggered by  toxic agents  in  the 

wastewater during bioremediation. To this end, cultures of three C. sorokiniana strains iso‐

lated from native conditions, named F4, R1 and LG1 [10,25], were exposed to UV‐B before 

CB  wastewater  treatment  (as  a  sequential  experiment)  or  before  and  during  CB 

wastewater treatment (as a parallel experiment). Thus, the aim of this work was to com‐

pare  the physiological  responses of  the C.  sorokiniana  strains,  including photosynthetic 

pigments and non‐enzymatic antioxidant activities, as well as their removal of nicotine 

and nicotyrine in both sequential and parallel experiments in order to evaluate the hy‐

pothesis. Here, this paper presents the first study that reports the use of UV‐B as a tool to 

strengthen antioxidant responses in microalgae in order to remove nicotine and nicotyrine 

contained in CB wastewater for its remediation. 

2. Results 

2.1. Photosynthetic Pigments in Microalgal Strains 
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UV‐B radiation generally increased the contents of photosynthetic pigments in microal‐

gae subjected to CB wastewater treatment, with some differences between UV‐B exposure pe‐

riods depending on the strain (Figure 1A–C). In detail, chlorophyll a (Chla) and chlorophyll b 

(Chlb) in F4 did not show significant differences between 3 and 7 d UV‐B‐exposed cells, while 

in R1, they were significantly higher when cells were exposed to 7 d UV‐B (Figure 1A,B). Con‐

cerning carotenoids (Car), F4 and R1 showed significantly higher contents in cells exposed to 

7 d UV‐B than in those exposed to 3 d UV‐B (Figure 1C). Conversely, in LG1, the induction of 

photosynthetic pigments due to UV‐B radiation was only observed when cells were exposed 

to 7 d UV‐B, while no significant differences were detected between No UV‐B and 3 d UV‐B‐

treated cells (Figure 1A–C). Concerning the ratio between Chla and Chlb (Chla/b), LG1 sub‐

jected to CB wastewater treatment did not show significant differences between No UV‐B and 

UV‐B‐treated cells (Figure 1D). Conversely, Chla/b in F4 and R1 did not show significant dif‐

ferences between No UV‐B and 7 d UV‐B‐treated cells, while a significant increase was ob‐

served when cells were exposed to 3 d UV‐B (Figure 1D). 

 

Figure 1. Effect of UV‐B on photosynthetic pigments in microalgae subjected to cigarette butt (CB)‐

derived wastewater treatment. (A) Chlorophyll a (Chla), (B) chlorophyll b (Chlb), (C) carotenoids 

(Car) and (D) the ratio of Chla to Chlb (Chla/b) were determined in each microalgal strain (F4, R1 

and LG1) in 7‐day cultures. Microalgae were exposed to wastewater and sequential (3 d UV‐B) or 

parallel (7 d UV‐B) UV‐B  treatments. The UV‐B exposure  level was set at 1.7 W m−2 and supple‐

mented with 70 μmol m−1 s−1 photosynthetically active radiation (PAR) for 20 min each day. The 

control microalgal group only received PAR (No UV‐B). For more details, see Section 4. Different 

letters represent significant differences (p < 0.05) between UV‐B treatments within the same strain. 

Data are expressed as means of 4 different replicates ± standard error (SE). 
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2.2. Non‐Enzymatic Antioxidants in Microalgal Strains 

In  general,  the  total  antioxidant  capacity  (TAC)  in  all  strains  subjected  to  CB 

wastewater  treatment was  induced by UV‐B  radiation, with some differences between 

UV‐B exposure periods depending on  the strain  (Figure 2A). TAC  in F4 did not show 

significant differences between 3 and 7 d UV‐B treatments, while in R1, it was significantly 

increased with UV‐B exposure, and in LG1, it was significantly reduced (Figure 2A). The 

phenolic compounds in F4 and R1 were  induced by UV‐B without differences between 

exposure periods (Figure 2B). However, LG1 only showed a significant increase in phe‐

nolic compounds when cells were exposed to 7 d UV‐B, while no significant differences 

were detected between No UV‐B and 3 d UV‐B‐treated cells (Figure 2B). Concerning fla‐

vonoids, F4 showed an increase with UV‐B without significant differences between expo‐

sure periods, while R1 did not show significant differences between No UV‐B and UV‐B‐

treated cells (Figure 2C). In contrast, flavonoids in LG1 did not show significant differ‐

ences between No UV‐B and 7 d UV‐B‐treated cells, while a significant decrease was ob‐

served when cells were exposed to 3 d UV‐B (Figure 2C). 

 

Figure 2. Effect of UV‐B the non‐enzymatic antioxidants in microalgae subjected to cigarette butt 

(CB)‐derived wastewater treatment. (A) Total antioxidant capacity (TAC), (B) phenolic compounds 

and (C) flavonoids were determined in each microalgal strain (F4, R1 and LG1) in 7‐day cultures. 

Microalgae were exposed  to wastewater and sequential  (3 d UV‐B) or parallel  (7 d UV‐B) UV‐B 

treatments. The UV‐B exposure level was set at 1.7 W m−2 and supplemented with 70 μmol m−1 s−1 

photosynthetically active radiation (PAR) for 20 min each day. The control microalgal group only 

received PAR (No UV‐B). For more details, see Section 4. Different letters represent significant dif‐

ferences (p < 0.05) between UV‐B treatments within the same strain. Data are expressed as means of 

4 different replicates ± standard error (SE). 

2.3. CB Wastewater Subjected to Microalgal‐Based Remediation 

This study confirmed  that nicotine and nicotyrine were  the most difficult organic 

compounds to remove by microalgae when exposed to 25% CB wastewater, as previously 

reported [10]. Nicotine abundance in the wastewater after microalgal‐based remediation 
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was, on average, approximately 65% when strains grew in the absence of UV‐B (No UV‐

B). However, the remediation capacity was significantly affected by UV‐B in the strains 

R1 and LG1, with no effects  in F4  (Figure 3A).  In R1, UV‐B  increased  the  remediation 

capacity, and approximately 47% of nicotine was detected in the wastewater without sig‐

nificant differences between 3 and 7 d UV‐B (Figure 3A). On the other hand, the removal 

capacity of nicotine in LG1 was compromised with increasing UV‐B exposure (Figure 3A). 

Concerning nicotyrine, no UV‐B effect was observed on the remediation capacity of LG1, 

as nicotyrine levels  in the wastewater did not show significant differences between No 

UV‐B and UV‐B‐treated cells (Figure 3B). In F4, UV‐B decreased the remediation capacity 

without significant differences between 3 and 7 d UV‐B, while the removal capacity of 

nicotyrine  in R1 was significantly  increased only when cells were exposed to 7 d UV‐B 

(Figure 3B). 

 

Figure 3. Effect of UV‐B on the microalgal removal capacity of main toxic pollutants  in cigarette 

butt (CB) wastewater. The relative abundance of (A) nicotine and (B) nicotyrine was determined in 

the wastewater after microalgal‐based remediation by 7‐day cultures. The abundance is expressed 

in % (kcounts/kcounts) and was obtained by its comparison with the abundance in the respective 

untreated wastewater (without microalgal cells), which represented 100%. Microalgal strains (F4, 

R1 and LG1) were exposed to wastewater and sequential (3 d UV‐B) or parallel (7 d UV‐B) UV‐B 

treatments. The UV‐B exposure level was set at 1.7 W m−2 and supplemented with 70 μmol m−1 s−1 

photosynthetically active radiation (PAR) for 20 min each day. The control microalgal group only 

received PAR (No UV‐B). For more details, see Section 4. Different letters represent significant dif‐

ferences (p < 0.05) between UV‐B treatments within the same strain. Data are expressed as means of 

4 different replicates ± standard error (SE). 

2.4. Multiple Factor Analysis 

The multiple factor analysis (MFA) shown in Figure 4 revealed not only the distinct sep‐

aration of the three microalgal strains but also the separation of each treatment within each 

microalgal strain dataset (No UV‐B, 3 d UV‐B and 7 d UV‐B). For this purpose, and according 

to the qualitative variables, the treatments (i.e., exposure time to UV‐B) had a strong effect, 

shaping the plot along the y‐axis. Observing the quantitative variables, strains R1 and F4 were 

strongly related to the vector of the Chla and Chlb content, especially in the 7 d UV‐B treatment 

and slightly in the 3 d UV‐B and No UV‐B treatments. At the same time, they also seemed to 

be unrelated to the high contents of nicotine and nicotyrine, as the vector has the opposite 

direction. On the other side, strain LG1 seemed to be negatively affected by the treatments and 

related to the highest contents of nicotine and nicotyrine (No UV‐B and 3 d UV‐B treatments) 

and to the highest values of TAC and flavonoids (7 d UV‐B treatment). 
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Figure 4. Multiple factor analysis (MFA) of physiological and analytical data on microalgal‐based 

remediation of wastewater from a cigarette butt (CB) cleaning process, coupled with UV‐B treat‐

ment. B: No UV‐B irradiation; 3d: 3‐day UV‐B treatment; 7d: 7‐day UV‐B treatment; Chla.b: ratio of 

Chla to Chlb; a, b, c and d indicate replicates. 

3. Discussion 

At the biotechnological level, abiotic stresses such as UV‐B have been strategically 

applied as a tool in the microalgal machinery of biorefineries in order to enhance the bio‐

synthesis of high‐value products such as pigments, lipids and polymers [24]. However, 

exploring the use of UV‐B in microalgal‐based wastewater remediation has not yet been 

studied. Here, we  present  the  first  study  that  reports  the  use  of  UV‐B  as  a  tool  to 

strengthen antioxidant responses  in microalgae to remove nicotine and nicotyrine con‐

tained in CB wastewater for its remediation. 

A previous study demonstrated that the production of photosynthetic pigments of 

microalgae was strongly inhibited by 25% CB, highlighting the toxicity of CB wastewater 

pollutants  [10]. Conversely,  in  this  study,  the  pigments  of microalgae  exposed  to CB 

wastewater were generally increased upon UV‐B exposure, indicating that UV‐B can mit‐

igate and/or prime C. sorokiniana cells against CB wastewater pollutants. Moreover, Chla/b 

showed slight changes due to UV‐B, indicating a negligible effect on light‐harvesting com‐

plexes, in contrast to the distress effect that usually causes strong changes in the Chla/b 

ratio  [26–29]. The UV‐B effect on microalgal growth was also strain‐dependent, which 

may be related to their adaptation to their native environments. In fact, F4 and R1 were 

isolated  from an  inland swamp  (Fucecchio Marshland,  Italy) and  from a water sample 

from a private terrace (Pisa, Italy), respectively, while LG1 was isolated from a plant sub‐

strate in a growth chamber [10,25]. Thus, it is plausible that UV‐B acted as “positive stress” 

in F4 and R1, as they had naturally grown in the presence of ambient UV‐B instead of in 

its absence, like LG1. 

There  is a general consensus  that UV‐B exerts an overall deleterious effect on  the 

photosynthetic apparatus. For instance, enhanced UV‐B exposure to microalgae resulted 

in a decrease in photosynthetic pigments and yield, which was intensified with exposure 

time [30]. However, it has been demonstrated that many photosynthetic organisms, in‐

cluding microalgae, are also able to acclimate to UV‐B by adjusting their metabolism and 

preventing damage [22,26]. In this study, when F4 and R1 received UV‐B as a pretreatment 

followed by CB wastewater exposure (i.e., 3d UV‐B), UV‐B had a long‐term positive effect 
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on photosynthetic pigments. Previous studies showed that pigment content in Dunaliella 

salina was induced by short‐term UV‐B irradiation at different doses, and this effect was 

probably regulated by photomorphogenic photoreceptors [23,31,32]. Thus, it is possible 

that the UV‐B pretreatment in this study enhanced photoprotection pathways in F4 and 

R1, similar to plants [33], that overlapped with defense pathways against CB wastewater 

pollutants. This cross‐resistance effect due  to UV‐B was also observed  in LG1 but only 

when UV‐B and CB wastewater were applied  in  the parallel  treatment  (i.e., 7d UV‐B), 

suggesting that the applied UV‐B dose may stimulate acclimation responses in long peri‐

ods, as this strain had never been exposed to UV‐B in  its native environment. Another 

interesting aspect of  the present study was  that R1 was  the only strain that potentially 

showed a synergistic effect on cross‐resistance when UV‐B and CB wastewater were ap‐

plied in the parallel treatment (i.e., 7 d UV‐B), as photosynthetic pigments were signifi‐

cantly higher than those in No UV‐B and 3 d UV‐B treatments. Surprisingly, F4 showed 

this possible synergistic effect only on Car under parallel UV‐B and CB wastewater treat‐

ment, highlighting the promising photoprotective  function of carotenoids, probably re‐

lated  to  their high antioxidant activity  [19,34], which overlaps with  the deactivation of 

reactive oxygen species (ROS) induced by the wastewater [35]. However, further studies 

are necessary  to determine what  type of carotenoid  is  involved  in  this cross‐resistance 

between UV‐B and wastewater pollutants. 

Many abiotic and biotic variables trigger the production of ROS, which can pose a 

threat to cells but also act as signals for the activation of antioxidants [36]. Hao et al. [35] 

demonstrated  that pollutants  in wastewater derived  from  the  tobacco  industry  induce 

ROS accumulation in C. pyrenoidosa, resulting in cellular damage and impairing microal‐

gal growth. This growth impairment was also observed in C. sorokiniana exposed to CB 

wastewater [10], indicating that CB wastewater pollutants may induce ROS production in 

microalgal cells. Concerning UV‐B, it can be a potential source of oxidative stress; how‐

ever, depending on the dose and energy, this abiotic variable can be less detrimental, as 

induced ROS may play an important role in UV‐B acclimation and metabolism readjust‐

ment [37]. For instance, single high acute UV‐B (4.6 Wm−2) irradiation doses in C. vulgaris 

induced ROS formation, resulting in serious photooxidative damage when the irradiation 

time was increased (63 vs. 155 min) [38], while low UV‐B (0.7 Wm−2) irradiation for 4 days 

allowed UV‐B acclimation and tolerance in Chlamydomonas reinhardtii [22]. The alteration 

between pro‐oxidants and scavenging activity in response to UV‐B also depends on the 

species or even the genotype of the same species [26]. For instance, C. vulgaris and Chlorella 

sp. may develop different antioxidant activities in response to high acute UV‐B (4.6 Wm−2) 

irradiation related to different native environment adaptations and genetic constitutions 

to cope with UV‐B  [39].  In  this study,  the  total capacity of non‐enzymatic antioxidants 

(TAC) in all strains had a positive long‐term effect in response to UV‐B pretreatment fol‐

lowed by CB wastewater exposure (i.e., 3d UV‐B), suggesting that UV‐B might initiate a 

series of defense pathways that provide increased protection against toxic pollutants in 

the CB wastewater. Interestingly, TAC showed different patterns in the parallel treatment 

(i.e., 7d UV‐B) depending on the strain, highlighting their different capacities of UV‐B ac‐

climation, probably linked to their native environments. Concordantly, the MFA showed 

that LG1 correlated to the highest values of TAC, indicating that this strain was more sen‐

sitive to the applied UV‐B dose than the other strains and needed an acclimation period 

to readjust the balance between pro‐oxidants and antioxidants. Phenolic compounds in 

this study showed similar patterns to TAC, underlining their important role in the anti‐

oxidant system in response to UV‐B [40,41]. Although green algae such as Chlorella contain 

plant‐specific UV‐B photoreceptor orthologs, no conservation was  found  in  the down‐

stream  component  related  to  flavonoid  biosynthesis  (i.e., MYB13  transcription  factor) 

[23,42]. In this study, a contribution of flavonoids to total antioxidant capacity was not 

found, indicating that other photoprotectants were more relevant during UV‐B acclima‐

tion [14]. Moreover, the involvement of antioxidant enzymes in the crosstalk between UV‐



Plants 2022, 11, 2356  8  of  12 
 

 

B and CB pollutants is not excluded, as enzymatic and non‐enzymatic antioxidants may 

have a good complementary ability in antioxidation [41]. 

Overall, the results suggest that UV‐B stimuli might activate defense pathways asso‐

ciated with the resistance or tolerance to CB wastewater by the neutralization of ROS pro‐

duction, highlighting the importance of crosstalk between the two abiotic variables, with 

promising  biotechnological  applications,  especially  under  indoor  conditions.  Further‐

more, it is well known that crosstalk is governed by a complex interaction between sig‐

naling pathways, resulting in outcomes such as cross‐resistance, cross‐tolerance or cross‐

sensitivity, which may vary depending on the species or even the genotype of the same 

species  [43]. For  instance, changes  in  two abiotic stresses, such as nitrogen source and 

temperature, resulted in high lipid accumulation for biodiesel production depending on 

the microalgal species [44]. In this study, among the three C. sorokiniana strains, R1 was 

the only one in which UV‐B seemed to have a synergistic effect on cross‐resistance to the 

most persistent and  toxic CB pollutants  (i.e., nicotine and nicotyrine), where UV‐B‐ex‐

posed cells may not only gain protection against pollutants (ROS‐induced cellular dam‐

age) but also improve the catabolic pathways involved in the removal of these alkaloids. 

Further large‐scale studies are needed to validate the process at the pre‐industrial level. 

4. Materials and Methods 

4.1. CB Collection and Cleaning Process 

The collection and treatment (100 g L−1) of cigarette butts (CBs) were performed as 

previously described by Chiellini et al. [10]. Briefly, CBs from public collectors in different 

coffee bars near the municipality of Capannori (Lucca, Italy) were cleaned by exhaust boil‐

ing in distilled water for 10 min. This cleaning process was performed in quadruplicate, 

and the individual wastewaters were treated with different microalgae. 

4.2. Microalgal Strains and Growth Conditions 

Three Chlorella sorokiniana strains, namely, F4, R1 and LG1, were previously isolated 

and characterized [10,25]. All strains were grown in sterile tris‐acetate‐phosphate (TAP) 

medium  in  a growth  chamber  at  a  controlled  temperature  (23  ±  1  °C) with  a  16/08 h 

light/dark cycle and 70 μmol m−1 s−1 photosynthetically active radiation (PAR). The afore‐

mentioned culture conditions were also maintained throughout the UV‐B and wastewater 

treatment. 

4.3. UV‐B Radiation Treatment 

A volume of 200 μL of microalgal culture was added to 24‐well plates (1.5 cm diam‐

eter, Greiner Bio‐one, Kremsmünster, Austria) containing 1300 μL of fresh TAP medium 

per well. UV‐B radiation was applied using a Philips TL 20W/01RS UV‐B Narrowband 

lamp (Koninklijke Philips Electronics, Eindhoven, The Netherlands) with a peak emission 

at 311 nm. The intensity of UV‐B was determined by adjusting the distance between the 

UV‐B lamp and multiwell plates and measured using a UV‐B meter  (Skye Instruments 

Ltd., Powys, UK). The UV‐B exposure level was set at 1.7 W m−2 and supplemented with 

70 μmol m−1 s−1 PAR for 20 min each day (at 12:00). UV‐B treatment was performed in two 

different experiments: (i) applied for 3 days before wastewater treatment as a sequential 

experiment (3 d UV‐B) or (ii) applied for 7 days,  including the 4‐day wastewater treat‐

ment, as a parallel experiment (7d UV‐B). In addition, a parallel microalgal group was 

kept in the absence of UV‐B (No UV‐B) and used as a control (Figure 5). Similarly, another 

parallel untreated wastewater group without microalgal cells (1500 μL TAP per well) was 

included, and it was exposed to each UV‐B treatment (No UVB, 3 d UV‐B and 7 d UV‐B) 

(Figure 5). 
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Figure 5. Experimental design of the study. All treatments were carried out under PAR. UV‐B irra‐

diation was applied either before (3 d UV‐B) or in parallel to (7 d UV‐B) a 4‐day wastewater treat‐

ment. The  control microalgal  group  only  received PAR  (No UV‐B). Another parallel untreated 

wastewater group (no microalgae) was included, and it was exposed to each UV‐B treatment (No 

UVB, 3 d UV‐B and 7 d UV‐B). Sampling was performed in 7‐day cultures. See Sections 4.2 and 4.3 

for details of treatment conditions. CB; cigarette butt. 

4.4. Evaluation of Microalgal Remediation 
After 3‐day culture with or without UV‐B, 500 μL of filter‐sterilized CB wastewater 

(0.45 μm cellulose acetate filter, Sartorius, Göttingen, Germany) was added to each well 

to obtain a 25% (v/v) wastewater dilution (Figure 5). At the end of the experiment, cultures 

in each well were centrifuged at 3000× g for 10 min, and the supernatant and the microal‐

gal pellet were collected separately for further analysis. 

4.5. Extraction and Determination of Photosynthetic Pigments 

Photosynthetic pigments, including chlorophyll a (Chla), chlorophyll b (Chlb) and to‐

tal carotenoids (Car), were extracted from microalgal pellets and analyzed as previously 

reported [45]. Four biological replicates were considered for these analyses. 

4.6. Extraction and Determination of Total Antioxidant Capacity, Phenolic Compounds and Fla‐

vonoids 

Extraction was performed as described by Moles et al. [46] with some modifications. 

Briefly, microalgal pellets were extracted in 80% ethanol. Samples were sonicated (Bran‐

son 1210 sonicator, Bransonic, Connecticut, USA) for 30 min at room temperature, incu‐

bated for another 30 min in the dark and then centrifuged at 10,000 rpm for 10 min. The 

ethanolic extracts were recovered and then used for determining the total antioxidant ca‐

pacity (TAC), phenolic compounds and flavonoids. TAC was spectrophotometrically de‐

termined at 515 nm by the 2,2‐diphenyl‐1‐picrylhydrazyl (DPPH) assay, as reported by 

Huarancca Reyes et al. [47]. Phenolic compounds were assayed with the method based on 

Folin–Ciocalteau reagent and spectrophotometrically determined at 750 nm, as described 

by Huarancca Reyes et al. [16]. Total flavonoids were spectrophotometrically determined 

at 510 nm, referring to Mariotti et al. [48]. Four biological replicates were considered for 

these analyses. 

4.7. Analytical Determinations 

Supernatants were dried under vacuum and diluted with acetone and heptane 50% 

(v/v). Nicotine [pyridine, 3‐(1‐methyl‐2‐pyrrolidinyl)] and nicotyrine [pyridine, 3‐(1‐me‐

thyl‐1H‐pyrrol‐2‐yl)] in the wastewater samples were determined as described by Chiel‐

lini et al.  [10]. The quantification was performed using  the relative abundance of  their 

chromatogram peaks (instrument detection limit < 400 counts). The abundance of nicotine 
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(retention time = 6.63 min) and nicotyrine (retention time = 8.577 min) in the wastewater 

after microalgal‐based remediation was expressed in % (kcounts/kcounts) and obtained 

by its comparison with the abundance in the respective untreated wastewater, which rep‐

resented 100%. Four biological replicates were considered for these analyses. 

4.8. Statistical Analyses 

The values presented are means of four replicates. Statistical analysis was performed 

using one‐way analysis of variance (ANOVA). Tukey’s test was used to determine signif‐

icant differences among means (P < 0.05). All computations were performed with the soft‐

ware STATISTICA for Windows version 14.0 (Stat‐Soft, Inc., Tulsa, OK, USA). 

To  identify  the effect of UV‐B  irradiation  for  the  improvement of  the  remediation 

capacity of microalgae toward nicotine‐ and nicotyrine‐containing CB wastewater, based 

on physiological and analytical data, multiple factor analysis (MFA) was carried out [49]. 

Data were normalized using Z‐score calculation, and the R software [50] packages “Fac‐

toMineR” (analysis) and “factoextra” (visualization) were applied. 

Author Contributions: Conceptualization, L.G. and T.H.R.; formal analysis, T.H.R. and C.C.; inves‐

tigation, T.H.R., L.M. and C.C.; writing—original draft preparation, T.H.R.; writing—review and 

editing, L.M., C.C., L.G. and G.G.F.; supervision, G.G.F. and L.G.; funding acquisition, L.G. All au‐

thors have read and agreed to the published version of the manuscript. 

Funding: This research was funded by the Fondazione Cassa di Risparmio di Lucca, grant number 

FOCUS 2019/2021. 

Institutional Review Board Statement: Not applicable. 

Informed Consent Statement: Not applicable. 

Data Availability Statement: Data are contained within the article. 

Acknowledgments: The authors thank the Municipality of Capannori for the disposal management 

of cigarette butts. 

Conflicts of  Interest: The authors declare no conflict of  interest. The  funders had no role  in  the 

design of the study; in the collection, analyses or interpretation of data; in the writing of the manu‐

script; or in the decision to publish the results. 

References 

1. Kurmus, H.; Mohajerani, A.  The  Toxicity  and  Valorization Options  of Cigarette  Butts. Waste Manag.  2020,  104,  104–118, 

doi:10.1016/j.wasman.2020.01.011. 

2. Hoffmann,  D.;  Hoffmann,  I.  The  Changing  Cigarette,  1950‐1995.  J.  Toxicol.  Environ.  Health  1997,  50,  307–364, 

doi:10.1080/009841097160393. 

3. World Health Organization Tobacco and Its Environmental Impact: An Overview; Geneva, 2017; ISBN 9789241512497. 

4. Oliva, M.; De Marchi, L.; Cuccaro, A.; Pretti, C. Bioassay‐Based Ecotoxicological Investigation on Marine and Freshwater Impact 

of Cigarette Butt Littering. Environ. Pollut. 2021, 288, 117787, doi:10.1016/j.envpol.2021.117787. 

5. Selmar, D.; Radwan, A.; Abdalla, N.; Taha, H.; Wittke, C.; El‐Henawy, A.; Alshaal, T.; Amer, M.; Kleinwächter, M.; Nowak, M.; 

et al. Uptake of Nicotine  from Discarded Cigarette Butts  ‐ A so Far Unconsidered Path of Contamination of Plant‐Derived 

Commodities. Environ. Pollut. 2018, 238, 972–976, doi:10.1016/j.envpol.2018.01.113. 

6. Booth, D.J.; Gribben, P.; Parkinson, K. Impact of Cigarette Butt Leachate on Tidepool Snails. Mar. Pollut. Bull. 2015, 95, 362–364, 

doi:10.1016/j.marpolbul.2015.04.004. 

7. Rebischung, F.; Chabot, L.; Biaudet, H.; Pandard, P. Cigarette Butts: A Small but Hazardous Waste, According to European 

Regulation. Waste Manag. 2018, 82, 9–14, doi:10.1016/j.wasman.2018.09.038. 

8. Marinello, S.; Lolli, F.; Gamberini, R.; Rimini, B. A Second Life for Cigarette Butts? A Review of Recycling Solutions. J. Hazard. 

Mater. 2020, 384, 121245, doi:10.1016/j.jhazmat.2019.121245. 

9. Mariotti, L.; Huarancca Reyes, T.; Curadi, M.; Guglielminetti, L. Recycling Cigarette Filters as Plant Growing Substrate in Soil‐

less System. Horticulturae 2022, 8, 135, doi:10.3390/horticulturae8020135. 

10. Chiellini, C.; Mariotti, L.; Huarancca Reyes, T.; de Arruda, E.J.; Fonseca, G.G.; Guglielminetti, L. Remediation Capacity of Dif‐

ferent  Microalgae  in  Effluents  Derived  from  the  Cigarette  Butt  Cleaning  Process.  Plants  2022,  11,  1770, 

doi:10.3390/plants11131770. 



Plants 2022, 11, 2356  11  of  12 
 

 

11. Chiellini, C.; Guglielminetti, L.; Sarrocco, S.; Ciurli, A. Isolation of Four Microalgal Strains from the Lake Massaciuccoli: Screen‐

ing of Common Pollutants Tolerance Pattern and Perspectives for Their Use in Biotechnological Applications. Front. Plant Sci. 

2020, 11, 607651, doi:10.3389/fpls.2020.607651. 

12. Bornman, J.F.; Barnes, P.W.; Robinson, S.A.; Ballaré, C.L.; Flint, S.D.; Caldwell, M.M. Solar Ultraviolet Radiation and Ozone 

Depletion‐Driven  Climate  Change:  Effects  on  Terrestrial  Ecosystems.  Photochem.  Photobiol.  Sci.  2015,  14,  88–107, 

doi:10.1039/C4PP90034K. 

13. Müller‐Xing, R.; Xing, Q.; Goodrich, J. Footprints of the Sun: Memory of UV and Light Stress in Plants. Front. Plant Sci. 2014, 5, 

474, doi:10.3389/fpls.2014.00474. 

14. Rozema, J.; Björn, L.O.; Bornman, J.F.; Gaberščik, A.; Häder, D.P.; Trošt, T.; Germ, M.; Klisch, M.; Gröniger, A.; Sinha, R.P.; et 

al. The Role of UV‐B Radiation in Aquatic and Terrestrial Ecosystems‐An Experimental and Functional Analysis of the Evolu‐

tion of UV‐Absorbing Compounds. J. Photochem. Photobiol. B Biol. 2002, 66, 2–12, doi:10.1016/S1011‐1344(01)00269‐X. 

15. Jenkins, G.I. Photomorphogenic Responses to Ultraviolet‐B Light. Plant. Cell Environ. 2017, 40, 2544–2557, doi:10.1111/pce.12934. 

16. Huarancca Reyes, T.; Esparza, E.; Crestani, G.; Limonchi, F.; Cruz, R.; Salinas, N.; Scartazza, A.; Guglielminetti, L.; Cosio, E. 

Physiological Responses of Maca (Lepidium Meyenii Walp.) Plants to UV Radiation in Its High‐Altitude Mountain Ecosystem. 

Sci. Rep. 2020, 10, 2654, doi:10.1038/s41598‐020‐59638‐4. 

17. Vandenbussche, F.; Yu, N.; Li, W.; Vanhaelewyn, L.; Hamshou, M.; Van Der Straeten, D.; Smagghe, G. An Ultraviolet B Condi‐

tion That Affects Growth and Defense in Arabidopsis. Plant Sci. 2018, 268, 54–63, doi:10.1016/j.plantsci.2017.12.005. 

18. Dahms, H.U.; Lee,  J.S. UV Radiation  in Marine Ectotherms: Molecular Effects and Responses. Aquat. Toxicol. 2010, 97, 3–14, 

doi:10.1016/j.aquatox.2009.12.002. 

19. Rastogi, R.P.; Madamwar, D.; Nakamoto, H.; Incharoensakdi, A. Resilience and Self‐Regulation Processes of Microalgae under 

UV Radiation Stress. J. Photochem. Photobiol. C Photochem. Rev. 2020, 43, 100322, doi:10.1016/j.jphotochemrev.2019.100322. 

20. Favory, J.‐J.; Stec, A.; Gruber, H.; Rizzini, L.; Oravecz, A.; Funk, M.; Albert, A.; Cloix, C.; Jenkins, G.I.; Oakeley, E.J.; et al. Inter‐

action of COP1 and UVR8 Regulates UV‐B‐Induced Photomorphogenesis and Stress Acclimation in Arabidopsis. EMBO J. 2009, 

28, 591–601, doi:10.1038/emboj.2009.4. 

21. Rizzini, L.; Favory, J.‐J.; Cloix, C.; Faggionato, D.; O’Hara, A.; Kaiserli, E.; Baumeister, R.; Schäfer, E.; Nagy, F.; Jenkins, G.I.; et 

al. Perception of UV‐B by the Arabidopsis UVR8 Protein. Science (80‐. ). 2011, 332, 103–106, doi:10.1126/science.1200660. 

22. Tilbrook, K.; Dubois, M.; Crocco, C.D.; Yin, R.; Chappuis, R.; Allorent, G.; Schmid‐Siegert, E.; Goldschmidt‐Clermont, M.; Ulma, 

R. UV‐B Perception and Acclimation in Chlamydomonas Reinhardtii. Plant Cell 2016, 28, 966–983, doi:10.1105/tpc.15.00287. 

23. Zhang, Z.; Xu, C.; Zhang, S.; Shi, C.; Cheng, H.; Liu, H.; Zhong, B. Origin and Adaptive Evolution of UV RESISTANCE LOCUS 

8‐Mediated Signaling during Plant Terrestrialization. Plant Physiol. 2022, 188, 332–346, doi:10.1093/plphys/kiab486. 

24. Paliwal, C.; Mitra, M.; Bhayani, K.; Bharadwaj, S.V.V.; Ghosh, T.; Dubey, S.; Mishra, S. Abiotic Stresses as Tools for Metabolites 

in Microalgae. Bioresour. Technol. 2017, 244, 1216–1226, doi:10.1016/j.biortech.2017.05.058. 

25. Chiellini, C.; Serra, V.; Gammuto, L.; Ciurli, A.; Longo, V.; Gabriele, M. Evaluation of Nutraceutical Properties of Eleven Micro‐

algal Strains Isolated from Different Freshwater Aquatic Environments: Perspectives for Their Application as Nutraceuticals. 

Foods 2022, 11, 654, doi:10.3390/foods11050654. 

26. Hideg, É.; Jansen, M.A.K.; Strid, Å. UV‐B Exposure, ROS, and Stress: Inseparable Companions or Loosely Linked Associates? 

Trends Plant Sci. 2013, 18, 107–115, doi:10.1016/j.tplants.2012.09.003. 

27. Kovac, D.; Navratil, M.; Malenovsk, Z.; Stroch, M.; Spunda, V.; Urban, O. Reflectance Continuum Removal Spectral  Index 

Tracking  the Xanthophyll Cycle Photoprotective Reactions  in Norway Spruce Needles. Funct. Plant Biol. 2012, 39, 987–998, 

doi:10.1071/FP12107. 

28. Hamed, S.M.; Zinta, G.; Klöck, G.; Asard, H.; Selim, S.; AbdElgawad, H. Zinc‐Induced Differential Oxidative Stress and Anti‐

oxidant  Responses  in  Chlorella  Sorokiniana  and  Scenedesmus  Acuminatus.  Ecotoxicol.  Environ.  Saf.  2017,  140,  256–263, 

doi:10.1016/j.ecoenv.2017.02.055. 

29. Abbew, A.W.; Qiu, S.; Amadu, A.A.; Qasim, M.Z.; Chen, Z.; Wu, Z.; Wang, L.; Ge, S. Insights into the Multi‐Targeted Effects of 

Free  Nitrous  Acid  on  the  Microalgae  Chlorella  Sorokiniana  in  Wastewater.  Bioresour.  Technol.  2022,  347,  126389, 

doi:10.1016/j.biortech.2021.126389. 

30. Xue, L.; Zhang, Y.; Zhang, T.; An, L.; Wang, X. Effects of Enhanced Ultraviolet‐B Radiation on Algae and Cyanobacteria. Crit. 

Rev. Microbiol. 2005, 31, 79–89, doi:10.1080/10408410590921727. 

31. Tian, J.; Yu, J. Changes in Ultrastructure and Responses of Antioxidant Systems of Algae (Dunaliella Salina) during Acclimation 

to Enhanced Ultraviolet‐B Radiation. J. Photochem. Photobiol. B Biol. 2009, 97, 152–160, doi:10.1016/j.jphotobiol.2009.09.003. 

32. Zhang, X.; Tang, X.; Zhou, B.; Hu, S.; Wang, Y. Effect of Enhanced UV‐B Radiation on Photosynthetic Characteristics of Marine 

Microalgae  Dunaliella  Salina  (Chlorophyta,  Chlorophyceae).  J.  Exp.  Mar.  Bio.  Ecol.  2015,  469,  27–35, 

doi:10.1016/j.jembe.2015.04.002. 

33. Mátai, A.; Nagy, D.; Hideg, É. UV‐B Strengthens Antioxidant Responses to Drought in Nicotiana Benthamiana Leaves Not Only 

as  Supplementary  Irradiation  but  Also  as  Pre‐Treatment.  Plant  Physiol.  Biochem.  2019,  134,  9–19, 

doi:10.1016/j.plaphy.2018.09.014. 

34. Malerba, M.E.; Palacios, M.M.; Palacios Delgado, Y.M.; Beardall, J.; Marshall, D.J. Cell Size, Photosynthesis and the Package 

Effect: An Artificial Selection Approach. New Phytol. 2018, 219, 449–461, doi:10.1111/nph.15163. 



Plants 2022, 11, 2356  12  of  12 
 

 

35. Hao, T.‐B.; Balamurugan, S.; Zhang, Z.‐H.; Liu, S.‐F.; Wang, X.; Li, D.‐W.; Yang, W.‐D.; Li, H.‐Y. Effective Bioremediation of 

Tobacco Wastewater by Microalgae at Acidic PH for Synergistic Biomass and Lipid Accumulation. J. Hazard. Mater. 2022, 426, 

127820, doi:10.1016/j.jhazmat.2021.127820. 

36. Mittler,  R.  Oxidative  Stress,  Antioxidants  and  Stress  Tolerance.  Trends  Plant  Sci.  2002,  7,  405–410,  doi:10.1016/S1360‐

1385(02)02312‐9. 

37. Czégény, G.; Mátai, A.; Hideg, É. UV‐B Effects on Leaves‐Oxidative Stress and Acclimation in Controlled Environments. Plant 

Sci. 2016, 248, 57–63, doi:10.1016/j.plantsci.2016.04.013. 

38. Malanga, G.; Calmanovici, G.; Puntarulo, S. Oxidative Damage to Chloroplasts from Chlorella Vulgaris Exposed to Ultraviolet‐

B Radiation. Physiol. Plant. 1997, 101, 455–462, doi:10.1034/j.1399‐3054.1997.1010301.x. 

39. Estevez, M.S.; Malanga, G.; Puntarulo, S. UV‐B Effects on Antarctic Chlorella Sp Cells. J. Photochem. Photobiol. B Biol. 2001, 62, 

19–25, doi:10.1016/S1011‐1344(01)00157‐9. 

40. Al‐Rashed, S.A.; Ibrahim, M.M.; El‐Gaaly, G.A.; Al‐Shehri, S.; Mostafa, A. Evaluation of Radical Scavenging System  in Two 

Microalgae in Response to Interactive Stresses of UV‐B Radiation and Nitrogen Starvation. Saudi J. Biol. Sci. 2016, 23, 706–712, 

doi:10.1016/j.sjbs.2016.06.010. 

41. Zhong, Y.; Xu, J.; Zhao, X.; Qu, T.; Guan, C.; Hou, C.; Tang, X.; Wang, Y. Balancing Damage via Non‐Photochemical Quenching, 

Phenolic Compounds and Photorespiration in Ulva Prolifera Induced by Low‐Dose and Short‐Term UV‐B Radiation. Int. J. Mol. 

Sci. 2022, 23, 2693, doi:10.3390/ijms23052693. 

42. Fernández, M.B.; Tossi, V.; Lamattina, L.; Cassia, R. A Comprehensive Phylogeny Reveals Functional Conservation of the UV‐

B Photoreceptor UVR8 from Green Algae to Higher Plants. Front. Plant Sci. 2016, 7, 1698, doi:10.3389/fpls.2016.01698. 

43. Jansen, M.A.K.; Bilger, W.; Hideg, É.; Strid, Å.; Aphalo, P.; Brelsford, C.; Klem, K.; Mátai, A.; Llorens, L.; Nezval, J.; et al. Edito‐

rial:  Interactive  Effects  of  UV‐B  Radiation  in  a  Complex  Environment.  Plant  Physiol.  Biochem.  2019,  134,  1–8, 

doi:10.1016/j.plaphy.2018.10.021. 

44. Converti, A.; Casazza, A.A.; Ortiz, E.Y.; Perego, P.; Del Borghi, M. Effect of Temperature and Nitrogen Concentration on the 

Growth and Lipid Content of Nannochloropsis Oculata and Chlorella Vulgaris for Biodiesel Production. Chem. Eng. Process. 

Process Intensif. 2009, 48, 1146–1151, doi:10.1016/j.cep.2009.03.006. 

45. Huarancca Reyes, T.; Pompeiano, A.; Ranieri, A.; Volterrani, M.; Guglielminetti, L.; Scartazza, A. Photosynthetic Performance 

of  Five  Cool‐Season  Turfgrasses  under  UV‐B  Exposure.  Plant  Physiol.  Biochem.  2020,  151,  181–187, 

doi:10.1016/j.plaphy.2020.03.025. 

46. Moles, T.M.; Guglielminetti, L.; Huarancca Reyes, T. Differential Effects of Sodium Chloride on Germination and Post‐Germi‐

nation Stages of Two Tomato Genotypes. Sci. Hortic. (Amsterdam). 2019, 257, 108730, doi:10.1016/j.scienta.2019.108730. 

47. Huarancca Reyes, T.; Scartazza, A.; Castagna, A.; Cosio, E.G.; Ranieri, A.; Guglielminetti, L. Physiological Effects of Short Acute 

UVB Treatments in Chenopodium Quinoa Willd. Sci. Rep. 2018, 8, 371, doi:10.1038/s41598‐017‐18710‐2. 

48. Mariotti, L.; Huarancca Reyes, T.; Ramos‐Diaz, J.M.; Jouppila, K.; Guglielminetti, L. Hormonal Regulation in Different Varieties 

of Chenopodium Quinoa Willd. Exposed to Short Acute UV‐B Irradiation. Plants 2021, 10, 858, doi:10.3390/plants10050858. 

49. Pompeiano, A.; Huarancca Reyes, T.; Moles, T.M.; Guglielminetti, L.; Scartazza, A. Photosynthetic and Growth Responses of 

Arundo Donax L. Plantlets under Different Oxygen Deficiency Stresses and Reoxygenation. Front. Plant Sci. 2019,  10, 408, 

doi:10.3389/fpls.2019.00408. 

50. Team R Core. R: A Language and Environment  for Statistical Computing; R Foundation  for Statistical Computing: Vienna, 

Austria, 2013. Available online: https://www.r‐project.org/ (accessed on 20 April 2022). 

 


