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Der größte Teil der in Laboratorien 
verwendeten Kalibrationsfunkti-
onen gehört zu den linearen und 
nicht linearen. Sie wurden in den 
Teilen 1 und 2 dieser Publikati-
on behandelt [1, 2]. Beide Typen 
setzen normalverteilte Werte bei 
Wiederholmessungen und Varian-
zenhomogenität am oberen und 
unteren Ende des Arbeitsbereichs 
voraus. Außerdem wird angenom-
men, dass immer nur die Messwer-
te feh-lerbehaftet sind, nicht jedoch 
die Gehaltsgrößen, die bei einer 
Kalibration vorgegeben werden.

Wenn zum Zweck einer Ka-
libration Proben bekannten 
Gehalts hergestellt werden, 
sind Ursubstanzen einzu-

wiegen, zu lösen, aufzufüllen und zu 
aliquotieren. Bei jedem Arbeitsschritt 
entstehen Fehler und man muss 
davon ausgehen, dass die vorgegebe-
nen Gehalte nicht – wie angenommen 
– exakt sind.

Moderne Analysengeräte werden 
darauf getrimmt, wirtschaftlich zu 
arbeiten. Dabei ist von Vorteil, wenn 
sie simultan mehrere Komponenten 
bestimmen und das über einen mög-
lichst großen Messbereich. Die Kehr-
seite der Medaille ist meist eine In-
homogenität der Varianzen und eine 
mögliche gegenseitige Beeinflussung 
verschiedener Komponenten. Auch 
hierfür gibt es Varianten einer Kali-
bration, die allerdings nicht genormt 
sind. Der dritte Teil dieser Publikati-
on beschäftigt sich mit diesen beson-
deren Kalibrationen und weiterge-
henden Aspekten des Themas. Dabei 
werden die verschiedenen Möglich-
keiten mehr veranschaulicht und be-
züglich der Formalismen wird auf 
entsprechende Literatur verwiesen.

■ Die inverse Kalibration
Beim klassischen Weg einer Kali-

bration wird der Messwert als fehler-
behaftet angenommen, während im 

Verhältnis hierzu die in den Kalibrati-
onsproben vorgelegten Gehalte einer 
Komponente nahezu fehlerfrei sind. 
Auch wenn dies in vielen Fällen zu-
trifft, gibt es Untersuchungen [3, 4], 
in denen die Messwertfehler kleiner 
waren, als die der Gehaltsgrößen. Bei 
einer derartigen Konstellation bietet 
sich die inverse Kalibration zur Be-
stimmung von Gehaltsgrößen an.

Die von der klassischen linearen 
Kalibration bekannten Formalismen 
und Voraussetzungen lassen sich un-
eingeschränkt auch auf die inverse 
Kalibration anwenden. Als Unter-
schied müssen nur die Mess- und 
Gehaltsgröße miteinander vertauscht 
werden, das heisst die Messgröße ist 
keine Funktion des Gehalts, sondern 
der Gehalt steht in Abhängigkeit vom 
Mess wert. In Abbildung 1 ist der Un-
terschied veranschaulicht. 

Bei der klassischen Vorgehens-
weise wird die Summe der Abstands-
quadrate zwischen Messpunkten und 
Kalibrationsgerade minimiert (rotes 
Quadrat), wobei der senkrechte Ab-
stand maßgebend ist. Im Fall der 
inversen Kalibration minimiert man 
die Summe der Abstandsquadrate 
mit waagerechtem Abstand zwischen 

Messpunkt und Kalibratinsgerade 
(blaues Quadrat). Werden beide Ach-
sen miteinander vertauscht, wech-
selt der waagerechte Abstand zum 
senkrechten und es liegt wieder der 
klassische Fall einer Kalibration vor 
(Abbildung 2). Mit der in Teil 1 die-
ser Publikation vorgestellten Excel-
Anwendung lassen sich auch inverse 
Kalibrationen durchrechnen, indem 
Messwerte und Analysenwerte ver-
tauscht eingegeben werden.

■  Die orthogonale 
Kalibration
Ein in der Praxis wenig verwende-

ter Kompromiss zwischen der klassi-
schen und inversen Kalibration (hier-
zu gibt es auch keine genormte Vor-
gehensweise) ist die orthogonale Ka-
libration. In diesem Fall werden (wie 
bei der klassischen Vorgehensweise) 
die Mess werte auf der Y-Achse auf-
getragen, die Analysenergebnisse auf 
der X-Achse. Die Minimierung der 
Summe aller Abweichquadrate zwi-
schen Messpunkten und Ausgleichs-
geraden erfolgt aber weder senkrecht 
noch waagerecht zur Gehaltsachse. 
Wie in Abbildung 1 dargestellt, ist 
der maßgebende Abstand der kür-
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Abbildung 1:
Vorgehensweise bei der normalen (klassischen), inversen und orthogonalen Kalibration
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zestmögliche zur Ausgleichsgeraden, 
das heisst das Lot vom Mess punkt zur 
Geraden.

Die orthogonale Regression [5] 
geht davon aus, dass sowohl die Mess-
werte, als auch die Gehaltsgröße feh-
lerbehaftet sind, was der Realität sehr 
nahe kommt. Ob die klassische, ortho-
gonale oder inverse Vorgehensweise 
die jeweils beste ist, hängt davon ab, 
in welchem Verhältnis die Fehler der 
beiden Größen zueinander stehen, um 
die es bei der Kalibration geht. Sind 
die Fehler der Gehaltsgröße deutlich 
kleiner als die der Mess größe, emp-
fiehlt sich die klassische Kalibration. 
Sind beide Fehler vergleichbar, bietet 
sich die orthogonale Variante an. Bei 
größeren Fehlern in der Gehaltsgröße 
ist die inverse Kalibration die beste 
Vorgehensweise.

■ Die gewichtete Kalibration
Ein wohl häufig in der Praxis 

vorkommender Fall ist der, dass die 
Streuung der Messwerte zu größeren 
Werten hin immer weiter zunimmt. 
Man kann hier fast vom Normalfall 
sprechen. Wird der Arbeitsbereich ge-
nügend weit eingeengt und so das von 
der Statistik (mit entsprechender Irrt-
umwahrscheinlichkeit) gerade noch 
akzeptierte Ausmaß größerer Varianz 
am oberen Ende des Arbeitsbereichs 
ausgeschöpft, kann die klassische li-
neare Kalibration angewandt werden. 
Bedauerlich ist nur, dass der Zusam-
menhang zwischen Messwerten und 
Analysenergebnissen oft über einen 
zum Teil mehrere Zehnerpotenzen 

umfassenden Bereich linear verläuft, 
die lineare Kalibration aber wegen 
der inhomogenen Varianzen nicht ver-
wendet werden darf. Ein Ausweg aus 
diesem Dilemma ist die gewichtete 
Kalibration [4, 6, 7].

In Abbildung 3 sind die klassische 
und die gewichtete lineare Kalibrati-
on gegenübergestellt. Zur praktischen 
Durchführung ist jeder Kalibrations-
punkt mehrfach zu messen, um eine 
Information über die Wertestreuung 
(als Standardabweichung sYi) zu er-
halten. Die für die Kalibration zu 
verwendenden Datenpunkte sind die 
Mittelwerte der Mehrfachmessungen. 
Diese gehen auch in die Kalibration 

Abbildung 2:
Inverse Kalibration

Abbildung 3:
Lineare Kalibration mit gewichtetem (rot) und ungewichtetem (blau) Prognoseintervall

mit ein. Zur Berechnung der weiteren 
Größen wie Ordinatenabschnitt, Stei-
gung, Reststandardabweichung, Ver-
fahrensstandardabweichung und Pro-
gnoseintervall sind die jeweils in die 
Formeln einzusetzenden Messwerte 
und Gehalte mit einem Faktor wi zu 
wichten. Dieser ergibt sich zu:

 Hierin ist syi die Standardabwei-

chung an der Stelle i und m die Anzahl 
der Kalibrierpunkte.

Die gewichtete Regression ist ein 
geeignetes Rechenverfahren für die 
Kalibrationsfunktion. Erst sie ermög-
licht es, die Formalismen der linearen 
Kalibration anwenden zu dürfen. Die 
Funktion ist weniger anfällig gegenü-
ber geringen Abweichungen, sie ver-
hält sich robust. Dieser Vorteil erweist 
sich aber als Nachteil, wenn Ausrei-
ßerwerte vorliegen. Durch die Wich-
tung kommen sie weniger stark zur 
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Geltung. Daher ist es in jedem Fall zu 
empfehlen, die Daten grafisch darzu-
stellen und mit dem Auge und der Er-
fahrung des Analytikers die Güte der 
Kalibration zu beurteilen.

■  Die Mehrkomponenten-
Kalibration
Spektrometrische oder chromato-

graphische Verfahren ermöglichen es, 
bei einem Messlauf mehrere Kompo-
nenten zu bestimmen. Dabei kann es 
vorkommen, dass die Signale völlig 
unabhängig voneinander (getrennt) 
auftreten (Abbildung 4 oben) oder 
sich gegenseitig überlappen (Abbil-
dung 4 Mitte teilweise, Abbildung 4 
unten vollständig). Bei vollständig ge-
trennten Komponenten kann jede für 
sich und unabhängig von den anderen 
nach den bekannten Verfahren kalib-
riert werden.

 Für den mittleren Fall der Abbil-
dung 4, der häufig in der Praxis vor-
kommt, kann mit der multiplen line-
aren Kalibration gearbeitet werden, 
wenn sich die Komponentensignale 
additiv verhalten und eindeutig zu-
ordnenbare Maxima aufweisen. Für n 
Komponenten benötigt man n Spek-
tren oder Chromatogramme wech-
selnder Zusammensetzung, die aber 
nicht durch Verdünnung von Stamm-
lösungen entstanden sein dürfen. Auf 
diese Weise entstehen n Signale, die 
jeweils aus n Anteilen verschiedener 
Komponenten zusammengesetzt sind. 
 

In dem Gleichungssystem ist ai der 

Anteil einer Komponente Xi und ei der 
Restfehler. Eine Signalüberlappung 
wie in Abbildung 4 unten dargestellt, 
ist analytisch ungünstig. Das Glei-
chungssystem wird durch die Korre-
lationen zwischen den Komponenten 
instabil und kann nicht verwendet 
werden. Hierfür ist auf die multivaria-
te Kalibration zurückzugreifen.

■ Die multivariate Kalibration
Der klassische Fall der Kalibration 

ist univariat, das heisst hier hängt ein 
Messwert vom Gehalt einer Kompo-
nente ab. In der Praxis kommt es vor, 
dass die Intensität eines Signals von 
mehreren Komponenten beeinflusst 

wird. Daraus resultieren komplexe Zu-
sammenhänge, die mit Hilfe verschie-
dener Modelle quantifiziert werden 
können. Der mathematische Aufwand 
und die notwendigen Kenntnisse hier-
für sind nicht unerheblich [8].

Es gibt  – wie bei der univariaten 
Kalibration – klassische und inverse 
Vorgehensweisen. In jedem Fall be-
darf es eines Modells, das möglichst 
mittels Testdatensätzen validiert wer-
den sollte. Wenn, wie in Abbildung 4 
unten dargestellt, drei Komponenten 
vorliegen und eine spektrometrische 
Analyse durchzuführen ist, werden 
mehrere Spektren aufgenommen 
und pro Spektrum die Intensitäten 
bei vielen verschiedenen Wellenlän-
gen ermittelt. Hieraus ergeben sich 
verknüpfte Wertematrizen, die Basis 
des Kalibrationsmodells sind. In der 
Spektrometrie kommen derartige 
Fälle häufiger vor.

■ Weitere Aspekte
Es gibt Zusammenhänge zwischen 

Größen, die nicht linear sind, sich aber 
mit Hilfe einer Transformation in eine 
lineare Form überführen lassen. In 
einem solchen Fall lässt sich die klas-
sische lineare Kalibration anwenden. 
Dabei muss aber beachtet werden, 
dass die Voraussetzungen nicht für 
die Größen selbst, sondern für deren 
transformierte Form gelten müssen. In 
der klassischen Form gilt:

 Messwert =  Steigung · 
Analysenergebnis + 
Ordinatenabschnitt 

(Y = a · X + b)
Nach einer geeigneten Transforma-

tion könnte beispielsweise gelten:
Log Y = a · X + b
Y = a · Log X + b
Log Y = a · Log X + b
1 / Y = a · X + b
1 / Y = a · 1 / X + b
Es handelt sich immer um lineare 

Funktionen zwischen transformierten 
Größen. Sofern die Kalibration voll-

Abbildung 4:
Mehrkomponentenanalysen mit unterschiedlicher Signal überlappung



onsverfahren ist, dass die Werte von 
Wiederholmessungen an jedem Ka-
librationspunkt normalverteilt sein 
müssen. Trifft dies nicht zu, kann man 
sich mit der robusten Regression zum 
Zweck einer Kalibration helfen. In 
diesem Fall wird – wie in Abbildung 
5 dargestellt – jeder Kalibrationspunkt 
mit jedem anderen verbunden und die 
jeweilige Steigung berechnet. Sortiert 
man anschließend die Steigungen der 
Größe nach, so ist die resultierende 
robuste Steigung die Mitte der sortier-
ten Folge, die man auch als Median 
bezeichnet. In ähnlicher Weise geht 
man zur Berechnung des robusten 
Ordinatenabschnitts vor. Durch jeden 
Datenpunkt wird eine Gerade mit der 
zuvor berechneten mittleren Steigung 
gelegt und so entsprechend viele Or-
dinatenabschnitte erhalten. Werden 
diese wieder der Größe nach sortiert, 
ist der mittlere Wert der Folge der ro-
buste Ordinatenabschnitt.
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zogen ist und mit den transformierten 
Größen gearbeitet wird, sind die Er-
gebnisse entsprechend zurück zu ver-
wandeln.

Eine neuere Entwicklung in der 
Kalibration, vor allem seit es entspre-
chende Rechnerprogramme gibt, ist 
der Einsatz künstlicher neuronaler 
Netze. Es handelt sich um idealisierte 
Modelle, die den biologischen Ner-
vensystemen nachgebildet sind. Die 
kleinsten Einheiten neuronaler Netze 
sind Neuronen, die sich am Eingang, 
Ausgang und im Inneren des Netzes 
befinden. Sie nehmen Signale auf, 
die anregend oder dämpfend wirken 
können, und geben sie abhängig vom 
aktuellen Aktivierungszustand weiter 
oder nicht. 

Im Rahmen einer Lernphase ver-
mag ein neuronales Netz seine inne-
re Struktur so zu formieren, dass aus 
Inputdaten eine vorgegebene Kalibra-
tionsfunktion als Output erzeugt wird 
[9]. Anschließend ist es möglich, auf 
der Basis des „Erlernten“ zu experi-
mentellen Kalibrierdaten die zuge-
hörige Kalibrationsfunktion zu be-
stimmen. Voraussetzung dafür ist die 
prinzipielle Gleichheit der Gegeben-
heiten in der Trainings- und der An-
wendungsphase. Wenn ein neuronales 
Netz gelernt hat, lineare Funktionen 
an Daten anzupassen, ist es wenig ge-
eignet, nicht lineare Zusammenhänge 
nachzubilden.

Eine Voraussetzung für die An-
wendung der genormten Kalibrati-

Abbildung 5:
Robuste Kalibration
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